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La fièvre catarrhale ovine (FCO) ou bluetongue est longtemps restée cantonnée entre les 

latitudes 35°S et 40°N, elle s’est récemment étendue dans le bassin méditerranéen, au Sud 

puis vers le Nord de l’Europe jusqu’à atteindre en 2007, les trois quarts des départements de 

la France. Cette epizootie a conduit à des campagnes de vaccination importantes qui ont 

permis une forte diminution du nombre de foyers. Il existe à l’heure actuelle sur le marché des 

vaccins à base de virus atténués et des vaccins à base de virus inactivés. Aucun de ces vaccins 

ne permet une protection croisée efficace entre les différents sérotypes. Par ailleurs, ils ne 

permettent pas de différencier les animaux vaccinés des animaux infectés dans le cadre d’une 

stratégie dite DIVA (Differenciated Infected from Vaccinated Animals). De plus, pour les 

vaccins atténués, de nombreux problèmes restent non résolus tels que la qualité de 

l’atténuation ainsi que la possibilité d’une éventuelle réversion vers la virulence. Pour les 

vaccins inactivés, malgré leur efficacité, peu de données sur la réponse immunitaire induite 

sont disponibles actuellement. L’ensemble de la problématique vaccinale a généré depuis 

quelques années le développement de nouvelles stratégies dont l’objectif commun est 

l’induction d’une réponse immunitaire suffisante pour protéger efficacement les animaux 

contre plusieurs sérotypes et la possibilité de différencier animaux infectés et/ou vaccinés. 

Une approche possible consisterait à utiliser un vaccin vectorisé exprimant des antigènes du 

virus de la bluetongue (BTV), suffisamment conservés et immunogènes pour induire une 

protection croisée entre plusieurs sérotypes.  

Dans ce cadre, les poxvirus représentent des vecteurs vaccinaux de choix car ils possèdent 

généralement un spectre d’hôte étroit, permettent l’introduction d’ADN étranger de taille 

importante et induisent une forte réponse immunitaire cellulaire. Parmi les poxvirus, le virus 

myxomateux (MYXV) a fait ses preuves en tant que vecteur vaccinal chez l’espèce cible le 

lapin, mais aussi chez l’espèce non cible le chat. C’est ainsi que dans ce travail, nous avons 
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envisagé l’utilisation de la souche atténuée SG33 du MYXV en tant que vecteur vaccinal non 

réplicatif chez les ruminants.  

Dans le présent manuscrit, la première partie sera essentiellement consacrée à une 

présentation des poxvirus et leur utilisation en général en tant que vecteurs vaccinaux, nous 

nous attarderons plus précisément sur le virus myxomateux. Ensuite la biologie de la 

bluetongue et les moyens de lutte mis en œuvre pour lutter contre cette maladie seront 

présentés. Dans la deuxième partie, seront abordés les résultats de nos recherches contenant 

deux volets, un volet in vitro de caractérisation des interactions entre le vecteur SG33 et les 

cellules dendritiques (DC) ovines, dont le rôle primordial dans la réponse immunitaire reste 

encore méconnu chez les ruminants et un volet de démonstration in vivo, de l’utilisation du 

vecteur SG33 comme vecteur vaccinal chez le mouton contre la FCO. 
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I. Le virus myxomateux (MYXV) 

A.  Le MYXV et la myxomatose 

1.  Historique 

La myxomatose est une maladie infectieuse, contagieuse qui affecte essentiellement le lapin 

européen (Oryctolagus cuniculus) et parfois le lièvre variable. Elle a été décrite pour la 

première fois en 1896 comme une maladie mortelle, caractérisée par l’apparition de nodules 

appelés myxomes. La maladie fut appelée myxomatose du grec muxa, mucus et oma, tumeur. 

Les individus infectés mourraient au bout d’une dizaine de jours en partie à cause de 

surinfections bactériennes. Dans les années 1950, face à la pullulation des lapins et aux 

nuisances causées par ceux-ci, l’Australie décida d’utiliser le virus myxomateux comme 

moyen de lutte biologique. Ce fut à l’origine de l’apparition et de l’extension de la maladie 

non seulement en Australie mais aussi en Europe par l’importation de lapins infectés. En 

France, la myxomatose a été introduite par le Dr Louis-Armand Delille, dans sa propriété 

d’Eure-et-Loir en Juin 1952 à partir d’un lapin importé illégalement. En 1957, elle était 

répandue sur tout le territoire français. Le programme d’éradication australien a finalement 

échoué car il n’avait pas pris en compte les différents processus d’adaptation-sélection qui ont 

permis l’émergence d’isolats viraux moins pathogènes et de lapins plus résistants vis-à-vis de 

la maladie (101, 102, 104). 
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2.  Pathogénie (Figure 1) 

Le MYXV est responsable d’une maladie souvent létale pour le lapin européen Oryctolagus 

cuniculus, la myxomatose. Cette maladie se traduit classiquement par la formation de lésions 

cutanées, appelées myxomes, et une atteinte de l’état général, associée à une grave 

immunodépression (remarque : il existe une forme dite "amyxomateux"). 

Au cours de son repas sanguin, l’arthropode vecteur permet au MYXV d’infecter directement 

les cellules du derme, majoritairement les cellules dendritiques, exprimant le CMH-II. Il a été 

mis en évidence que ces cellules représentent le site primaire de réplication du virus 

myxomateux (24). Les cellules dendritiques infectées migrent ensuite jusqu’au nœud 

lymphatique drainant le site d’inoculation puisque le virus y est détecté au bout de 24h. A ce 

stade, le MYXV va infecter majoritairement les lymphocytes T du paracortex du noeud 

lymphatique entraînant ainsi une réduction massive du nombre de lymphocytes T (24). A 

partir du deuxième jour, le virus va envahir l’organisme tout entier, principalement le 

poumon, la rate, les testicules et la peau. Bien que l’infection passe totalement inaperçue, le 

virus est présent dans le sang, les tissus, les sécrétions ou les excrétions et le sujet devient 

contaminant pour ses congénères et pour les vecteurs. Le MYXV se réplique donc dans les 

lymphocytes et les macrophages, cellules exprimant le CMH-II, et le dysfonctionnement de 

ces cellules-clés du système immunitaire explique le tableau général d’immunodépression 

caractéristique de la maladie. 

Entre le deuxième et le cinquième jour après infection, se manifestent les premiers signes 

cliniques de la maladie. Ils se caractérisent par une lésion cutanée au niveau du point 

d’inoculation qui évoluera vers une lésion œdémateuse appelée myxome. Au bout du 

cinquième jour, la distribution du virus ne cesse de s’accroître dans l’organisme provoquant 

ainsi des myxomes secondaires au niveau des paupières, des oreilles et de la zone anogénitale, 

accompagnés d’écoulements muqueux puis purulents dans la sphère oculo-nasale.  
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Figure 1. Pathogenèse du virus myxomateux (308). (1) Le lapin peut être contaminé par 
contact direct avec un autre animal infecté, par un arthropode vecteur suite à plusieurs repas 
sanguin sur un animal infecté ou par une inoculation directe. Le virus infecte les cellules 
épithéliales et les cellules du derme (2). Les cellules résidentes CMH-II positives, telles que 
les cellules de Langerhans sont aussi infectées (3). Ces dernières vont migrer vers le nœud 
lymphatique drainant, où elles vont présenter les épitopes viraux aux lymphocytes T. Les 
cellules de Langerhans transportent aussi des particules virales qui vont infecter 
majoritairement les lymphocytes T (4) entraînant leur mort et par conséquent une diminution 
locale de leur nombre. Grâce à l'infection des DC au site d'infection primaire, et la diffusion 
ultérieure par le biais du système lymphatique et vasculaire (5), le MYXV se propage ensuite 
à travers le corps dans de nombreux organes secondaires comme les poumons, les testicules, 
le foie et la rate. Des myxomes apparaissent aux niveaux de multiples sites secondaires sur la 
peau favorisant ainsi la dissémination du virus par des vecteurs (6).  
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A partir du sixième jour environ, les myxomes secondaires envahissent tout le corps de 

l’animal. Au cours des derniers stades, les symptômes s’aggravent, la multiplication virale 

s’accroît pour atteindre des titres maximaux le huitième ou le neuvième jour et baisser ensuite 

peu avant la mort qui survient au bout de dix jours pour les formes aiguës.  

Le devenir de l’infection chez un sujet, est déterminé par plusieurs facteurs :  

-  la sensibilité de l’hôte qui tient tout d’abord à l’espèce puisque qu’Oryctolagus est 

beaucoup plus sensible que les autres espèces ; à la lignée puisque certaines lignées 

s’avèrent spontanément plus résistantes que d’autres ; mais aussi à l’âge car les 

lapereaux sont naturellement plus sensibles que les adultes. 

-  l’infectiosité et la dose virale ; en effet le degré de virulence de la souche détermine la 

durée d’incubation. Elle est de trois à sept jours pour une souche pleinement active, de 

quatre à neuf jours pour une même dose de virus atténué. Par ailleurs, la dose 

infectante doit être suffisante et dépasser le seuil de multiplication locale initiale. 

-  les modalités de contagion (majoritairement par voie vectorielle dans les cas 

classiques par un arthropode infecté) et de pénétration du virus (principalement par 

injection intradermique)  

Ainsi cinq grades d’infectiosité peuvent être distingués, le grade I étant le plus élevé. Il est 

estimé en fonction du temps de survie, du taux de mortalité, de l’aspect du myxome primaire, 

de l’intensité et du temps d’apparition de la maladie, de la présence ou non de signes nerveux, 

de la charge virale et de la virulence des lésions (102, 105, 174) (Tableau 1). 
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Grade de virulence Taux de mortalité Temps moyen de survie (jours)

I >99 < 13 

II 95-99 14-16 

III 70-95 17-28 

IIIa 90-95 17-22 

IIIb 70-90 23-28 

IV 50-70 29-50 

V < 50 - 

Tableau 1. Critères de gradation de la virulence des souches de virus myxomateux (102) 
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B.  Caractères généraux du MYXV 

1.  Classification 

Le MYXV appartient aux Poxviridae, une famille virale importante comportant un grand 

nombre de virus responsables de maladies majeures chez l’Homme (Variole) et chez les 

animaux (Myxomatose, Variole ovine et caprine…). La famille des Poxviridae est divisée en 

deux sous-familles, les Chordopoxvirinae et les Entomopoxvirinae infectant respectivement 

les vertébrés et les invertébrés. 

Huit genres composent la sous-famille des Chordopoxvirinae (338), parmi lesquels on trouve 

le genre Orthopoxvirus (Tableau 2) qui comprend des agents pathogènes importants pour 

l'homme, comme le virus de la variole, et des virus qui infectent l'homme de façon 

sporadique, comme le monkeypox virus ou le cowpoxvirus. Ce genre comprend également le 

virus de la vaccine (VACV), virus prototype de la famille des Poxviridae, qui a été utilisé à 

grande échelle pour vacciner l’homme contre la variole jusqu’à son éradication en 1980 (181). 

Le MYXV quant à lui, appartient au genre Leporipoxvirus. 

2.   Structure des virions 

Les caractéristiques générales du MYXV étant identiques à celles de tous les poxvirus, on se 

basera donc sur celles du virus de la vaccine, en précisant ce qui est spécifique au MYXV. 

Les poxvirus font partie des plus gros et plus complexes virus animaux connus. Les virions 

sont de formes ovoïdes pouvant mesurer 400x300x200nm (243) et plus spécialement 

300x250x200nm pour les leporipoxvirus (100, 338). Ils sont composés d’un core, d’un 

nombre variable de membranes ou enveloppes (Figure 2). Des structures supplémentaires 

situées dans les concavités du core ont aussi été décrites et sont appelées les "corps latéraux" 

(238, 344).  
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Tableau 2: Classification des Chordopoxvirinae. D’après Van Regenmortel et al. (2000) 
(338) 

 

Genre Espèce types Principales autres espèces 

Orthopoxvirus Virus de la vaccine (VACV) 

Mouse pox (ectromélie) 
Cowpox virus 

Virus de la variole du buffle 
Virus de la variole du chameau 

Virus de la variole du singe 
Virus de la variole humaine 

Parapoxvirus Orf virus 

 
Virus de l’ecthyma contagieux 
Virus de la stomatite papuleuse 

Pseudocowpox 
 

Avipoxvirus Virus de la variole aviaire (Fowlpox) 

 
Virus de la variole du canari 
Virus de la variole du dindon 
Virus de la variole du pigeon 
Virus de la variole de la caille 

 

Capripoxvirus Virus de la clavelée (Variole ovine) 

 
Virus de la variole caprine 
Lumpy skin disease virus 

 

Leporipoxvirus Virus de la myxomatose (MYXV) 

 
Virus du fibrome de Shope 
Virus du fibrome du lièvre 

Virus du fibrome de l’écureuil 
 

Suipoxvirus 
 

Virus de la variole porcine 
 

 

Molluscipoxvirus 
 

Virus du molluscum contagiosum 
 

 

Yatapoxvirus 
 

Tanapox virus de l’homme 
 

Virus de la tumeur Yaba du 
singe 



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

14 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Représentation schématique des poxvirus (Van Regenmortel et al. (2000) (338)), 
forme intracellulaire (IMV), à gauche et extracellulaire (EEV) à droite. 
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Ces structures sont sujettes à controverse puisque certains pensent qu’il s’agirait d’artéfacts de 

microscopie électronique (85) alors que d’autres réfutent cette théorie (129). Mais des 

analyses en cryomicroscopie ont montré qu’ils avaient une réalité physique (66). La 

membrane de surface est une bicouche lipoprotéique classique de 5,0 à 5,5 nm d’épaisseur 

entourant le core et les corps latéraux. Sa composition lipidique et protéique (12 polypeptides 

dont au moins six sont exposés à sa surface externe) est différente de celle de la membrane 

plasmique de la cellule hôte. Le virus de la vaccine se retrouve sous 4 formes virales (240) 

(Figure 3) que l’on peut distinguer selon la nature et le nombre d'enveloppes virales : les IMV 

(Virions Intracellulaires Matures), les EEV (Virions Extracellulaires Enveloppés), les CEV 

(Virions Enveloppés associés à la membrane de la Cellule) et les IEV (Virions Intracellulaires 

Enveloppés). Plus récemment, on parle de Mature Virus pour désigner les particules IMV, de 

Wrapped Virus pour les IEV et d’Extracellular Virus pour les EEV et CEV (61). L’existence 

de plusieurs formes virales a également été démontrée pour le MYXV (86). Les IMV et les 

EEV/CEV (61, 236, 300, 302, 304, 306) constituent les trois formes infectieuses. Les formes 

IMV représentent la très grande majorité de la progénie virale et restent séquestrées dans le 

cytoplasme de la cellule hôte jusqu'à la lyse cellulaire (61, 236, 300). De par sa résistance, 

cette forme permettrait le passage du virus d'un hôte à l'autre (301). Les formes EEV, quant à 

elles, se retrouvent dans le milieu extracellulaire avant la lyse cellulaire, après la sortie du 

virus de la cellule. Elles représentent 1% de la progénie virale (299) et possèdent une 

enveloppe supplémentaire (306) par rapport à la forme intracellulaire. Cette dernière 

caractéristique leur confère des propriétés singulières en terme de reconnaissance des cellules 

cibles (339), de protection vis-à-vis des anticorps neutralisants (153) et de capacité d’infection 

(190, 219, 303). Elles semblent plutôt responsables de la dissémination au sein de l’organisme 

(171). La membrane externe des EEV est fragile, ce qui pose des problèmes méthodologiques 

de purification, la rupture de l'enveloppe externe transformant les EEV en "IMV-like" (301).
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Figure 3. Représentation schématique des différentes formes virales de Poxviridae (modèle : 
VACV) (218). Au moins trois des formes virales du virus de la vaccine sont infectieuses 
(IMV, CEV et EEV). Les formes EEV et CEV semblent particulièrement cruciales pour la 
dissémination du virus vers les cellules hôtes voisines. 
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3.  Organisation du génome 

Le génome du MYXV est similaire à celui de tous les poxvirus. Le génome des poxvirus est 

constitué d’une molécule unique d’ADN bicaténaire, dont la taille varie de 130 à 375kpb (≈ 

162 pour le MYXV) (46, 238). Les deux brins à leurs extrémités sont reliés entre eux par des 

liaisons covalentes d’où un aspect d’épingle à cheveux (Figure 4).Le séquençage complet de 

poxvirus majeurs comme le VACV (122), le virus de la variole (214), le fowlpox (3), le 

MYXV souche Lausanne (46), a été réalisé. L’organisation du génome est commune à tous 

les poxvirus, elle comprend une zone centrale fortement conservée dans le genre, contenant 

des gènes essentiels pour le cycle viral, et des régions répétées inversées terminales (RIT) de 

10 à 15kpb codant essentiellement pour des facteurs de pathogénicité (226, 259). Dans ce 

génome, il y a peu de séquences non codantes, pas d’introns, des séquences promotrices 

courtes, de nombreuses ORF de faible taille, ce qui explique la présence d’environ 200 gènes 

pour 162kb. L’existence de gènes non essentiels et la plasticité de la particule virale 

permettent l’insertion d’ADN étranger d’au moins 25kb, ce qui fait des poxvirus d’excellents 

vecteurs viraux.  

4. Cycle viral 

Le cycle de réplication des poxvirus est entièrement cytoplasmique et sa durée varie selon la 

nature du virus et l’origine de la cellule (de 12 à 24h pour le VACV) (41), pour le MYXV, il 

est d’environ 16h. Le cycle viral est composé de six étapes : l’entrée du virus dans la cellule, 

l’expression des gènes précoces, la réplication, l’expression des gènes intermédiaires et tardifs 

et enfin l’assemblage du virion et sa sortie de la cellule (Figure 5). 
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Figure 4. Représentation schématique du génome viral de Poxviridae (modèle : VACV). RIT 
: séquences Répétées Inversées Terminales (236). La région centrale comporte des gènes 
hautement conservés nécessaires à la réplication virale. Au niveau des RIT et dans les régions 
à proximité se trouvent essentiellement des gènes de pathogénicité. 
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Figure 5. Cycle de réplication (VACV). (1) entrée du virus et libération du core dans le 
cytoplasme, (2) transcription des gènes précoces, (3) déshabillage du core, (4) réplication de 
l’ADN et formation de concatémères, (5) transcription des gènes intermédiaires, (6) 
transcription des gènes tardifs, (7) début d’assemblage avec les premiers fragments de 
membrane, (8) incorporation d’ADN, (9) maturation et formation des IMV, (10) acquisition 
d’une double membrane (IEV) et migration vers la surface cellulaire à l’aide du cytosquelette, 
(11) fusion avec la membrane plasmique cellulaire et formation des CEV et libération d’EEV 
(adapté d’après Moss 2001 (236), MacFadden, 2005 (218))  
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4.1. Entrée du virion dans la cellule hôte 

L’existence de plusieurs formes virales infectieuses complique fortement cette étape. En effet 

plusieurs mécanismes d’entrée des poxvirus dans les cellules cibles ont été proposés (236, 

237, 269). A ce jour, aucun récepteur cellulaire n’a été découvert pour illustrer la première 

phase de liaison du virion à la cellule.  

Les formes IMV semblent se lier à la surface cellulaire via une interaction de certaines 

protéines virales avec les glycosaminoglycans (GAGS), bien que ces derniers ne semblent pas 

essentiels pour l’infection, et avec la lamine de la matrice extracellulaire (57, 58, 146, 193). 

Après la liaison à la surface cellulaire, plusieurs voies d’entrée des IMV ont été proposées. 

Certains auteurs pensent que la pénétration virale pourrait s’effectuer par fusion directe (69, 

70, 198, 289), cependant pour d’autres, la particule IMV ne serait pas internalisée dans sa 

totalité mais resterait à l’extérieur de la cellule (198). Il a été mis en évidence par microscopie 

électronique deux autres mécanismes d’entrée du virus par endocytose et par macropinocytose 

(49, 222). Quant aux EEV, les mécanismes d’entrée dans la cellule sont encore flous, certains 

auteurs pensent qu’elles pénétreraient par endocytose et seraient prises en charge par des 

vésicules intracellulaires. Le PH acide des vésicules induirait la rupture de l’enveloppe 

externe et le core serait libéré par fusion de la membrane des IMV avec celles des vésicules 

(153, 339). Pour d’autres auteurs, sur les bases d’observations en microscopie électronique, la 

membrane des EEV se romperait au contact de la membrane cellulaire, et resterait à 

l’extérieur de la cellule (189). La particule IMV, ainsi libérée, pénètrerait alors par fusion 

membranaire (49).  

Concernant le MYXV, grâce à des observations en microscopie électronique, il semblerait 

que les EEV pénètrent dans la cellule cible par rupture préalable de l’enveloppe et des images 

d’endocytose et de macropinocytose ont également été observées (86). 
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4.2.  Régulation de l’expression des gènes viraux  

Le cycle de réplication des poxvirus se déroule entièrement dans le cytoplasme, ce qui 

implique une autonomie quant au processus de réplication et de transcription. L’expression 

des gènes étant séquentielle, on distingue tout d’abord la transcription des gènes précoces 

avant la réplication du génome viral, puis la transcription des gènes intermédiaires, et tardifs. 

Les mécanismes de transcription semblent conservés au sein de la famille (40). Une même 

ARN polymérase à neuf sous-unités, est utilisée pour la transcription des trois types de gènes. 

4.2.1. Expression des gènes précoces  

Dès l’entrée du virus dans la cellule, et avant même la décapsidation, la machinerie 

transcriptionnelle associée au virion est immédiatement activée, permettant ainsi la synthèse 

d’ARNm viraux précoces, coiffés et polyadénylés. Ces ARN viraux représentent 50% du 

génome (43). Les gènes précoces codent principalement pour des facteurs impliqués dans 

l’immunorégulation, la synthèse d’ARN et la réplication de l’ADN. Ils sont synthétisés au 

sein même du core viral, grâce à une enzyme de coiffage des ARNm, une poly(A) 

polymérase, d’une 2’-O-methyltransférase et de toute la machinerie nécessaire à la synthèse 

d’ARN, présentes dans le core. Les transcrits s’échappent ensuite par des pores à la surface du 

core et sont traduits grâce aux ribosomes cellulaires.  

Parmi les gènes exprimés précocement, on retrouve ceux codant pour les facteurs de 

transcription des gènes intermédiaires. La synthèse des protéines précoces permet la 

décapsidation et la libération du génome. 
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4.2.2.  Réplication du génome viral 

Le génome du virus se réplique de façon très autonome dans le cytoplasme de la cellule 

infectée. L’ADN viral nu s’associe aux membranes du réticulum endoplasmique (RE) qui 

l’enveloppent pour former un compartiment dans lequel la réplication s’initie (209). A un 

stade précoce du cycle, la boucle présente dans chaque télomère de l’ADN viral est rompue 

par une endonucléase spécifique présente dans le core viral. Les télomères poxviraux sont par 

analogie aux chromosomes eucaryotes, des séquences d’ADN non codantes situées aux 

extrémités de la molécule nucléaire de l’ADN viral. La réplication débute au niveau de sites 

précis du cytoplasme que l’on appelle des virosomes. C’est dans les télomères qu’a lieu, de 

toute évidence, l’initiation et la terminaison de la réplication (74).  

4.2.3. Expression des gènes intermédiaires et tardifs 

La réplication de l’ADN entraîne un profond changement dans l’expression des gènes 

poxviraux. En même temps, la synthèse des protéines hôtes est sévèrement diminuée. Il existe 

deux classes de protéines post-réplicatives : des protéines intermédiaires, détectées presque 

immédiatement après la réplication de l’ADN, et des protéines tardives qui apparaissent un 

peu plus tard. Les gènes intermédiaires et tardifs codent respectivement pour les acteurs de la 

transcription des gènes tardifs et précoces, ainsi que des protéines participant à la 

morphogénèse et l’assemblage des virions (273). 

4.3.  Assemblage et maturation des virions 

Les premières étapes de formation des virions ont lieu dans des structures du cytoplasme 

appelées virosomes, zones dépourvues d’organites cellulaires. Ces enveloppes virales 

immatures en forme de croissant deviennent circulaires et matures par clivage protéolytique 

des protéines de capside et condensation du core viral, produisant ainsi la première forme 
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infectieuse de virions, les IMV. Pour la majorité des virions, la morphogenèse s’arrête là, et 

les IMV sortent par lyse cellulaire. D’autres sont transportés, grâce aux microtubules (65), 

jusqu’à la périphérie de la cellule, où ils s’envelopperont d’une double membrane 

supplémentaire dérivée de l’appareil de Golgi ou d’endosomes, formant ainsi les IEV (6h post 

infection) (294). Ce déplacement fait appel à la polymérisation, l’utilisation des microtubules 

et à la destruction du centrosome (303). La membrane la plus externe peut alors fusionner 

avec la membrane plasmique, permettant l’expulsion des virus infectieux de type EEV, 

toujours minoritaires mais en quantité variable selon les souches virales et les CEV. Les CEV 

restent accolés à la membrane cellulaire puis sont expulsés par une microvillosité "actinique". 

Seulement 10 à 12 heures sont nécessaires au bon déroulement du cycle infectieux (à terme 

lytique), le virus de la vaccine produisant de la sorte 2000 à 3000 particules par cellule. De 

nombreuses protéines virales impliquées dans la morphogenèse et la libération des virions ont 

déjà été identifiées et d’autres sont découvertes régulièrement (132). Le virus est aussi 

capable de progresser de la cellule infectée vers plusieurs cellules voisines par fusion 

cellulaire et formation de syncytium. 

C.  Interactions poxvirus/ hôtes 

De façon générale, les poxvirus ont développé des stratégies complexes pour survivre en 

conditions défavorables et en particulier pour contourner les défenses mises en œuvre par 

leurs hôtes. Ces outils visent à optimiser la multiplication du virus et surtout à moduler la 

réponse immunitaire. Les modalités d’interaction entre les poxvirus et leurs hôtes vont 

moduler le tropisme viral selon trois niveaux : 

- le tropisme au niveau cellulaire mettant en jeu un certain nombre de mécanismes/ 

interactions moléculaires qui peuvent expliquer le cycle permissif, semi-permissif ou abortif 
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d’un virus dans une cellule donnée. Il peut être influencé par des facteurs cellulaires mais 

aussi des facteurs viraux 

- le tropisme au niveau tissulaire ou organique, intermédiaire entre les deux autres niveaux 

- le tropisme d’hôte, influencé par les deux premiers niveaux et par la capacité du virus à 

contourner la réponse immunitaire de l’hôte. Il va déterminer la pathogénie, la diffusion virale 

dans l’organisme infecté et la dissémination entre les organismes en fonction des mécanismes 

élaborés par le virus pour échapper aux réponses de l’hôte (218).  

Les poxvirus codent pour de nombreuses protéines qui interviennent à différents niveaux pour 

moduler la réponse immunitaire mise en place chez l’hôte. Dans le tableau 3 sont présentés 

les facteurs impliqués dans les interactions du MYXV avec son hôte. 

1.  Tropisme cellulaire 

In vivo, les poxvirus possèdent un spectre d’hôte assez strict. Pourtant selon les conditions 

expérimentales, certaines cellules dérivées d’espèces non hôtes peuvent être permissives à 

l’infection in vitro. Par exemple, on peut observer que le MYXV, qui est spécifique du lapin, 

peut se répliquer in vitro dans des cellules transformées d’origine humaine ou simienne (320), 

ou encore dans des fibroblastes primaires d’origine bovine. Chaque poxvirus possède une 

spécificité in vitro distincte de son spectre d’hôte in vivo (Tableau 4).  
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Grand rôle Protéine Gène  Fonction/ propriétés 
 

Facteur d’hôte M062 M062R Nécessaire pour la réplication dans les cellules de lapin, les 
cellules cancéreuses humaines, se lie à SAMD9 

 M063 M063R Nécessaire pour la réplication dans les cellules de lapin 

 M064 M064R Fonction liée à celle de M062 
 

Contrôle du cycle 
cellulaire 
 

MGF M010L Homologue du facteur de croissance EGF 

Contrôle de l’apoptose M-T2 M002L/R Homologue du récepteur au TNFα ; inhibiton des interactions 
TNF/TNFR, empêche l’apoptose des lymphocytes 

 M-T4 M004L/R Inhibition de la voie Bcl-2/caspases via son interaction avec la 
protéine BAP 

 M-T5 M005L/R Interaction avec Cullin-1 et Akt ; inhibition, arrêt du cycle 
cellulaire et apoptose 

 M11L M011L Interaction avec les protéines pro-apoptotiques (Bak/Bax), 
inhibe l’apoptose 

 M143 M143 Ubiquitine ligase avec une fonction possible anti-apoptotique 

 M146R M146R Supposée se lier aux protéines Bcl-2 et inhiber la réponse innée 
via les TLR 

 SERP-2 
 

M151R Inhibiteur de sérine protéase intracellulaire (granzyme B, ICE) 

Contrôle de la réponse 
IFNs 

M-T7 M007L/R Homologue du récepteur aux IFNγ, activité anti-inflammatoire 

 M029L M029L Homologue d’E3L, fonction prédictive d’inhibition de la voie 
PKR 

 M135R M135R Homologie avec B18R du VACV ; mécanisme précis 
d’interférence avec la réponse IFN encore inconnu 

 M156R M156R Homologue du facteur elF2-α, fonction possible dans 
l’inhibition de la voie PKR 
 

Inhibition de la 
réponse inflammatoire 

M-T1 M001L/R Liaison avec les chemokines CC, inibition du chimiotactisme 

 SERP-1 M008.1L/
R 

Inhibiteur de sérine protéase sécrétée, activité anti-
inflammatoire 

 M13L M013L Inhibiteur de l’inflamasome (Caspase-1, IL-1β et IL-8) 

 M104L M104L Supposé participer à l’inhibition de la voie de signalisation des 
récepteurs chémokines 

 M128L M128L Homologue du CD47 

 M141R M141R Homologue du CD200 

 M144R M144R Homologue de C3L/B5V (VACV), interaction possible avec le 
complément, CD46-like 

 SERP-3 M152R Inhibiteur de sérine protéase 

 MNF M150R Inhibiteur supposé de NFκB 
 

Inibition de la 
présentation du CMH-I 

M-T4 M004L/R Inhibition de la présentation du CMH-I via son interaction avec 
la protéine BAP 

 MV-LAP M153R Scrapine, down-régule les molécules de surface CD4, Fas-CD95 
et CMHI 
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Tableau 3. Facteurs impliqués dans les interactions du MYXV avec son hôte 

 

 

 

 
Tableau 4. Exemples de spécificité in vitro et spectre d’hôte in vivo de certains poxvirus 

 
 

Genre Virus Hôtes 
réservoirs

Hôtes 
sensibles 

Cellules permissives 

Molluscopoxviru
s 

Molluscum 
Contagiosum 

 

Homme Homme, cheval Kératocytes humains différenciés 

Orthopoxvirus Variole Homme Primates La plupart des cellules de mammifères 
 

 Monkey pox Rongeurs, 
écureuil 

Singe, homme La plupart des cellules de mammifères 
sauf les cellules PEK 

 
 Cowpox rongeurs Homme, vache, 

chat, renard, 
animaux de zoo 

 

La plupart des cellules ce mammifères 

 Vaccine inconnu Large spectre, 
incluant l’homme

 

La plupart des cellules de mammifères 
sauf les CHO 

 Ectromelia Rongeurs 
 

Souris de 
laboratoire 

 

La plupart des cellules de mammifères 
sauf les CHO 

Parapoxvirus ORF Ruminants 
 

Homme, chat, 
herbivores 

 

Les fibroblastes primaires ovins et 
bovins 

Leporipoxvirus Virus de la 
myxomatose 

Lapins 
américains 

Lapin européen Cellules de lapins, cellules de singes 
sélectionnées et les cellules de tumeurs 

humaines 
 

Yatapoxvirus Yatapoxvirus Rongeurs ? 
Insectes ? 

 

Homme, singe Cellules de singes sélectionnées 
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1.1.  Particularités du tropisme cellulaire des poxvirus 

Pour la plupart des virus, le tropisme cellulaire est essentiellement déterminé par l’interaction 

entre les protéines virales exposées et leurs récepteurs spécifiques à la surface des cellules 

hôtes, comme par exemple la présence de rafts lipidiques (59), de polysaccharides (237) ou de 

l’expression de certains récepteurs de surface (50, 95, 187). Concernant les poxvirus, aucun 

récepteur spécifique n’a été identifié, bien qu’une étude récente ait montré la présence d’un 

récepteur non identifié à la surface des lymphocytes T humains activés permettant la liaison 

avec le virus de la vaccine (50). 

Ce sont en revanche des évènements en aval des étapes d’attachement, d’entrée et même 

d’expression virale précoce qui influent spécifiquement sur le devenir du cycle viral (169).  

1.2.  Facteurs d’hôte 

Il existe deux catégories de gènes sur le génome des poxvirus, les gènes conservés à travers 

les genres et essentiels à la réplication et à la morphogenèse, et les gènes non essentiels qui 

influencent le profil pathologique propre à chaque espèce virale, ce sont les gènes de 

virulence. Parmi les gènes de virulence, les gènes de spectre d’hôte sont ceux pour lesquels la 

délétion entraîne une modification du tropisme cellulaire. Par exemple, il a été découvert que 

les protéines M-T5, M-T2, M-T4 et M11L du MYXV pouvaient interférer avec les voies de 

signalisation intracellulaire. Récemment, il a été mis en évidence l’implication du gène 

M063R dans le tropisme d’hôte sans que le mécanisme exact ait été élucidé (14). Ce gène est 

essentiel pour la multiplication du MYXV dans les cellules de lapin et pour le développement 

de la myxomatose chez l’hôte naturel (14). 
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2. Contrôle du cycle cellulaire  

De nombreux poxvirus expriment des facteurs de croissance mimant l’action de leurs 

homologues eucaryotes, les facteurs EGF (Epidermal growth factor) ou VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor). Ces homologues, comme le VGF (Vaccina virus Growth Factor) 

du virus de la vaccine, le MGF (Myxoma Growth Factor) du MYXV ou encore le SFGF 

(Shope Fibroma virus Growth Factor) du virus du fibrome de Shope sont capables de réguler 

la prolifération et la différenciation cellulaire (188) et de stimuler la mitose des cellules 

adjacentes. In vivo, le MGF est un facteur de virulence essentiel puisque la maladie est 

fortement atténuée lorsque des lapins sont inoculés avec un virus n’exprimant plus ce facteur 

de croissance (46). 

3. Contrôle de l’apoptose  

De nombreux organismes pluricellulaires utilisent comme mécanisme de défense cellulaire, la 

mort programmée des cellules ou apoptose, pour éliminer les cellules endommagées, mutées, 

âgées ou encore infectées, qui pourraient constituer une menace pour le reste de l’organisme. 

La voie de signalisation de l’apoptose peut être induite de façon intrinsèque et extrinsèque. La 

voie intrinsèque ou mitochondriale implique l’activation des facteurs de la famille Bcl-2, ce 

qui induit la libération soudaine et complète du cytochrome c des mitochondries dans le 

cytoplasme, entraînant à terme l’activation des caspases effectrices de l’apoptose. La voie 

extrinsèque ou des récepteurs de mort (famille des récepteurs du TNF (tumor necrosis factor)) 

fait intervenir le TNF et la voie des Fas-Fas ligand. Etant donné que l'apoptose peut avoir un 

effet négatif sur la réplication et la dissémination virale, de nombreux virus, y compris le 

MYXV ont développé de multiples stratégies pour contrôler ce processus. Une des stratégies 

consiste à inhiber directement des molécules clé pro-apoptotiques (Figure 6 et Tableau 3). 
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Figure 6: Mécanisme d’échappement du MYXV à l’apoptose. La protéine M-T2 sous sa 
forme sécrétée inhibe la fixation du TNFα à son récepteur le TNFαR. Sous sa forme 
cytoplasmique, elle semble avoir une fonction anti-apoptotique. M-T4 inhibe l’activité de la 
protéine BAP31, protéine réticulaire associée aux protéines Bcl2/Bxl et à la caspase-8. M-T5 
inhibe l’apoptose en agissant sur le cycle cellulaire (p27). La protéine M11L est capable de se 
lier aux protéines mitochondriales Bak et Bax, inhibant leur activité pro-apoptotique. 
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4. Interférence avec le système immunitaire 

4.1. Réponse de l’hôte à l’infection  

La réponse de l’hôte face à une infection virale se déroule en trois phases : l’immunité 

constitutive et immédiate, une phase inductible précoce non spécifique de l’antigène puis une 

phase inductible dépendante des lymphocytes, spécifique de l’antigène, support d’une réponse 

effectrice et d’une mémoire immunologique. Les premières cellules à pénétrer le site primaire 

d’infection sont les cellules inflammatoires : d’abord les granulocytes neutrophiles, puis les 

cellules de la lignée monocytaire (monocytes-macrophages). Les cellules inflammatoires 

limitent potentiellement la multiplication virale, en détruisant notamment les poxvirus en 

présence d’anticorps (183, 334). 

Pour le MYXV, la mise en place de la réponse immunitaire débute avec l’infection des 

cellules dendritiques, cellules de Langerhans (dans le derme) (24, 182, 363) et des LT (au 

niveau des nœuds lymphatiques drainant). 

L’infection par un poxvirus est associée à la présentation de nombreuses protéines qui 

suscitent la synthèse d’une grande variété d’anticorps : les anticorps neutralisants, dirigés 

contre les virions enveloppés ou non, les anticorps qui lysent les cellules infectées en 

association avec le complément et les anticorps qui se combinent aux antigènes circulants 

pour former des complexes immuns. Les lapins infectés développent des IgG et des IgM qui 

apparaissent insuffisantes pour leur protection. En effet, il a été montré que l’administration 

d’un sérum hyperimmun contre le MYXV à des lapins, suivie d’une épreuve virulente, n’a 

pas d’action sur la mortalité (mort de 17 lapins sur 20) (103). De plus, les vaccins à virus 

inactivés n’ont pas permis de protéger les lapins contre la myxomatose, alors même que des 

anticorps étaient produits (105), contrairement aux vaccins à virus atténués qui sont 

protecteurs. Ces données suggèrent que si des anticorps préexistants peuvent conférer une 
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relative protection durant la phase clinique, les anticorps développés au cours de l’infection ne 

peuvent assurer une protection totale des animaux. Ceci fait donc apparaître l’importance de 

la réponse à médiation cellulaire dans le contrôle de l’infection par le MYXV.  

Il est clairement établi que les lymphocytes jouent un rôle déterminant dans la réponse anti-

poxvirale, d’une part en régulant la production des anticorps (essentiellement LT CD4+) mais 

aussi et surtout en exerçant une activité cytotoxique directe à l’égard des cellules infectées 

(LT CD8+). Des LT spécifiques du virus mousepox sont détectables dès 2 jours post-infection 

(183). Des souris nude (CD4-, CD8-) ayant perdu leur capacité à développer une réponse à 

médiation cellulaire, sont incapables de contrôler la multiplication virale dans les organes 

cibles et meurent à des doses subléthales du virus de l’ectromélie (42). Lors d’une infection 

par un poxvirus, on observe un dysfonctionnement de la réponse des lymphocytes aux 

mitogènes. Ceci peut être associé en partie à une perturbation de l’expression de certaines 

molécules de présentation des antigènes telles que celles du CMH de classe I (15, 32).  

Le MYXV possède des armes pouvant interférer avec les acteurs responsables de la mise en 

place de la réponse cellulaire. Il a été montré que le MYXV possédait une capacité de 

dérégulation des molécules de CMH-I à la surface des cellules infectées (60, 133, 210), 

pouvant ainsi altérer la capacité de présentation des antigènes aux cellules LT CD8+. Par 

ailleurs, Le MYXV est capable d’infecter les cellules dendritiques mais aussi les lymphocytes 

T, qui sont les cellules impliquées dans la réponse à médiation cellulaire (182). Il a été mis en 

évidence que le virus pouvait avoir un effet sur plusieurs protéines aux propriétés anti-

inflammatoires, des inhibiteurs d’interférons, de chimiokines et cytokines, ce qui pourrait 

empêcher la mise en place d’une réponse immune à médiation cellulaire efficace (312).  

Tous ces éléments indiquent que la réponse à médiation cellulaire est très certainement la 

composante majeure du contrôle immunitaire de l’infection du lapin européen par le MYXV. 
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4.2. Interférence avec les IFN 

La voie des IFN semble jouer un rôle clé dans le tropisme du MYXV. En effet, des études ont 

montré que l’infection des fibroblastes primaires murins est bloquée par la cascade de 

signalisation Erk-IGN-STAT1, et que l’inactivation du facteur Erk ou de la signalisation 

médiée par le facteur de transcription STAT-1, lève le blocage et rend les fibroblastes 

primaires permissifs à l’infection (348). Il en est de même pour les fibroblastes humains 

primaires, in vitro. L’infection de ces cellules par le MYXV semble être dépendante de la 

réponse cellulaire aux IFN, puisque l’augmentation de la production d’IFN induit une 

diminution de la permissivité des cellules ainsi que le nombre de passages en culture (170).  

Il existe deux principaux types d’IFN, les IFN de type I (IFN-α et IFN-β) et l’IFN de type II 

(IFN-γ). Les IFN de type I sont synthétisés par la plupart des cellules de l’organisme, l’IFNα 

étant principalement produit par les leucocytes et l’IFN-β par les fibroblastes. L’infection 

virale induit la synthèse d’IFN de type I ainsi que de nombreuses cytokines.  

L’IFNγ intervient dans le développement de la réponse immunitaire adaptative. Il est sécrété 

par les lymphocytes T CD4+ et CD8+ après présentation d’antigènes par les cellules 

présentatrices d’antigènes comme les cellules dendritiques (360).  

L’entrée d’un pathogène dans un organisme provoque une réponse immédiate innée 

conduisant dans la majorité des cas au contrôle de l’infection et à l’élimination du pathogène. 

L’immunité innée antivirale repose en grande partie sur la synthèse et la sécrétion des 

interférons de type I (IFN-α/β) par les cellules infectées, qui induisent un état antiviral dans 

les cellules environnantes via l’expression de nombreuses protéines possédant une activité 

antivirale ou immunomodulatrice. L’amplitude de la réponse antivirale déclenchée par l’IFN-

α contraint la quasi-totalité des virus à s’adapter en élaborant diverses stratégies 

d’échappement aux effecteurs des voies d’activation des interférons. Dans le cas des poxvirus, 

ces stratégies incluent des inhibiteurs de l’induction, des récepteurs qui miment des ligands, 
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des phosphatases qui bloquent la cascade STAT-1 de transduction du signal ou encore des 

inhibiteurs d’effecteurs tels que la protéine kinase R (180, 288, 296, 297) (Figure 7 et 

Tableau 3). 

4.3. Inhibition de la réponse inflammatoire 

Suite à une agression par un agent pathogène, l’organisme met en place une première ligne de 

défense grâce à l’action de nombreuses molécules pro-inflammatoires, les cytokines. Mais de 

même que pour l’apoptose ou la voie des IFN, les poxvirus ont mis en place de nombreux 

facteurs pour encore une fois contourner la réponse immunitaire, comme M-T1, SERP-1, 

SERP-3, MNF et M13L chez le MYXV (Tableau 3). 
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Figure 7. Inhibition de la voie des IFN par le MYXV. Le facteur soluble M-T7 du MYXV 
(homologue B8R du VACV) va inhiber l’activation de la voie IFNγ en séquestrant les IFNγ. 
Il va aussi inhiber la transcription de certains gènes impliqués dans la réponse anti-virale. Le 
facteur B18R du VACV fait de même avec les IFNα/β, et malgré son homologie avec B18R, 
cela n’a pas été démontré pour la protéine M135R. La protéine E3L (homologue M029L de 
MYXV) inhibe les voies antivirales de la PKR et de la 2’5’OS, en se liant à l’ARNdb produit 
lors de la réplication virale. Le facteur M156R (Homologue de K3L du VACV) mime l’action 
du facteur de transcription elF2-α et inhibe son activation en se liant à la PKR à sa place 
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II.  Les poxvirus en tant que vecteurs vaccinaux 

Les poxvirus recombinants sont utilisés dans de nombreux domaines de recherche (109, 118, 

123-125, 300, 307, 310, 311) mais le principal domaine d’application reste leur usage en tant 

que vecteur vaccinal. Ce dernier a pris un essor considérable ces dernières années grâce au 

développement de nouvelles stratégies qui consistent à optimiser leur pouvoir immunogène 

via la stimulation d’une réponse immunitaire de type Th1 conduisant à une prolifération de 

lymphocytes T cytotoxiques capables d’éliminer l’agent infectieux. En effet, les vaccins 

classiques contenant des souches atténuées ou inactivées, présentent certains inconvénients 

limitant leur utilisation. Tout d’abord, les souches atténuées présentent un risque de réversion 

de leur pathogénicité initiale et pour certaines, un pouvoir pathogène résiduel non négligeable. 

Par ailleurs ces souches atténuées se multiplient dans l’hôte et sont susceptibles d’être 

transmises à des hôtes non vaccinés. Les vaccins à agents inactivés sont généralement moins 

immunogènes et induisent plutôt une réponse humorale. Ainsi, afin de remédier aux limites de 

ces vaccins, de nouvelles stratégies vaccinales ont été développées. Parmi celles-ci, 

l’utilisation de poxvirus recombinants a fait l’objet de nombreuses études car ce sont des virus 

aisément manipulables, capables d’exprimer de nombreux transgènes et d’induire une forte 

réponse immunitaire, à la fois humorale et cellulaire, contre le produit d’un transgène d’intérêt 

(23, 217, 253, 347). Le virus de la vaccine a fait l’objet de nombreuses études en tant que 

vecteur vaccinal à la fois chez l’homme et chez les animaux. De nombreux gènes issus de 

micro-organismes variés (virus de l’hépatite B, de la rage, de la fièvre aphteuse, de la grippe, 

du VIH…) y ont été introduits à des fins vaccinales (19, 141, 350). Beaucoup d’autres 

poxvirus sont également utilisés comme vecteurs vaccinaux, dans de nombreuses espèces 

animales. Tout l’enjeu actuel est de combiner l’efficacité et la sécurité d’emploi du vecteur 

vaccinal. 
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A. Les bases du choix du poxvirus 

Leur grande taille, et leur spécificité d’hôte ont fait des poxvirus en général des vecteurs 

vaccinaux de choix. Selon l’application que l’on envisage, il peut être intéressant de choisir 

tel ou tel poxvirus dans un contexte multiplicatif (vecteurs réplicatifs) ou non (vecteurs non 

réplicatifs).  

1. Vecteurs poxviraux réplicatifs 

1.1. Virus de la vaccine  

Les vecteurs réplicatifs, sont en général des vecteurs capables de se multiplier chez l’individu 

à vacciner en dépit de la présence d’un gène étranger intégré à leur génome. C’est le cas 

typique du VACV, le premier poxvirus utilisé comme vecteur vaccinal chez les mammifères, 

il y a une trentaine d'années après son emploi massif pour l’éradication de la variole (351). En 

effet, ce virus présente plusieurs avantages de par sa facilité de production, de purification et 

sa capacité à induire une immunité humorale et cellulaire contre un antigène d’intérêt. De 

plus, il existe à l’heure actuelle, de nombreux plasmides adaptés à l’insertion de gènes 

étrangers dans différentes régions du génome du VACV. Par ailleurs, il est aisé d’obtenir des 

titres élevés de ce virus et il est facile de le purifier contrairement à d’autres poxvirus. 

Cependant ce virus présente certains risques biologiques, comme celui d’une infection 

accidentelle du manipulateur ou d’autres personnes à son contact. Au cours de la campagne 

de vaccination contre la variole, de nombreux accidents post-vaccinaux avec des troubles 

neurologiques importants, voire des décès ont été observés et des infections accidentelles avec 

des virus recombinants, bien que bénignes, ont été rapportées (283). Aujourd’hui le VACV, 

dont l’origine est inconnue et sans réservoir naturel connu, peut être considéré comme un 

virus de laboratoire. Néanmoins, des épidémies ont eu lieu au Brésil depuis 1999, avec 
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l’apparition de variants de VACV, circulant chez le bétail et l’homme; les rongeurs pourraient 

jouer, dans cette situation, un rôle épidémiologique déterminant (2). Le VACV possède un 

spectre d’infection large, ce qui peut représenter un avantage lors d’études préliminaires sur 

animaux de laboratoire. Néanmoins, ce large spectre constitue un inconvénient en termes de 

sécurité de manipulation et d’innocuité pour l’Homme ou pour d’autres espèces.  

Par ailleurs, une utilisation chez l’animal d’un virus potentiellement pathogène pour l’Homme 

demeure risquée et elle est déconseillée, même si la sécurité d’emploi a été nettement 

améliorée, avec en particulier la construction de souches réplicatives mais atténuées, par 

délétion de gènes cibles du VACV (81). Ainsi, le très large spectre d’hôte du VACV 

représente également une contrainte puisque la transmission d’une espèce cible à une espèce 

non cible et une possible recombinaison avec un autre Poxvirus, sont possibles (255). 

1.2. Autres poxvirus 

Tout poxvirus à spectre d’hôte étroit utilisé comme vecteur vaccinal chez son hôte naturel 

peut être considéré comme vecteur réplicatif. C’est le cas pour le MYXV pour lequel 

l’utilisation d’un vaccin recombiné MYXV-RHDV (virus de la maladie hémorragique virale 

du lapin) a permis de vacciner simultanément les lapins européens contre la myxomatose et la 

maladie hémorragique virale du lapin. De même, l’utilisation de Capripoxvirus recombinant a 

permis de protéger les ruminants non seulement pour des capripoxviroses, mais aussi de la 

peste bovine ou de la peste des petits ruminants (20, 80, 272).  
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2. Les vecteurs poxviraux non réplicatifs  

Bien que leur efficacité ait été largement prouvée, l’utilisation de vecteurs poxviraux 

réplicatifs rencontre des problèmes de biosécurité. En effet, il n’est pas souhaitable que des 

virus recombinants puissent diffuser d’animal à animal. Ainsi l’utilisation de vecteurs 

poxviraux non réplicatifs, ne pouvant se répliquer chez l’animal, a vu le jour. 

2.1. MVA et NYVAC 

Pour éviter tout incident, des souches atténuées du VACV ont été développées, c’est le cas 

par exemple d’une souche non réplicative du virus de la vaccine, le MVA (Modified VACV 

strain Ankara). Ce virus a été obtenu par atténuation de la souche Ankara par passages 

successifs sur cellules d’embryons de poulet. Le MVA est délété pour une vingtaine de gènes, 

d’autres gènes viraux sont incomplets et certains possèdent des mutations ponctuelles. Cette 

souche est non réplicative dans quasiment toutes les lignées cellulaires mammifères, à 

l’exception de la lignée BHK-21 (une lignée de cellules de reins de hamster) et une lignée de 

cellules de singes MA104. Elle n’est pas pathogène pour les animaux immunodéprimés 

comme c’est le cas pour d’autres souches du virus de la vaccine. Cependant, il n’est pas 

forcément le poxvirus de choix, puisqu’il n’est pas capable de réaliser certaines 

glycosylations importantes qui ont lieu dans les cellules infectées avec une souche classique 

du virus de la vaccine (290). Une autre souche atténuée dérivée du virus de la vaccine a été 

mise au point. Il s’agit de la souche NYVAC, obtenue par délétion ciblée de 18 gènes non 

essentiels à la culture in vitro. Les produits de ces gènes sont connus pour être impliqués dans 

le pouvoir pathogène (thymidine kinase, ribonucléotide réductase…) ou encore le spectre 

d’hôte (K1L, C7L). Cette souche est capable de se multiplier sur cellules Vero mais pas sur 

cellules humaines et présente une forte atténuation lors d’essais in vivo. Il existe une autre 

souche dérivée du virus de la vaccine pour laquelle seul le gène D4R est absent. Cette souche 
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a été obtenue grâce à une lignée cellulaire trans-complémentant la protéine virale D4R. Le 

gène D4R code pour une uracile ADN glycosylase, une enzyme impliquée dans la réparation 

de l’ADN. Cette activité n’est pas essentielle au cycle viral, et la nécessité d’utiliser une 

lignée transcomplémentante indique que cette protéine possède une ou plusieurs autres 

fonctions encore inconnues qui sont nécessaires au cycle viral. En plus de son caractère 

déficient attractif, cette souche présente des propriétés similaires au MVA pour la vaccination 

(249).  

2.2. Les Avipoxvirus chez les mammifères 

Le genre Avipoxvirus se compose de virus qui infectent toutes les espèces de volailles et de 

nombreuses espèces d’oiseaux sauvages. Les Avipoxvirus ont une grande spécificité d’hôte et 

sont incapables de réaliser un cycle de réplication complet chez des espèces non aviaires. Les 

souches sauvages peuvent causer des maladies très graves chez leurs hôtes naturels. Certains 

Avipoxvirus peuvent infecter d’autres espèces que leur espèce cible, mais ceci se produit sans 

conséquences pathologiques. Par exemple, le Pigeonpox virus (PGPV) (Poxvirus du pigeon) 

est naturellement atténué pour le poulet et il a pu être utilisé dans un vaccin recombinant 

contre la grippe aviaire. Ainsi, des souches atténuées d’Avipoxvirus peuvent être utilisées pour 

vacciner des oiseaux (255). Bien que leur multiplication soit limitée aux espèces aviaires, ces 

souches atténuées d’Avipoxvirus sont apparues comme des vecteurs efficaces et très sûrs pour 

les mammifères. 

En effet, il a été montré que l’infection de cellules de mammifères avec un vecteur 

recombinant issu d’Avipoxvirus aboutit à l’expression du gène étranger et induit une immunité 

protectrice. Ainsi, une immunisation peut être réalisée en l’absence de réplication du vecteur, 

ce qui annihile le potentiel de dissémination du vecteur chez l’animal vacciné et évite par là 

même, la dissémination du vecteur aux animaux non vaccinés ou à l’environnement en 
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général. Aucune dissémination de l’infection à partir des animaux vaccinés n’est donc à 

craindre (325). De plus, l’utilisation de ces vecteurs dans des espèces qui ne sont pas des 

espèces réservoirs d’Avipoxvirus rend la probabilité de recombinaison in vivo quasiment 

nulle. 

Ces dix dernières années, un grand nombre de virus recombinants ont été produits en utilisant 

la souche atténuée ALVAC du Canaripoxvirus (CNPV). Ces essais ont démontré l’efficacité 

et l’innocuité de ce vecteur (131, 326). Ainsi, un vaccin recombinant a été produit avec un 

vecteur CNPV dans le génome duquel une portion du gène env codant pour une glycoprotéine 

gp70 du Feline leukemia virus (FeLV) (virus de la leucose féline) et le gène gag (codant pour 

une polyprotéine de capside) ont été insérés. In vivo, l’expression de l’antigène protecteur du 

FeLV entraîne une forte réaction immunitaire, qui est particulièrement adaptée à la 

stimulation de la réponse immunitaire à médiation cellulaire, et qui semble jouer un rôle 

majeur dans la guérison naturelle de l’infection et dans l’immunité vaccinale (326). La 

vaccination avec le vaccin recombinant CNPV-FeLV permet l’expression d’antigènes viraux 

immunogènes de la même manière que l’infection naturelle peut le faire, sans réplication 

virale productive (131). C’est un vaccin efficace, qui allie efficacité et innocuité. Il s’agit du 

premier vaccin recombinant efficace contre un Rétrovirus. 

La capacité à induire une protection vis-à-vis d’une épreuve par voie mucosale a également 

été observée pour d’autres vaccins recombinants utilisant un Avipoxvirus comme vecteur 

(vaccin contre la maladie de Carré ou encore du vaccin contre la grippe équine) (326).  

2.3.  Exemples d’autres virus : le MYXV 

Un essai de vaccination fondé sur l’utilisation d’un recombinant MYXV, exprimant une 

protéine de capside du calcivirus félin (FCV) sous la dépendance de promoteurs artificiels 

précoces et tardifs, a été réalisé avec succès chez le chat contre la calcivirose féline (216, 
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217). Le MYXV est incapable de se répliquer de manière productive dans les cellules de chat 

in vitro; néanmoins les cellules infectées avec le virus recombiné expriment les antigènes 

hétérologues. Les chats immunisés avec ce vaccin ont produit des anticorps neutralisants en 

grande quantité et ont été chroniquement protégés après infection d’épreuve par le FCV 

sauvage. De plus aucune transmission du virus recombiné MYXV-FCV des chats vaccinés 

aux non vaccinés n’a été mise en évidence. Ces résultats démontrent le potentiel du MYXV 

comme vecteur vaccinal non réplicatif. 

3. Les avantages des vecteurs poxviraux 

En bilan, les poxvirus se sont avérés être des outils très appréciés dans le développement de 

vecteurs vaccinaux, car ils présentent de nombreuses caractéristiques très avantageuses. 

Comme nous l’avons vu précédemment, la réplication des poxvirus est strictement 

cytoplasmique, ce qui empêche l’intégration de séquences d’ADN étranger dans le génome de 

la cellule infectée, conférant ainsi une sécurité d’emploi non négligeable.  

Dans le cytoplasme les poxvirus possèdent leur propre machinerie de transcription et sont 

quasi autonomes. Sous le contrôle d’un promoteur poxviral d’intérêt le gène choisi sera 

correctement transcrit par les ARN polymérases virales et l’ARNm sera ensuite pris en charge 

par la machinerie cellulaire de traduction. Les promoteurs poxviraux ont une structure bien 

conservée et sont donc interchangeables. De plus des promoteurs synthétiques efficaces 

peuvent être utilisés. Ainsi, il est possible de décider du moment et du niveau d’expression du 

gène par le choix d’un promoteur précoce, intermédiaire ou tardif. Une séquence d’ADN 

couramment utilisée comme promoteur, contient en tandem un promoteur précoce et un 

promoteur tardif, permettant un niveau d’expression continu et modéré du gène étranger 

(235). Par ailleurs, contrairement aux systèmes d’expression procaryotes ou aux vecteurs 

baculovirus, les modifications post-traductionnelles de la protéine recombinante sont très 
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proches de celles de la protéine native en système poxvirus, et son activité est en général 

parfaitement conservée (145).  

Les poxvirus possèdent un génome viral flexible et de grande taille, qui peut intégrer des 

fragments d’ADN étrangers de grande taille par recombinaison homologue ainsi que la 

délétion de gènes non essentiels (254).  

L’innocuité des vecteurs poxviraux est en général bien connue. Certains d’entre eux, surtout 

le VACV, ont été mondialement utilisés avec succès dans des campagnes de vaccination. 

Bien que quelques complications post-vaccinales aient été décrites, le VACV reste très sûr et 

efficace. Il a permis l’éradication mondiale de la variole.  

Sur un plan pratique, les poxvirus se multiplient facilement, sont stables et supportent bien la 

congélation, la lyophilisation et la réhydratation sans perte importante du titre infectieux. Cela 

les rend particulièrement adaptés à la vaccination de masse. Les poxvirus peuvent être 

administrés par voie intradermique, méthode classique d’inoculation, par voie sous-cutanée, 

voire intramusculaire et certains peuvent également être administrés par voie orale (28). 

Enfin, il est possible de les utiliser en Santé Animale dans le cadre d’une stratégie DIVA car 

leur utilisation permet de distinguer les réponses immunitaires après une infection naturelle de 

celle induite par la vaccination. Pour cela il suffit de disposer de deux tests de diagnostic, un 

permettant de détecter la réponse sérologique contre l’antigène contenu dans le vecteur et 

l’autre permettant de détecter la réponse sérologique contre un antigène viral non contenu 

dans le vecteur. Ainsi dans des situations de très faible prévalence d’une maladie, il est 

possible d’envisager l’élimination physique des animaux infectés sans toucher aux animaux 

vaccinés (257). 
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4. Les limites des poxvirus 

Les vecteurs poxviraux utilisés pour la vaccination sont à base de virus vivants et de ce fait, 

ils finissent fatalement par détruire les cellules infectées. Ils ne peuvent donc être utilisés que 

pour l’expression  transitoire d’antigènes. 

Au sein du genre, les membres de la famille des Poxviridae présentent des similitudes 

antigéniques. Ceci pose problème lors d’une vaccination réalisée avec un vecteur poxvirus 

homologue. En effet, cette pré- immunité limitera la capacité du virus entrant à atteindre et à 

infecter le tissu cible ; par conséquent cela diminue l’expression de l’antigène étranger et donc 

la réponse immunitaire générée contre l’antigène cible. Pour contourner ce problème, il est 

possible d’utiliser des combinaisons différentes de vecteurs ou de diversifier les voies 

d’immunisation. 

Le problème majeur, notamment pour la vaccination chez l’homme, est le pouvoir pathogène 

résiduel, qui peut limiter leur emploi en tant que vecteurs vaccinaux. La solution réside dans 

l’utilisation de poxvirus à spectre d’hôte étroit ou la maîtrise des facteurs de pathogénicité et 

l’exploitation de souches totalement apathogènes du VACV (81, 227, 257). 

Par ailleurs, pour les vecteurs non réplicatifs, le niveau d’expression de l’antigène chez 

l’animal est limité et l’induction d’une réponse immunitaire protectrice est quelquefois 

difficile à atteindre.  



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

44 
 

A.  Modalités de constructions des poxvirus recombinant 

Plusieurs méthodes sont actuellement disponibles pour obtenir des poxvirus recombinants. 

Leur construction implique le choix d’un promoteur poxviral pour le gène étranger à 

exprimer, d’un marqueur de sélection pour différencier les virus recombinants des virus 

sauvages, et du site d’insertion des séquences d’ADN d’intérêt. 

1.  Schéma général pour l’obtention d’un poxvirus recombinant 

La méthode la plus répandue pour l’obtention de poxvirus recombinés consiste à 

infecter/transfecter des cellules avec le poxvirus d’intérêt et un plasmide de transfert (Figure 

8). Ce plasmide de transfert contient le gène d’intérêt sous contrôle d’un promoteur poxviral 

encadré par deux séquences clonées du génome du poxvirus qui correspondent à la région 

génomique que l’on souhaite interrompre. Le plasmide isolé puis amplifié dans Escherichia 

Coli est ensuite transfecté dans des cellules animales préalablement infectées par le poxvirus 

sauvage. Lorsqu’une cellule est à la fois infectée et transfectée, les régions d’ADN identiques 

(en l’occurrence les fragments d’ADN poxviraux clonés dans le plasmide de transfert et 

présents sur le génome viral) peuvent recombiner entre elles de façon à générer un génome 

viral ayant intégré l’ensemble de l’ADN étranger. Un double crossing-over de part et d’autre 

de l’ADN étranger est donc nécessaire pour la production de ce nouveau génome viral. Ces 

événements de recombinaison, et a fortiori deux, étant rares, il est donc nécessaire d’insérer 

en même temps que l’ADN étranger d’intérêt soit une cassette de sélection soit un gène 

marqueur afin d’isoler le poxvirus recombiné. 
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Figure 8: Principe de construction d’un vecteur recombinant par recombinaison. En rouge : 
trangène, en bleu : le promoteur du transgène et en vert : gènes du poxvirus parental. 
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2.  Construction des plasmides vecteurs d’insertion 

2.1.   Choix du promoteur 

Il est fondé sur le fait que l’ARN polymérase ADN dépendante du virus de la vaccine ne 

reconnaît que des promoteurs issus de poxvirus. Comme nous l’avons vu précédemment trois 

types de promoteurs ont été décrits (239) : précoce, intermédiaire, tardif. En fonction de ce 

que l’on compte faire du virus recombinant, le choix du promoteur sera différent. Ainsi pour 

un niveau d’expression élevé, l’utilisation des promoteurs dérivés de gènes tardifs codant 

pour des protéines majeures de structure de la particule virale (52, 270) ou des promoteurs 

dérivés d’autres poxvirus (258) sera conseillée. L’un des promoteurs les plus couramment 

utilisés est le p.7.5 (203). Il s’agit d’un promoteur dit "précoce-tardif" du virus de la vaccine 

qui permet une expression continue pendant tout le cycle viral. 

2.2.  Site d’insertion d’ADN étranger 

Une très grande variété de sites d’insertion ont été mis en évidence (203), beaucoup d’entre 

eux sont proches des terminaisons génomiques, principalement parce que les gènes qui y sont 

situés sont non essentiels au cycle viral. Les régions centrales du génome des poxvirus sont 

beaucoup plus conservées et contiennent de nombreux gènes essentiels à la réplication virale. 

Néanmoins, là aussi, quelques gènes non essentiels ont été identifiés et utilisés comme sites 

d’insertion. 
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2.2.1. Insertion intergénique 

Comme son nom l’indique, cette stratégie consiste à intégrer le ou les gènes d’intérêt au 

niveau d’une zone intergénique évitant ainsi que les caractéristiques initiales du virus ne 

soient modifiés. Etant donné que le MYXV ne possède que très peu de régions non codantes 

et non régulatrices, cette stratégie n’est pas facilement applicable dans la construction d’un 

virus myxomateux recombinant. Ces régions contiennent notamment les promoteurs ou les 

terminateurs de transcription (46). 

2.2.2. Insertion dans un gène ou un locus non essentiel  

Il s’agit de la stratégie la plus couramment utilisée et qui consiste à insérer l’ADN étranger 

dans un site non essentiel à la réplication virale. De nombreux sites d’insertion ont été mis en 

évidence et sont généralement localisés proches des terminaisons génomiques (203). Chez le 

virus de la vaccine près de 55 ORFs du génome du virus ont pu être délétées sans perte 

d’infectiosité (261). Cette insertion qui n’est pas essentielle pour la réplication virale in vitro, 

peut cependant influencer la pathogénicité in vivo et renforcer l’innocuité du vecteur viral. 

L’immunogénicité quant à elle reste souvent presque identique (191, 203). Deux sites 

d’insertion sont couramment utilisés pour le MYXV, la thymidine kinase (TK) et les loci 

MGF/M11L. 

Le choix du locus TK présente plusieurs avantages car il s’agit d’un gène non essentiel au 

cycle viral, il est très conservé parmi les poxvirus et de plus un système de sélection basé sur 

l’absence d’expression de la TK a été développé (202, 203). La TK semble jouer un rôle 

important lors de l’infection in vivo. En effet des études sur le virus de la vaccine TK- ont 

montré une atténuation du pouvoir pathogène lors d’infection de souris Balb/CByJ (44). 

Concernant la TK du MYXV, l’influence de la délétion sur l’expression du pouvoir pathogène 
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in vivo n’a pas encore été étudiée de façon précise, mais l’inactivation de la TK du MYXV de 

souche Toulouse 1 se manifeste par une diminution du taux de létalité (22). 

Deux ORF chevauchantes M10L (MGF pour Myxoma Growth Factor) et M11L constituent le 

double locus MGF/M11L du génome du MYXV. Les deux produits de ces gènes sont non 

essentiels à la réplication virale, mais par contre la délétion de l’un des deux gènes, et a 

fortiori des deux à la fois, provoque une diminution importante de la virulence chez le lapin 

(250). Les caractéristiques moléculaires de la protéine M11L et son rôle dans le contrôle de 

l’apoptose, ont déjà été présentés. Quant à la protéine MGF, il s’agit de l’homologue de 

l’EGF cellulaire (Epidermal Growth Factor) qui joue un rôle dans la régulation, la 

prolifération et la différentiation cellulaire (188). Plusieurs homologues poxviraux ont été 

identifiés : le VGF chez le VACV, le VaGF pour le virus de la variole, le SFGF pour le virus 

du fibrome de Shope et bien sûr le MGF chez le MYXV (39, 53, 336).  

2.2.3. Insertion dans un gène essentiel  

Cette stratégie consiste à insérer de l’ADN étranger dans un gène essentiel, ce qui conduit à la 

génération d’un vecteur non-réplicatif strict impliquant un défaut de production virale même 

in vitro. Afin de remédier à cela, une complémentation en trans est nécessaire et impose la 

génération d’une lignée cellulaire produisant la protéine déficitaire. Cette stratégie est 

rarement utilisée en vaccination fondée sur les vecteurs poxviraux du fait des difficultés 

techniques et les caractéristiques de tropisme et de spectre d’hôte de certains poxvirus.  

2.2.4. Fusion avec une protéine virale  

Cette stratégie a pour but d’augmenter le niveau de la réponse immunitaire, et consiste en 

l’incorporation d’un antigène étranger au niveau de la particule virale (11, 179). Elle a déjà 

fait ses preuves dans d’autres systèmes (7, 98, 185, 335). Pour les poxvirus, les seules études 
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in vivo réalisées à ce jour concernent des virus de la vaccine recombinés exprimant des  

antigènes du HIV-1 fusionnés à la protéine B5R des virions EEV. Il a ainsi été montré qu’une 

meilleure réponse immunitaire spécifique du produit du transgène, à la fois humorale et 

cellulaire CD4+, s’instaurait (179, 186). Cette stratégie a permis de conférer une protection 

partielle contre une épreuve hétérologue sur un modèle souris (186).  

2.3.  Sélection des virus recombinants 

Le rendement spontané des recombinaisons étant très faible (moins de 1%), il est nécessaire 

d’utiliser des méthodes de sélection ou d’identification des virus recombinants. Les stratégies 

employées sont diverses, en voici quelques exemples. 

Quelle que soit la méthode de sélection utilisée, les gènes employés sont aussi soumis à la "loi 

poxvirale", à savoir ils seront mis sous contrôle d’un promoteur poxviral. La sélection des 

virus recombinants peut être directement donnée par la résistance à l’acide mycophénolique 

(E. co gpt) ou encore la résistance à la géniticine. D’autres gènes marqueurs permettent la 

visualisation directe des plages de lyse contenant le virus recombiné : production de β-

galactosidase (gène LacZ, coloration bleue), production de β-glucuronidase (gène gus, 

coloration bleue) ou encore détection par la production de protéines fluorescentes telles que la 

GFP (Green Fluorescent Protein) ou le DsRed. D’autres méthodes peuvent être utilisées, en 

particulier celles reposant sur la sélection basée sur l’absence de la TK (Thymidine Kinase) 

(202, 203). La TK est capable de phosphoryler le 5-bromodeoxyuridine (BUdR), qui devient 

toxique pour la cellule. Ce système de sélection nécessite la génération d’une lignée cellulaire 

TK-, puisque la TK cellulaire est elle aussi capable de phosphoryler le BUdR. Ainsi, lors 

d’infection de cellules TK-, les virus TK+ (souche sauvage) rendront les cellules sensibles au 

BUdR, tandis que les virus recombinés TK- pourront se répliquer.  
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B. Evaluation des poxvirus en tant que vecteur vaccinal 

Un bon vecteur vaccinal, est un vecteur qui doit avoir le meilleur compromis entre 

immunogénicité et innocuité. En effet, il doit être capable d’induire une réponse immunitaire 

efficace pour protéger contre la maladie à long terme sans être dangereux pour l’animal, 

l’utilisateur et l’environnement qui l’entourent. Cette immunogénicité est dépendante non 

seulement du mode de délivrance des antigènes dans l’organisme, de la nature des antigènes 

mais surtout la qualité de présentation de ces antigènes par les cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA) aux effecteurs de la réponse immunitaire. L’infection par un pathogène 

induit des changements fonctionnels dans les CPA. Ces changements fonctionnels sont 

essentiels pour la polarisation de la réponse immune adaptative (83). Ainsi une meilleure 

compréhension de ces modifications notamment l’expression de cytokines, chimiokines et 

molécules de costimulation à la surface de ces cellules, pourrait s’avérer utile pour évaluer 

l’efficacité d’un candidat vaccin. C’est pourquoi depuis quelques années, de nombreuses 

études sont menées afin de mieux comprendre les interactions entre de nouveaux candidats 

vaccins basés sur l’utilisation des poxvirus et les cellules dendritiques, CPA par excellence. 

1. Interactions entre les cellules présentatrice d’antigènes et les 
vecteurs poxvirus. 

Les CPA sont représentées par les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes 

B. Les cellules dendritiques sont dites cellules présentatrices d’antigènes "professionnelles" 

car ce sont les seules qui soient capables d’activer les lymphocytes T naïfs, c’est-à-dire 

d’initier la réponse adaptative vis-à-vis des antigènes qu’elles présentent. Ainsi, elles jouent 

un rôle primordial dans la mise en place de la réponse immunitaire, à la fois innée et 

adaptative. 
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1.1. Activation des cellules dendritiques (Figure 9) 

Les cellules dendritiques présentes dans les tissus lymphoïdes sont de loin les plus capables 

d’activer les cellules T naïves; elles partagent avec les macrophages, la capacité à reconnaître 

et à capturer les pathogènes par phagocytose ou macropinocytose grâce à des récepteurs 

spécifiques aux agents pathogènes (PRR). Ces récepteurs dont les récepteurs TLR, NLR et 

CLR reconnaissent des structures communes aux agents microbiens. Les cellules de 

Langerhans de la peau sont des DC immatures typiques. Elles ont une forte activité 

phagocytaire et sont reconnaissables par la présence de grands granules appelés granules de 

Birbeck. 

A la suite d’une infection cutanée par un agent pathogène, les cellules dendritiques immatures 

présentes dans l’épiderme et le derme, ainsi que les autres cellules de l'immunité innée 

(cellules épithéliales, neutrophiles, Natural Killer (NK), monocytes/macrophages) 

reconnaissent et capturent les antigènes. Ces derniers vont être dégradés en peptides et seront 

présentés grâce aux molécules du CMH I ou II à la surface cellulaire. Suite à ce processus 

d’apprêtement de l’antigène, les cellules dendritiques vont être activées et produire des 

cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines, telles que l’IL-2, le TNF-α, l’IL1β, l’IL-6, 

qui sont capables d’induire le recrutement et l’activation des différents acteurs de la réponse 

innée. Les cellules dendritiques activées migrent par les vaisseaux lymphatiques jusqu’aux 

nœuds lymphatiques. Au cours de cette migration, les cellules dendritiques subissent un 

processus de maturation, caractérisé par la modification de l’expression de différentes 

molécules de surface (CMH II, CD40, CD54, CD58, CD80, CD86) et deviennent des cellules 

présentatrices d'antigène capables d'activer les lymphocytes naïfs et donc d'induire la réponse 

adaptative. A ce stade, les lymphocytes T CD4+ naïfs peuvent se différencier en plusieurs 

sous populations de lymphocytes à activité effectrice Th1 (helper), Th2 et Th17, et Threg 

(régulatrices). Ces différentes populations se caractérisent par leur profil de sécrétion 
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cytokinique qui leur permet d’orchestrer la réponse immunitaire face à différents pathogènes 

(234). 

1.2. Polarisation de la réponse immune par les cellules 
dendritiques (Figure 9) 

1.2.1. Th1 

La polarisation de la réponse vers le phénotype Th1 est caractérisée par la sécrétion d’IL12, 

induite par la liaison entre le CD40 ligand à la surface des lymphocytes et la molécule CD40 à 

la surface des cellules dendritiques. Les lymphocytes T CD4 Th1 ainsi générés, sont capables 

de produire l’IL-2 et de l’IFNγ, du TNF-α et du TNF-β. Ces cellules induisent les réponses 

immunes cellulaires les plus efficaces contre des pathogènes intracellulaires (virus, bactéries 

et parasites intracellulaires). L’IFNγ est la cytokine caractéristique des Th1, il permet 

l’activation des macrophages et augmente ainsi leur activité phagocytaire, l’expression du 

CMH-I et II, l’induction d’IL-12, de NO (nitric Oxide) et la production d’anion superoxide, 

importants pour l’élimination des pathogènes intracellulaires (177, 247). Il favorise la 

production d’IgG qui en se fixant aux Fcγ-récepteur et au complément entraîne l’opsonisation 

et la phagocytose de certains pathogènes (305, 314). Les Th1 sont aussi responsables de la 

réaction d’hypersensibilité retardée où l’IFNγ et le TNF-β induisent une forte inflammation et 

des lésions tissulaires. De plus, les Th1 peuvent acquérir des capacités cytolytiques suite à 

l’expression de FasL à leur surface. Les cytokines qu’ils produisent comme L’IL-2 et l’IFN-γ 

vont promouvoir la différenciation des lymphocytes T CD8 en cellules cytotoxiques actives, 

appelées CTL pour "cytotoxic T lymphocytes", dont la fonction principale est de provoquer la 

mort par apoptose de leurs cibles spécifiques. Pour cela, les CTL possèdent plusieurs 

mécanismes distincts: le système Fas/FasL, et le système perforine/granzyme qui est le plus 

utilisé (284).  
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Figure 9. Rôles de DC dans la réponse immune innée et adaptative (adapté d’après Abbas, et 
Mills (1, 229)). Les effecteurs de la réponse immune innée ; macrophages, DC, neutrophiles, 
les cellules NK, ainsi que les protéines du complément constituent la première ligne de 
défense contre l’invasion par des microorganismes. La liaison des épitopes conservés des 
pathogènes aux PRR (pattern-recognition receptors) active la production de molécules pro-
inflammatoires et de chimiokines qui vont permettre le recrutement des cellules effectrices au 
niveau du site d’infection. Les DC activées vont présenter les antigènes aux LT et promouvoir 
la division et la différenciation des LT CD4 naïfs. En présence d’IL-12, d’IL-4, ou d’IL-
6/TGF-β, les LT CD4 naïfs vont se différencier en lymphocytes Th1, Th2, Th17 
respectivement. Les Th1 sécrètent de l’IFN-γ, qui active l’activité anti-microbienne des 
macrophages et la production d’anticorps IgG2a, alors que les cellules Th2 vont induire la 
production d’anticorps par les LB d’IgG1, IgA et IgE. Les LT CD8+ lysent les cellules hôtes 
infectées par des virus, des bactéries intracellulaires ou des parasites. La plupart de ces 
réponses peuvent causer des dommages tissulaires. Les Th17, eux vont sécréter Il-17 et Il-23, 
cytokines jouant un rôle dans le recrutement des neutrophiles au niveau des sites d’infection. 
Les Treg, quant à eux aident à contrôler les fonctions des différents effecteurs et les 
dommages associés aux tissus de l’hôte. 
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Lorsqu'un CTL est en contact direct avec la cellule cible qu'il a reconnue, il relâche les 

granules de perforine et de granzyme B stockés dans des vésicules dans le cytoplasme. Les 

molécules de perforine forment des pores qui d'une part permettent l'entrée des molécules de 

granzyme B dans le cytoplasme de la cellule cible, et d'autre part permettent une lyse 

osmotique. Les molécules de granzyme B induisent l'apoptose de la cellule cible par la voie 

des caspases. L'engagement de Fas et de son ligand FasL, induit un signal intracellulaire qui 

provoque l'activation des caspases et induit l'apoptose de la cellule cible. Les cellules T CD8 

participent aux réponses contre les virus, les bactéries à développement intracellulaire, les 

tumeurs ou encore les greffes allogéniques ou xénogéniques. Les lymphocytes T CD8 ont 

besoin de l'aide des lymphocytes T CD4 pour être efficacement activés par les CPA, 

notamment pour promouvoir la différenciation des T CD8 en cellules mémoires (26, 352). 

1.2.2. Th2 

A l’inverse, la polarisation Th2, qui se développe plutôt en réponse à des pathogènes 

extracellulaires et les métazoaires, se caractérise par une perte rapide de l’expression du 

récepteur de l’IL-12 par les lymphocytes T. Cette différenciation en lymphocytes Th2 est en 

partie due à l’action de l’IL-4, produite essentiellement par les lymphocytes CD4 eux-mêmes. 

Suite à l’activation et la différenciation en lymphocytes auxiliaires de type 2, ceux-ci 

expriment la molécule CD40 ligand, et sont alors capables d’interagir avec les lymphocytes B 

qui expriment la molécule CD40, induisant ainsi l’initiation de la réponse humorale et la 

commutation isotypique des immunoglobulines. Les lymphocytes Th2 sécrètent de 

nombreuses cytokines telles qu’IL-5, -6, -9, -10, -13 et -15. L’IL-5 est la principale cytokine 

responsable de la différenciation, de l’activation et du recrutement des éosinophiles. Quant à 

l’IL-13, elle est, comme l’IL-4, importante pour stimuler la croissance et la différentiation des 
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lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’IgE. Mais les lymphocytes Th2 peuvent aussi 

être à l’origine de maladies allergiques (271).  

1.2.3. Th17 

Récemment, une troisième sous-population effectrice de lymphocytes T CD4 producteurs 

d’IL-17 a été découverte, les Th17 (25, 184). La polarisation de la réponse vers le phénotype 

Th17 est caractérisée par la sécrétion d’IL6 et de TGF-β. Cette population joue un rôle dans 

l’élimination de certains pathogènes spécifiques qui requièrent une inflammation massive et 

que les Th1 et Th2 ne peuvent pas contrôler. Les Th17 sont caractérisés par la production 

d’IL-17 (IL-17A), d’IL-17F, d’IL-21 et d’IL-22. La cinétique d’apparition des lymphocytes 

Th17 sur le site de l’inflammation est rapide. Grâce à l’induction de nombreuses chimiokines, 

les lymphocytes Th17 peuvent relier l’immunité innée et adaptative et attirer d’autres sous-

populations T auxiliaires sur le site de l’inflammation. L’IL-17 et l’IL-17F sont des cytokines 

pro-inflammatoires. Ces cytokines stimulent les fibroblastes, les macrophages, les cellules 

endothéliales et les cellules épithéliales, à produire de multiples médiateurs pro-

inflammatoires, comme l’IL-1, l’IL-6, leTNF-α, l’oxyde  nitrique, des métalloprotéases et  des 

chimiokines. Toutes ces molécules conduisent à l’induction d’une inflammation (111). Ces 

cytokines sont aussi responsables du recrutement de neutrophiles, eux-mêmes producteurs 

d’IL-17 (108).  

1.2.4. Th reg 

Les Treg sont générés dans le thymus puis rejoignent les organes lymphoïdes secondaires 

(286). Ils existent deux type de Treg, naturels (Treg) et inductibles (TCD8+reg, TCD4+reg 

(cellules TH3 et TR1), qui semblent jouer un rôle complémentaire dans le contrôle de la 

réponse immune. Les Treg ont la capacité de migrer dans les sites d’inflammation ou au 

niveau des tumeurs (18). Les lymphocytes T régulateurs participent à la tolérance immunitaire 
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en régulant les lymphocytes T effecteurs par leur action immunosuppressive. Ils sont 

essentiels pour la tolérance aux antigènes du soi, et aux antigènes non dangereux. Les 

lymphocytes Treg ne sécrètent pas d’IL-2 et prolifèrent peu lorsqu’ils sont activés par leur 

TCR suite à leur rencontre avec leur antigène, par contre ils inhibent les réponses des autres 

lymphocytes T CD4 et CD8, les réponses des LT effecteurs ou les font rentrer en apoptose, 

par différents mécanismes encore mal connus (343). 

1.3. Exemples d’interactions cellules dendritiques/poxvirus 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’infection par un agent pathogène induit des 

changements fonctionnels dans les CPA. Ces changements sont essentiels pour la polarisation 

de la réponse adaptative (83). Ainsi une meilleure compréhension de ces modifications 

notamment l’expression de cytokines, chimiokines et molécules de costimulation à la surface 

de ces cellules, pourrait être prédictif de l’efficacité d’un candidat vaccin. C’est pourquoi 

depuis quelques années, de nombreuses études sont menées afin de mieux comprendre les 

interactions entre de nouveaux candidats vaccins basés sur l’utilisation des poxvirus et les 

cellules dendritiques, CPA par excellence. 

Yates et al., en 2007, ont montré que l’infection des cellules dendritiques matures par un 

VACV pouvait conduire à la génération d’une réponse LT CD8 (358). Dans une autre étude, 

il a été montré que VACV était capable d’infecter à la fois les cellules dendritiques de type 

CD8+ et CD8-, avec un pic d’infection à 6h. Cette infection a pour effet d’augmenter 

l’expression des molécules de costimulation et la sécrétion d’IL-12 par les cellules 

dendritiques. La sécrétion d’IL-12 serait dépendante de MyD88, pour les cellules dendritiques 

CD8+ uniquement (357). D’autres études ont montré qu’en présence de peptides hautement 

immunogènes du VACV (D8L, D13L, H3L), les cellules dendritiques s’activent et sécrètent 

IL-12p70, IL-10, TNFα, IL-6 et IFNγ. La sécrétion d’IFNγ a permis l’activation de LT avec 
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une augmentation du nombre de LT mémoires (4). Par ailleurs, il a été montré que le MVA 

était capable d’activer les DC (dérivées de monocytes humains), puisqu’une augmentation de 

l’expression des molécules de costimulation et des cytokines pro-inflammatoires a été 

observée après infection (83). Ces études ont été confirmées plus tard par Liu et al, en 2008 

(195) et Tao et al, en 2010 (324). Liu et al, ont montré que le MVA infectait 

préférentiellement les cellules dendritiques et ces dernières devenaient matures et produisaient 

de l’IFNα, 18h après l’infection. Au bout de 12h d’infection, les cellules mourraient par 

apoptose. Les corps apoptotiques qui en résultent, étaient ensuite phagocytés par les cellules 

dendritiques non infectées qui par une présentation directe ou croisée des antigènes, étaient 

impliquées dans la génération d’une réponse LT CD8 spécifique (195). En revanche d’autres 

études ont montré que les cellules dendritiques (humaines) infectées par le MVA ne 

devenaient pas matures, même après inactivation du virus aux UV. L’induction de la mort des 

cellules dendritiques par apoptose a aussi été observée suite à l’infection par le MVA (178). 

Pour les Avipoxvirus, il a été montré que les cellules dendritiques de primates (dérivées de 

monocytes) étaient les plus sensibles à la souche ALVAC de CNPV et que ce virus induisait 

leur mort par apoptose. Les corps apoptotiques qui en résultent sont pris en charge par les 

cellules dendritiques non infectées qui a leur tour vont devenir plus matures et capables 

d’initier une réponse T, sous l’influence du TNFα (154). Ces données ont été confirmées par 

la suite lors d’essais cliniques avec un ALVAC recombinant qui exprimait un antigène du 

HIV dans des cellules dendritiques humaines (211). Une étude du profil d’expression génique 

de cellules dendritiques humaines (dérivées des monocytes) a aussi été entreprise, et a mis en 

évidence que l’infection par ALVAC induisait l’expression de CXCL10, PKR, MX, ISG15, 

OAS, ainsi que des gènes impliqués dans la voie de signalisation de IRF7, STAT1, RIG-1, et 

MDA-5 (137).  
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Concernant le MYXV, une seule étude d’interactions entre le MYXV et des cellules 

dendritiques a été menée (67). En effet l’infection des cellules dendritiques plasmacytoïdes 

(CDp) primaires murines par le MYXV induit la production d’IFNα, -β, TNF, IL-12p70. Il a 

été aussi montré que l’induction de la réponse innée suite à l’infection par le MYXV, 

nécessitait l’expression de TLR9 en même temps que celles de MyD88, IRF5, IRF7, et IFN 

de type I. Il semblerait que l’induction de l’IFN et IL-12p70 soit dépendante de PI3K et 

d’AKT. Par ailleurs le rôle de M029 (orthologue d’E3 du virus de la vaccine) dans l’inhibition 

de la production de cytokine par les DCp a été mis en évidence (67). 

2. Evaluation de l’efficacité des vecteurs poxviraux via des essais 
vaccinaux. 

Afin d’évaluer la capacité d’un vecteur poxvirus à induire ou non une protection clinique et 

virologique contre une maladie donnée, des essais vaccinaux sont nécessaires. Ils peuvent être 

réalisés en modèle animal ou chez l’hôte naturel, lorsqu’il s’agit de maladies animales. Le 

principe repose sur une immunisation d’un lot, le suivi de la réponse immunitaire puis la 

réalisation d’une inoculation d’épreuve par rapport à un lot non immunisé. Le but est alors 

d’évaluer une protection clinique et virologique chez les animaux immunisés. La validation 

de cette protection va dépendre de plusieurs facteurs : la qualité de l’immunisation, 

notamment la nature et la dose de l’antigène inoculé, le mode d’administration, le nombre 

d’injections, et la qualité de l’inoculation d’épreuve, notamment la virulence de la souche 

inoculée, qui doit permettre de reproduire les paramètres observés lors d’infection naturelle.  

Depuis de nombreuses années, plusieurs poxvirus ont été évalués comme candidat vaccin 

dans le but de développer des vaccins contre diverses maladies infectieuses (Tableau 5) mais 

aussi contre le cancer (109, 143, 230).  

Chez les ruminants, plusieurs poxvirus ont déjà été testés comme vecteurs vaccinaux 

notamment lors d’essais vaccinaux contre la fièvre catarrhale ovine (262, 346).  
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Tableau 5 : Exemples d’essais vaccinaux avec des poxvirus recombinés contre des maladies 
virales (adapté d’après Gomez et al (125)) 

Vecteur maladies 
cibles 

Modèles 
animaux Recombinants Antigène Réponse 

immunitaire Efficacité Références

Souris MVA-RG 
RG  

(glycoprotéine 
de la rage 

Ac neutralisants Protection (350) rage 

Souris NYVAC-RG RG ND Protection (326) 

Virus de 
l’hépatite C 

Souris 
transgénique 

HLA-1 

MVA-HCV 
TG4040 

NS3, NS4, 
NS5B 

Réponse cellulaire 
CD4+, CD8+ 

Protection 
croisée (114) 

Virus SARS Singe rhésus MVA-S 
S 

(glycoprotéine 
spike) 

Ac neutralisants Protection (54) 

Rougeole Macaques MVA-FH 

F 
 (protéine de 

fusion) 
H 

 (hemaglutine)

Ac neutralisants 
CTL Protection (316) 

CMV  Souris MVA-gB600 
gB  

(glycoprotéine 
soluble 

Ac neutralisants 
CTL ND (349) 

Souris MVA-HA-NP HA et NP 
(H1N1) 

Réponse anticorps 
CTL Protection (19) 

Virus de la 
vaccine 

Influenza 
Cochons NYVAC-HA HA (H5N1) Réponse anticorps Protection (141) 

Peste bovine et 
dermatose 
nodulaire 

contagieuse 

Bovins reCap-F F  - Protection (272) 

Peste des petits 
ruminants Bovins reCap-PPR/F F ND Protection (20) Capripoxvirus 

Virus de la 
fièvre vallée 

du rift (RVFV)
Souris LSDV-G1-G2

G  
(glycoprotéine

) 
Ac neutralisants Protection (347) 

HIV Singes ALVAC-HIV-
2 Gp125 Acs neutralisants Protection (8) 

CMV Humains ALVAC-gB gB Ac neutralisants 
Réponse cellulaire ND (21) 

FeLV Chats CNPV-FL gag, pol Ac neutralisants Protection (326) 
Rage Humains ALVAC-RG RG Ac neutralisants Protection (45) 

Canaripoxvirus  

EIV Chevaux CNPV-HA HA (H3N8) Réponse cellulaire 
Réponse humorale 

Protection 
partielle (253) 

RHDV (virus 
de la fièvre 

hémorragique 
du lapin) 

Lapins SG33-VP60 
VP60  

(protéine de la 
capside) 

Ac neutralisants Protection (23) 

Chats MYXV-F9 
F9  

(protéine de la 
capside) 

Ac neutralisants Protection (217) Myxoma virus 
FCV (virus de 
la calcivirose 

féline) 
Chats MYXV-F9-

LS015 

F9 
LS015 

(proteines de 
la capside) 

Ac neutralisants Protection (216) 
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III. La fièvre catarrhale ovine ou Bluetongue 

La Fièvre Catarrhale ovine (FCO), ou maladie de la langue bleue ou bluetongue (BT), est une 

arbovirose virale qui touche toutes les espèces de ruminants. Elle est due au virus bluetongue 

(BTV), un orbivirus de la famille des Reoviridae, qui se transmet par piqûre de diptères 

hématophages appartenant au genre Culicoides (Diptera : Ceratopogonidae). Le BTV 

comprend classiquement 24 sérotypes.  

A. Généralités 

1. Historique 

Selon Parsonson (1996), la FCO serait originaire du continent africain. Elle a été reconnue 

pour la première fois lors de l’introduction de moutons Mérinos et européens dans des 

élevages de la colonie du Cap en Afrique du Sud au XIXème siècle (150). Les références font 

état d’un syndrome fébrile avec une forte létalité et une morbidité d’environ 30%. Le tableau 

clinique de la maladie fut réellement décrit en 1902 par Hutcheon dans son rapport annuel. La 

maladie fut alors nommée " Malarial Catarrhal Fever " (151). Il a ensuite été montré que cette 

maladie était inoculable aux moutons et qu’elle se traduisait par un syndrome fébrile suivi par 

l’apparition d’érythème cutané, d’une teinte bleutée anormale de la langue, de sécrétions 

catarrhales nombreuses et d’une infiltration œdémateuse de toute la muqueuse gingivale. Le 

terme "malarial" fut par la suite remplacé par le nom commun de "Bluetongue" mot inventé 

par les éleveurs Boers pour décrire la cyanose de la langue, observée dans les cas sévères de 

la maladie chez certains moutons (309). A cette époque, on pensait  que la matière virulente 

se trouvait dans le sérum et que la contamination se faisait par inoculation et non par contact. 

En 1906, les origines virales de la maladie ainsi que les animaux qui y sont sensibles ont été 

décrits par Theiler (327). A partir de 1940, la FCO fut clairement identifiée dans le bassin 
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méditerranéen, bien qu’elle ait été décrite à Chypre dès 1924. Le virus fut ainsi isolé à partir 

de sang de moutons malades sur l’île de Chypre en 1943 lors d’une épizootie particulièrement 

sévère (120). Parallèlement, il a été possible de mettre en évidence la transmission vectorielle 

de la FCO par infection des moutons par piqûres de Culicoides imicola (à l’époque connu 

sous le nom de C. palidinennis) gorgés 10 jours auparavant de sang de moutons virémiques 

(84). Dès 1946, des essais furent réalisés pour essayer d’obtenir des vaccins à partir de 

souches atténuées, mais les procédés d’atténuation n’étaient pas encore maîtrisés et les 

résultats restaient très variables. Cela permit par contre de démontrer l’existence de 

différentes souches de virus de la FCO, par l’étude de la protection croisée sur des moutons 

(248). Sur le continent américain, c’est au Texas en 1948 que la FCO apparut pour la 

première fois. La maladie y fut nommée " soremuzzle of sheep", le museau enflammé du 

mouton (136). Dans les années 1960, plusieurs souches virales furent isolées par culture sur 

œufs embryonnés de poulet (241) aux Etats-Unis mais aussi en Turquie, en Israël et en Syrie. 

L’apparition accrue de la FCO dans des régions très éloignées du monde dans le milieu du 

XXème siècle a été interprétée comme provenant du continent africain et très probablement 

des souches sud-africaines. Il est désormais évident que l’infection par le BTV se rencontre 

dans les régions tropicales, subtropicales et dans certaines régions tempérées du monde. Le 

BTV a ainsi été isolé chez les ruminants et/ou les insectes vecteurs de tous les continents sauf 

l’Antarctique (Figure 10).  

2.  Distribution de la FCO (Figure.10) 

Jusque dans les années 2000, la distribution de la FCO était limitée par la présence de son 

vecteur biologique, dans une zone comprise au nord entre le 40ème et le 50ème parallèle et au 

sud entre le 20ème et le 30ème parallèle avec une répartition hétérogène des sérotypes (Figure 

10). Cette répartition s’explique par la présence des différents genres de Culicoides, capables 

de transmettre la maladie. 
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Figure 10. Répartition de la FCO dans le monde. 
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Dans les années 1990, des incursions, de type épizootique, ont été notifiées sur le pourtour 

méditerranéen, en raison probablement d’une extension de la zone de répartition de son 

vecteur biologique (220, 221, 340). En août 2006, l’introduction du sérotype 8 du BTV (BTV-

8) en Europe occidentale et son extension rapide tout d’abord aux Pays-Bas, à la Belgique, 

l’Allemagne puis la France, a constitué un évènement sanitaire majeur en santé animale (10, 

90, 91, 94, 328, 332). De 2006 à 2008, le BTV-8 a en effet infecté 13 pays de l’Union 

Européenne (UE) et la Suisse. Des 30 foyers déclarés en France en 2006, la situation s’est vite 

dégradée avec plus de 12500 foyers en 2007 et plus de 20000 foyers en 2008 (Figure 11).  

L’apparition de la FCO aux Pays-Bas et son extension à l’Europe, a surpris l’ensemble des 

épidémiologistes. Ce pays n’était pas considéré à risque car aucune des sous-espèces de 

Culicoides, vectrices du BTV n’y avait été identifiée. Le mode d’introduction du BTV-8 n’est 

pas connu, il aurait pu se faire via le transport aérien de fleurs en provenance d’Afrique et 

l’introduction d’un vecteur contaminé. En 2007, le sérotype 1 du BTV (BTV-1), qui était déjà 

identifié en Espagne et au Portugal, a fait son apparition dans le sud Ouest de la France et 

l’infection s’est étendue dans tout le quart Sud-Ouest du pays. L’extension rapide du BTV-8 

puis du BTV-1 a entraîné la restriction des mouvements des animaux et des pertes 

économiques considérables engendrant ainsi une grave crise sanitaire dans notre pays.  

En 2008, deux sérotypes ont été identifiés, le BTV-6 aux Pays-Bas et le BTV-11 en Belgique. 

Toutefois ils n’ont pas entraîné d’épizootie, les souches virales isolées étant probablement 

atténuées. D’après les analyses de séquences nucléotidiques du segment variable 2 des 

sérotypes 6 et 11, il semble en effet que ces deux virus soient des souches vaccinales utilisées 

dans les vaccins atténués produits en Afrique du Sud (73, 201).  
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Figure 11. Situation de la France en 2008. En rond rouge : foyer de FCO BTV-8 dû à la 
circulation virale 2008, en rond bleu : foyer de FCO BTV-1, Zone en bleu: zone réglementée 
BTV-8, Zone verte: zone réglementée BTV-1 et BTV-8, zone en jaune : extension de la 
réglementée BTV-1 et BTV-8, zone en gris : zone réglementée BTV-1, -2, -16. 
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Au final, l’extension de la répartition de la FCO dans le monde ces dernières années serait due 

à plusieurs facteurs tels que la mondialisation du commerce et des transports, l’extension de la  

distribution du vecteur biologique en raison notamment des changements climatiques, 

l’adaptation possible du BTV à de nouveaux vecteurs non identifiés mais pérennes en Europe, 

et la présence possible d’un réservoir permettant au virus de persister pendant l’hiver en 

l’absence de vecteurs adultes (242, 354).  

3. La maladie 

Le BTV infecte naturellement les ruminants domestiques et sauvages et les camélidés de 

l’ancien et du nouveau monde (10, 60, 62, 71, 96, 139, 228). L’infection a aussi été décrite 

exceptionnellement chez des chiens vaccinés avec un vaccin contaminé par le BTV-11. La 

maladie a été reproduite expérimentalement chez des chiens après avoir vacciné des animaux 

gestants avec ce même vaccin (5, 38, 99). La mortalité observée chez ces animaux était 

consécutive à la présence d’un œdème pulmonaire d’intensité sévère. Des œdèmes 

pulmonaires ont également été décrits chez un lynx d'Eurasie en captivité, qui se serait 

contaminé en consommant de la viande de ruminant contaminée (160). 

Le BTV est principalement responsable de signes cliniques sévères chez certaines races 

ovines et certaines espèces de cervidés. Les symptômes provoqués chez les bovins, les caprins 

et les ruminants sauvages sont en général d’intensité moins importante voire inexistants, sauf 

avec certains sérotypes ou certaines souches virales. Pour ces espèces, seule la présence 

d’anticorps, traduisant une séroconversion due au virus de la FCO, est donc le plus souvent 

mise en évidence. La sévérité des signes cliniques dépend également de la réceptivité de 

l’hôte liée notamment au statut immunitaire, à l’âge et à la race des animaux infectés (121, 

342) mais aussi de l’influence de facteurs environnementaux (231). La période d’incubation 
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varie entre cinq et vingt jours dans les conditions naturelles et entre six et huit jours dans les 

conditions expérimentales (175).  

3.1. Chez les ovins 

La sévérité de la maladie se rencontre plus fréquemment chez les races ovines dites 

améliorées. Chez les races rustiques d’Afrique ou d’Amérique du Sud, seule la présence 

d’anticorps témoigne la plupart du temps de l’infection de ces animaux. Tout au plus on note 

une hyperthermie transitoire.  

Dans la forme aiguë classique, les animaux présentent un syndrome fébrile aigu avec une 

hyperthermie pouvant atteindre 42°C persistant 4 à 8 jours, de l’abattement et une anorexie. 

Des phénomènes congestifs, œdémateux et hémorragiques apparaissent rapidement dans les 

24 à 48 heures, tout d’abord, sur les muqueuses buccale, nasale et oculaire, engendrant du 

ptyalisme, un jetage séreux abondant et un épiphora. Un œdème de la langue et des lèvres est 

couramment observé, qui peut parfois s’étendre à l’ensemble de la tête voire au fanon (192). 

La cyanose de langue qui a donné son nom en anglais à la maladie (bluetongue) n’est pas 

toujours présente. Des ulcérations superficielles apparaissent au bout de deux à trois jours sur 

les gencives, les lèvres, le museau puis dans l’ensemble de la cavité buccale. La salive 

contient du sang et a une odeur nauséabonde, le jetage devient purulent et obstrue les cavités 

nasales (192).  

A partir du sixième jour, l’animal peut présenter une boiterie, une difficulté pour se déplacer 

ou avoir des postures anormales (raideur, toricolis, dos voussé), signes d’une myosite 

dégénérative (192). Une congestion du bourrelet coronaire est fréquemment observée et reste 

quelquefois visible même après guérison. La congestion cutanée peut se généraliser et 

entraîner une chute de la laine en quelques semaines. La fonte musculaire est quelquefois 

impressionnante puisque l’animal peut perdre 30 à 40 % de son poids en quelques jours. La 

mort survient en général au bout d’une semaine, en raison d’un œdème pulmonaire ou un peu 
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plus tard suite à des complications bactériennes (36, 192). Des mortalités suraigües (2-3 jours) 

ont été décrites chez les animaux les plus sensibles (362). La guérison est également possible 

mais après une longue période de convalescence. Les animaux qui survivent n’ont plus de 

valeur économique.  

Enfin, le tropisme du BTV-8 pour le fœtus, observé lors de l’épizootie de 2008 en Europe, 

serait à l’origine d’avortements et de malformations congénitales (361).  

3.2. Chez les caprins et les bovins  

L’infection chez les caprins et les bovins est en général asymptomatique mais le virus peut 

être responsable sur une petite partie des animaux (moins de1%) d’états de faiblesse, 

d’hyperthermie transitoire ou de signes cliniques respiratoires ou cutanés qui peuvent être 

difficiles à rattacher à une étiologie certaine (192).  

Le sérotype 8 du BTV isolé en Europe est particulier, de par la fréquence du nombre de 

bovins malades et de par l’intensité des signes cliniques observés. Le BTV-8 a été, en effet, 

responsable chez les bovins, de formes cliniques se traduisant par un syndrome fébrile sévère, 

un abattement, des boiteries et dans certains cas, des signes cliniques similaires à ceux 

observés dans la forme aigüe des ovins (6, 35). Par ailleurs, des troubles de la reproduction 

(avortements, malformations, mortinatalités) ont été observés chez les bovins. De même la 

maladie a pu être observée dans un nombre limité d’élevages caprins, les animaux ayant 

développé un syndrome fébrile ainsi qu’une chute importante de la production laitière. 

Certains animaux présentaient un œdème des lèvres et de la tête, du jetage et des croûtes sur 

le mufle et les lèvres, de l’érythème et des hémorragies sous cutanées au niveau de la mamelle 

(91, 92). 
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3.3. Chez les autres herbivores  

Parmi les animaux domestiques, les camélidés du Nouveau-Monde étaient considérés comme 

réceptifs à l’infection par le BTV, sans qu’ils ne présentent de signes cliniques. Toutefois, il a 

été récemment décrit en Europe des formes cliniques cardio-respiratoires mortelles chez les 

lamas (139, 228).  

Dans la faune sauvage africaine, de nombreuses espèces de mammifères, notamment les 

buffles, les grands koudous, impalas et springboks, apparaissent séropositifs au BTV, sans 

présenter des signes cliniques. De même, en Amérique du nord, des cerfs mulets et les wapitis 

ont été trouvés séropositifs (168, 206). En Europe, les cervidés sont principalement infectés 

par le BTV. Toutefois, ils sont rarement cliniquement atteints et leur rôle épidémiologique 

dans l’infection des ruminants domestiques est encore mal connu. On considère actuellement 

que l’infection des cervidés est plutôt la conséquence d’une épizootie chez les ruminants 

domestiques.  

B. Le virus de la bluetongue (BTV) 

1. Classification  

L’agent étiologique responsable de la FCO est le BTV. Il s’agit d’un virus à ARN double brin 

segmenté appartenant à la famille des Reoviridae et au genre Orbivirus (31), transmis 

essentiellement par des moucherons du genre Culicoides. Parmi les orbivirus, le BTV et les 

virus de la maladie hémorragique épizootique du cerf (epizootic haemorragic disease of deer 

virus, EHDV) et de la peste équine (African Horsesickness virus, AHSV) constituent des 

risques sanitaires majeurs.  

Les orbivirus sont divisés en sérogroupes, les virus d’un même sérogroupe possèdent un 

antigène commun (protéine VP7) localisé au niveau de la capside interne, qui confère une 
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réactivité sérologique croisée. Actuellement, 14 sérogroupes distincts sont identifiés ainsi 

qu’un ensemble de virus non groupés. Chaque sérogroupe est divisé en sérotypes (128). Les 

antigènes qui définissent les sérotypes sont associés à la capside externe (protéine VP2 

principalement) et induisent la production d’anticorps neutralisants (167). Le BTV comprend 

classiquement 24 sérotypes, un 25ème sérotype ayant récemment été identifié chez la chèvre, le 

Toggenvurg virus (TOV) (51, 144). La définition du sérotype repose sur l’absence de réaction 

sérologique contre VP2 entre les différents isolats de chaque sérotype. Des relations 

antigéniques croisées peuvent cependant subsister entre certains sérotypes (Figure 12), 

notamment entre les sérotypes 4, 20 et 17, entre les sérotypes 5 et 9, entre les sérotypes 8 et 

18, entre les sérotypes 6 et 21 et entre les sérotypes 3 et 16. Le sérotype 4 serait considéré 

comme le sérotype ancestral (199). 

2. Structure  

Le BTV est un virus de petite taille (60 à 80nm), dépourvu d’enveloppe virale et qui possède 

une capside à symétrie icosaédrique (130, 148, 246). Cette capside résulte d’un assemblage de 

32 capsomères qui ont une forme en anneau lorsqu’ils sont observés en microscopie 

électronique (127). Cela a valu son nom au genre, orbis signifiant anneau en latin.  

La capside est composée d’une capside externe et d’une capside interne dans laquelle loge le 

génome viral. La capside externe est composée de deux protéines structurales, 60 trimères de 

VP2 (111kDa) et 120 trimères de VP5 (59kDa). La capside interne quant à elle, est constituée 

de deux couches protéiques, la nucléocapside (core) et la matrice (subcore) (Figure 13). La 

nucléocapside est composée essentiellement de la protéine structurale VP7 (38kDa), 

organisée en 132 capsomères (246, 274). La matrice ou subcore est composée de 12 

décamères de la protéine VP3 (100kDa). Elle interagit avec les 3 protéines structurales 

mineures VP1, VP4 et VP7 impliquées dans la transcription et la réplication du BTV. 
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Figure 12. Représentation schématique des relations antigéniques entre sérotypes du BTV 

 

 

Figure 13. Structure et morphologie du virus de la FCO 
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3. Organisation génomique et protéines virales 

Il s’agit d’un virus à ARN double brin, linéaire et contenant 10 segments de taille variable. Le 

génome viral comprend environ 19300 paires de base, répartis sur les 10 segments linéaires 

d’ARNdb, divisés en segments longs (L), moyens (M) et courts (S) selon leur taille sur gel de 

polyacrylamide. Sa masse molaire varie de 12 à 20.106daltons (Da). Chaque segment 

d’ARNdb du virus BTV code pour une protéine, excepté le segment S10 qui code pour 2 

protéines, NS3 et NS3a. Les produits d’expression des différents gènes, leur taille ainsi que 

leur localisation sont résumés dans le tableau 6. Parmi les protéines produites nous pouvons 

les classer en 2 parties, les protéines structurales VP1 à VP7 et les protéines non structurales 

NS1 à NS3 (Tableau 6). 

4. Cycle de réplication (Figure 14) 

Chez les mammifères, la réplication du virus s’effectue dans les cellules hématopoiétiques et 

endothéliales. Dans un premier temps, le virus s’attache à son récepteur localisé sur la 

membrane cellulaire. Le récepteur cellulaire, quant à lui, n’est pas encore identifié. Pour les 

erythrocytes, le virus se fixerait par l’intermédiaire de la protéine VP2 à des glycoprotéines 

(les glycophorines) présentes à la surface des hématies d’origine humaine et animale (87). Les 

particules du BTV peuvent également se fixer aux cellules d’insectes via des trimères de VP7 

(223, 323, 356). L’interaction de la protéine VP2 avec son ligand cellulaire déclenche 

l’internalisation du virus dans les endosomes via une voie d'endocytose clathrine-dépendante 

(110). Par la suite, l'acidification des endosomes et la fusion de VP5 avec la membrane 

endosomale entraînent la libération de la capside interne dans le cytoplasme de la cellule.  

L’initiation de la transcription est effectuée dans les virions dépourvus de la capside externe 

mais aucune étude n’a permis de préciser si cela se passait dans les vésicules lysosomales ou 

après la libération de la capside interne (128). Comme d'autres membres de la famille des 

Reoviridae, le BTV se réplique dans le cytoplasme des cellules infectées.  
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Tableau 6. Caractéristiques des segments génomiques du virus de la FCO. Adapté de 1Roy, 1992a, 2 Roy, 1989 ; 3 Huisman & Vandisjk, 1990 ; 4 
Pedley et al., 1988; 5 Hewat et al., 1992a ; 6 Mertens et al., 1984 ; 7 Mertens et al., 1987a ; 8 Roy et al., 1988 ; 9 Urakawa et al., 1989 ; 10 Cowley 
& Gorman, 1989 ; 11 Mertens et al., 1989 ; 12 Roy et al ., 1989 ; 13 Huisman et al., 1987a ; 14 Gouet et al., 1999 ; 15 Grimes et al.,1998 ; 16 Le Blois 
et al., 1992 ; 17 Hewat et al., 1992b ; 18 Huisman & Els, 1979 ; 19 Mertens et al., 1996 ; 20 Xu et al., 1997 ; 21 Gumm & Newman, 1982 ; 22 
Brookes et al., 1993 ; 23 Thomas et al., 1990 ; 24  Kar et al., 2007 ;  25 Theron et al., 1994 ; 26 Roy et al., 1990a ; 27  Stauber et al., 1997 ; 28 Wu et 
al., 1992 ; 29 Bansal et al., 1998 ; 30 Hyatt et al., 1993. 
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Figure 14. Cycle de réplication du BTV (adapté de Roy, 1996 (276)). 
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Dans la capside interne, l’ARN polymérases ARN-dépendante (VP1) transcrit les brins sens 

négatifs de chacun des dix segments ARNdb du génome du BTV en ARN messagers précoces 

(34). Par les activités guanylyl-transférase et transméthylase de la VP4 (319), ces ARNm 

précoces sont coiffés et méthylés. Ils peuvent ensuite quitter la capside interne par des pores 

situés aux 12 sommets de la particule virale (224). Ces pores apparaissent suite à une 

modification de la conformation de VP7 et VP3 lors de la libération de la capside interne dans 

le cytoplasme. Les ARNm viraux vont servir de matrice pour la traduction des protéines 

virales, qui débute deux heures après l’infection (82). La protéine VP4 va favoriser la 

traduction d’ARN viraux tardifs non coiffés, aboutissant à la synthèse des protéines virales 

structurales et va aussi inactiver la traduction des ARNm coiffés codant pour les protéines 

cellulaires par un mécanisme encore inconnu. La réplication virale a principalement lieu dans 

des corps d’inclusions viraux (VIB). La protéine NS2 est le constituant majeur des VIB, 

localisés près de la membrane nucléaire dans les cellules infectées. Les ARN génomiques 

négatifs sont majoritairement synthétisés à partir des ARN positifs préalablement transcrits. 

Cette synthèse s’effectue simultanément à la formation des particules pro virales. La protéine 

NS2, une phosphoprotéine, se fixe sur les ARNsb et interviendrait dans la réplication (176). 

Les brins complémentaires ainsi synthétisés restent associés aux brins parentaux sous forme 

d’ARNsb. Les mécanismes par lesquels les dix ARNdb génomiques s’associent ensemble à 

l’intérieur de chaque particule virale en formation restent inconnus. La protéine VP6 pourrait 

jouer un rôle dans l’encapsidation des ARNdb. Un modèle d’assemblage a été proposé (194) 

dans lequel les protéines VP3 synthétisées forment d’abord une particule instable à géométrie 

icosaédrique. Les trois protéines VP1, VP4 et VP6 interagissent rapidement avec cette 

structure dans laquelle les ARNsb positifs sont encapsidés puis répliqués. La protéine VP7, 

sous forme de trimère, se fixe alors à la surface de cette capside interne. Les protéines VP2 et 

VP5 se fixeraient lors du trajet à la membrane plasmique pour former la capside externe. 
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Les virions sont ensuite transportés dans le cytoplasme par des microtubules impliquant des 

interactions entre VP2 et la vimentine (27) vers le système membranaire de la cellule 

(réticulum endoplasmique et appareil de Golgi). La libération des virions des cellules 

infectées se fait soit lors de la lyse cellulaire, soit par déstabilisation des membranes 

cellulaires grâce à l'activité viroporine de la protéine NS3 (135). Dans ce cas on observe la 

sortie des virions par bourgeonnement sans destruction cellulaire (17, 152). La production de 

particules matures est exponentielle durant 8 à 24 heures après infection. 

Les échanges de segments d’ARNdb peuvent se produire lorsque deux virus différents de la 

FCO (sérotypes ou souches) infectent les mêmes cellules, contribuant ainsi à l'évolution du 

virus de la FCO dans le processus de réassortiment. Le processus de réassortiment peut 

entraîner la fusion des corps d’inclusion formés à partir de différentes particules virales. Pour 

des raisons inconnues, certains segments sont plus souvent échangés que d'autres (128). 

C.  Physiopathologie de la FCO 

1. Pathogénie du BTV (Figure 15) 

Après avoir été ingéré par l’insecte lors du repas sanguin, le virus traverse la barrière 

intestinale et se multiplie dans l’hémocoele. Il diffuse ensuite dans l’organisme et atteint les 

glandes salivaires où un cycle de multiplication se déroule. Suite à une piqûre, il est ensuite 

transmis à un hôte vertébré. Le virus migre de la peau vers les nœuds lymphatiques drainant le 

site d'infection, grâce aux cellules dendritiques circulantes (DCC) (138). Les DCC 

s’infecteraient au niveau du derme, transporteraient le BTV jusqu'au nœud lymphatique où 

elles présenteraient le virus au système immunitaire spécifique, activant la prolifération des 

lymphocytes CD4 et CD8 ainsi que la production d’IFNγ (138). Un premier cycle de 

réplication a lieu dans les nœuds lymphatiques puis le BTV diffuse ensuite par voie 

lymphatique et sanguine, probablement associé aux monocytes et aux érythrocytes (12).  
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Figure 15: Schéma synthétique de la pahogènie du BTV, adapté de Barrat-Boyes (12) 
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Un deuxième cycle de réplication a lieu dans les sites secondaires, principalement les 

poumons, la rate, les amygdales et les nœuds lymphatiques (10, 12, 13, 72, 93, 205, 208). A 

cette étape, la charge virale dans le sang est élevée, notamment dans les cellules 

mononucléées sanguines, ce qui permet la détection du virus, l’infection d’autres vecteurs 

hématophages et la dissémination du virus dans de nombreux tissus. Dans les sites 

secondaires, le virus se multiplie dans les cellules hématopoïétiques et endothéliales et 

provoque la dégénérescence et la nécrose de l’endothélium vasculaire. C’est l’atteinte des 

cellules endothéliales qui entraînerait un réarrangement du cytosquelette MAP kinase p38 

dépendant (56), et par conséquent provoquerait une fragilité capillaire à l’origine des 

hémorragies et œdèmes observés chez les animaux malades (192). Toutefois les données 

divergent sur l’étendue des endothéliums atteints et la sévérité des lésions observées, selon les 

modèles expérimentaux utilisés et les sérotypes viraux. Ainsi, MacLachlan et al. (2008) 

observent après infection expérimentale, des signes sévères d’œdème respiratoire sans lésions 

majeures des endothéliums (204). Il semblerait que l’atteinte des endothéliums résulte à la 

fois d’un effet direct cytopathique du BTV mais aussi d’une réaction des cellules 

endothéliales à des chimiokines produites lors de l’infection. Par ailleurs, il a été suggéré que 

la différence de sensibilité des ovins et des bovins pourrait s’expliquer en partie par l’atteinte 

différentielle des cellules endothéliales entre ces deux espèces (76-78)  

A partir d’une vingtaine de jours, le virus est retrouvé dans le sang majoritairement associé 

aux érythrocytes. Cette virémie peut persister plusieurs semaines, même en présence 

d’anticorps neutralisants. Plusieurs facteurs peuvent influencer la durée de la virémie, tels que 

le sérotype impliqué ou l’espèce animale considérée. Chez les bovins, les particules 

infectieuses BTV peuvent être détectées dans le sang jusqu’à 35 à 60 jours (12) et l’ARN viral 

jusqu'à 222 jours (29).  
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La présence d’ARN viral ne reflète toutefois pas la viabilité du virus et sa capacité à infecter 

le vecteur (6, 90). La virémie prolongée pourrait expliquer la persistance du virus pendant 

l’hiver, en l’absence de vecteurs biologiques, et donc la pérennisation de l’infection (37). 

2. La réponse de l’hôte  

Suite à une infection par le BTV, l’hôte va mettre en place une réponse innée et une réponse 

immune adaptative pouvant être protectrice contre la maladie (156, 162, 166). En général, la 

réponse immunitaire induite par le BTV est protectrice et durable mais seulement contre le 

sérotype homologue. Il est communément admis qu’il n’y a pas de protection croisée entre les 

sérotypes bien qu’une protection partielle soit suspectée entre certains sérotypes. 

2.1. Réponse inflammatoire 

De nombreuses données in vivo, chez les ovins (112), les bovins (207) et la souris (157) 

montent que le BTV est un inducteur puissant d’IFN de type I (IFN-I). Chez la souris, le 

sérotype 8 du BTV semble être un inducteur d’interféron très puissant, même lorsque la 

souche virale utilisée est irradiée par les UV (158). In vitro, une grande variété de cellules, 

tels que les cellules d'embryon de souris (147) des leucocytes humains (157) ou de moutons 

(268) produisent des IFN-I après stimulation par le BTV. Toutefois, la capacité à induire 

l’IFN-I peut différer selon le contexte cellulaire et la souche virale utilisée (119). L’ARN 

double brin du BTV induit également de l’IFN-I chez la souris (88).  
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2.2. Réponse humorale 

Des études de transfert passif de sérum ont montré que les anticorps spécifiques du BTV 

induisent une protection sérotype-dépendante, suggérant un rôle in vivo des anticorps 

neutralisants (167). Cependant, les mécanismes des interactions entre les anticorps 

neutralisants et le BTV in vivo ne sont pas encore connus. Les tentatives visant à démontrer 

l'existence de la cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) et 

facilitée par le complément chez les bovins et les ovins, ont constamment échoué (161). VP2 

et, dans une moindre mesure VP5, sont les seules protéines du BTV capable d’induire des 

anticorps neutralisants (197, 277), VP2 étant la principale protéine impliquée dans la 

spécificité du sérotype (148, 225). Des moutons inoculés avec la protéine VP2, isolée à partir 

de particules intactes ou générée in vitro, produisent des anticorps neutralisants et sont 

protégés contre des inoculations d’épreuve homologue par le BTV (149, 274). Deux domaines 

hydrophiles dans la protéine VP2, les domaines amino-acides (AA) 199-213 (région 1) et 

AA321-346 (région 2), contiendraient plusieurs épitopes conformationnels de neutralisation 

(75). Des mutations dans la région 1 de la protéine VP2 d’une souche de BTV-17 modifie les 

propriétés antigéniques de cette souche en lui conférant des caractéristiques distinctes de 

seroneutralisation (353).  

La co-expression de VP5 avec VP2, en système baculovirus ou en système VACV, 

permettrait, après inoculation à des moutons, d’induire des titres plus élevés en anticorps 

neutralisants le BTV, par rapport à VP2 seule (197, 274, 277, 281). VP5 semble ainsi 

améliorer la neutralisation du BTV, probablement en modifiant la conformation de VP2, (63, 

225). En outre il a été montré que VP5, produite en système VACV, pouvait induire 

directement des anticorps neutralisants (197) bien que ces données n’aient jamais été 

confirmées par d’autres équipes et que les anticorps neutralisants dirigés contre la VP5 n’aient 

jamais été décrits. A l’heure actuelle, il est considéré que la réponse en anticorps neutralisants 
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joue un rôle majeur dans la protection contre une infection ou une ré-infection par le BTV. 

Toutefois les anticorps neutralisants sont sérotype-spécifiques et protègent seulement contre 

une épreuve homologue de BTV. Il pourrait exister un niveau de protection croisée entre 

certains sérotypes via les anticorps neutralisants dirigés contre des VP2 présentant des 

séquences amino-acides apparentées (200).  

2.3. Réponse cellulaire 

Les protéines structurales VP7, VP2 et VP5 ainsi que les protéines non structurales NS1 et 

NS2 seraient impliquées dans l’induction de la réponse immunitaire cellulaire (9, 161-166, 

173, 321, 346).  

La réponse lymphocytes T cytotoxique CD8+ (CTL) serait médiée chez le mouton 

principalement par les protéines VP2 et NS1, VP3, VP5 et VP7 jouant un rôle mineur (9, 158, 

162, 322). Seuls les CTL spécifiques de NS1 pourraient participer à une protection croisée 

entre les sérotypes du BTV (9, 162, 172). La protéine NS2 génèrerait des CTL chez la souris 

(164, 172). Des baculovirus exprimant les protéines NS1, NS2, NS3, VP1, VP4 et VP6 

induisent en effet une réponse CTL chez des souris (173). Toutefois après inoculation 

d’épreuve avec des VACV exprimant les différentes protéines du BTV, une protection 

partielle n’a été obtenue que contre le VACV exprimant NS2. Ces CTL spécifiques de NS2 

ont été uniquement observées chez la souris (173), mettant en évidence des variations 

importantes de la réponse cytotoxique entre les espèces hôtes.  

Les déterminants de la réponse auxiliaire en lymphocytes CD4+ (LTh), sont présents dans 

VP2, VP3 et VP7. Les LTh de VP2 sont spécifiques du sérotype et les LTh de VP3 et VP7 

pourraient participer à une protection croisée partielle (322).  
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D. La vaccination contre la FCO 

La lutte contre la FCO repose sur des mesures de prophylaxie sanitaire et médicale. La 

prévention sanitaire est assurée par la mise en place de zones dites réglementées lors de 

détection d’un foyer infectieux, par la quarantaine des exploitations touchées, le contrôle des 

échanges d’animaux dans les zones infectées et la lutte contre le vecteur biologique. Toutefois 

la vaccination reste le moyen le plus efficace et indispensable pour lutter contre l’extension de 

la maladie ou pour prévenir son apparition. 

1. Vaccins commercialisés : avantages et inconvénients 

Deux types de vaccins sont actuellement commercialisés pour lutter contre la FCO, des 

vaccins vivants à base de souches atténuées et des vaccins inactivés. Comme pour une 

infection naturelle, la réponse immunitaire induite par la vaccination n’apporte qu’une 

protection contre le sérotype homologue, et ce, quel que soit le type de vaccin utilisé. Dans les 

régions où plusieurs sérotypes de BTV coexistent, l’utilisation de vaccins multivalents est 

donc nécessaire.  

1.1. Vaccins atténués  

Les vaccins à base de virus atténués, produits en Afrique du Sud par le Onderstepoort 

Biological Products, ont longtemps été utilisés pour contrôler la FCO dans le sud de l'Afrique, 

aux USA et plus récemment en Corse, aux Baléares et en Italie (291). Ils peuvent être utilisés 

chez les ovins, les bovins et les caprins. Ces vaccins sont peu coûteux à produire et induisent 

une réponse immunitaire forte et de longue durée (>1an) car ils miment la réponse 

immunitaire induite après une infection naturelle (291). En conditions expérimentales ils 

offrent une protection robuste après une injection unique. Il est aussi possible de mélanger 

plusieurs souches atténuées de sérotypes différents par vaccin pour une protection multi-
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sérotypes. Ainsi les vaccins sud-africains peuvent être utilisés sous forme monovalente 

jusqu’à pentavalente.  

Malgré leur efficacité, ces vaccins présentent certains inconvénients liés à leur utilisation : 

-  Leur innocuité n’est pas totale dans certaines races ovines améliorées (341). Etant 

donné que l’atténuation du virus est difficile à contrôler, ces vaccins peuvent en effet 

générer des effets secondaires (fièvre, œdèmes, boiteries) (293), ainsi qu’une baisse de 

la production de lait (231, 292) et de la qualité du sperme (291). Pour exemple un 

vaccin BTV-16 atténué a entraîné des signes cliniques chez les moutons lors de son 

utilisation en Corse en 2004-2005 et dans le reste de l’Europe (293). Enfin, des effets 

tératogènes sur le fœtus ont également été observés lors de la vaccination de femelles 

gestantes (207, 244). Il semblerait que les passages en culture cellulaire pour 

l’atténuation augmentent le tropisme du virus pour le fœtus.  

- Ces souches atténuées se multiplient chez l’hôte, peuvent infester des Culicoides et 

ainsi être transmises à des ruminants non vaccinés (107, 232, 341). Par ailleurs une 

recombinaison entre les souches sauvages et les souches vaccinales est également 

possible, si les deux virus pénètrent dans une même cellule, pouvant générer un 

nouveau variant viral. En 2002, un BTV réassortant entre deux souches de BTV-2 et 

de BTV-16 a ainsi été identifié chez un animal en Italie (16).  

-  Une réversion de virulence est toujours envisageable, d’autant plus que les bases 

moléculaires de l’atténuation ne sont pas connues.  

- Enfin, les vaccins multivalents (342) ne permettent pas de différencier les animaux 

vaccinés des animaux infectés et ne sont donc pas compatibles avec une stratégie 

DIVA. 
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1.2.  Les vaccins inactivés  

Les vaccins à virus inactivé sont plus récents de conception. Ils ont notamment été conçus 

pour lutter contre les épizooties à BTV-1, BTV-2, BTV-4 et BTV-8 apparues en Europe. Ils 

sont obtenus par exposition de l’agent pathogène à un agent physique (chaleur, UV) ou 

chimique (formol, bétapropioloactone, éthylèneimine) ce qui entraîne une perte totale 

d’infectivité sans dénaturer le pouvoir immunogène (47, 256, 313, 317, 318). Ce type de 

vaccins offre un certain nombre d’avantages par rapport aux vaccins à virus atténués, 

notamment l’impossibilité de réplication du virus, de transmission aux vecteurs donc de 

réassortiments entre les souches et de réversion de virulence.  

Des essais sur le terrain et en conditions expérimentales ont prouvé l’efficacité de ce type de 

vaccins (286, 317). Sont actuellement commercialisés des vaccins contre les sérotypes 1, 2, 4, 

8 et 16 du BTV sous forme monovalente ou plus récemment sous forme bivalente pour les 

sérotypes 2-4 et 1-8. Les deux vaccins monovalents (sérotype 2 et sérotype 16), ainsi qu’un 

bivalent 2 et 4, ont été utilisés pour certains d’entre eux en Corse, en Espagne, au Portugal, et 

en Italie (293). Les vaccins BTV-8 et BTV-1 sont utilisés en Europe depuis 2007. 

Globalement, sur la base d’essais en conditions expérimentales, ces vaccins ont une indication 

de protection clinique et pour certains d’entre eux de protection virologique. Toutefois 

l’interprétation des résultats dépend en grande partie de la capacité à induire une pathologie 

sévère dans le groupe contrôle non vacciné après inoculation d’épreuve avec une souche 

virulente de BTV. Toutes les publications ne sont pas égales sur ce point. Sur le terrain, lors 

de la campagne de vaccination de 2008-2010, l’utilisation massive des vaccins BTV-8 a 

permis une réduction drastique de l’évolution de la FCO (97), même si l’immunité naturelle a 

aussi joué un rôle non négligeable. Ces vaccins représentent actuellement le meilleur 

compromis entre sureté et efficacité. 

Ces vaccins inactivés présentent tout de même quelques inconvénients : 
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-  Tout d’abord ils sont coûteux à la production par la nécessité d’avoir des doses 

importantes d’antigène purifié et par la nécessité d’utiliser des adjuvants associés. Par 

ailleurs deux injections sont généralement nécessaires pour une primovaccination. 

Enfin l’absence de protection croisée entre les sérotypes impose plusieurs vaccinations 

ou l’utilisation de vaccins multivalents dans les régions ou existent différents 

sérotypes. Des vaccins bivalents existent (à un coût de production élevé), par contre la 

production de vaccins inactivés contre plus de 3 sérotypes reste hypothétique. 

- La durée de l’immunité protectrice induite par ces vaccins n’est pas encore clairement 

définie, un an au minimum.  

- De plus ces vaccins pourraient être responsables d’une sensibilisation de l’animal et 

d’effets secondaires. De la mortalité a ainsi été observée en Espagne, chez des 

moutons vaccinés simultanément contre le BTV-1 et 8 (Zulvac 1 et 8, Fort Dodge) 

(126). 

- La réponse humorale engendrée par ces vaccins permet difficilement  d’envisager une 

stratégie DIVA. Des essais ont été réalisés pour différencier animaux infectés et 

vaccinés sur la base d’une réponse en anticorps contre les protéines non structurales, 

supposées ne pas être présentes dans les virus inactivés et purifiés. Ces essais ne sont 

pas concluants à l’heure actuelle.  
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2. Vaccins dits "de nouvelle génération" 

Au bilan, d’énormes progrès ont été réalisés ces dernières années en termes de vaccination 

contre la FCO. Il ressort actuellement qu’un vaccin idéal doit être sûr, peu onéreux, capable 

de permettre une stratégie DIVA et doit induire, si possible après une injection, une immunité 

protectrice humorale et cellulaire efficace contre plusieurs sérotypes.  

Pour y répondre, de nouvelles approches vaccinales, qui reposent sur l’utilisation d’ADN 

recombinant, ont été développées ces dernières années. Ces approches ont nécessité une 

meilleure connaissance des protéines immunogènes du BTV, principalement VP2, VP3, VP5, 

VP7, NS1, NS3 et le développement de nouveaux systèmes d’expression de ces protéines 

d’intérêt. Les deux systèmes les plus utilisés sont le baculovirus et les poxvirus recombinants.  

2.1. Les pseudoparticules virales produites en système 
baculovirus  

Cette approche a consisté à faire exprimer les protéines structurales immunogènes majeures 

du BTV dans un système qui permet l’assemblage et la formation de structures 

tridimensionnelles similaires aux particules virales mais sans contenir de matériel génétique 

(116, 117). Dans les cellules d’insecte, l’expression et l’auto-assemblage de VP3 et VP7 par 

un baculovirus a permis la formation d’une capside interne ou core-like particule (CLP) (260). 

Si les protéines VP2 et VP5 sont exprimées en plus de VP3 et VP7, les deux capsides sont 

reproduites et forment une pseudoparticule virale ou virus-like particule (VLP) (280).  

Les réponses immunitaires contre ces protéines synthétiques ont été évaluées in vitro et au 

cours d’expérimentations animales (274, 275, 277, 280, 337). Brièvement deux 

immunisations successives permettent l’induction d’une réponse en anticorps neutralisants 

mais aussi d’une réponse immunitaire cellulaire LTh et CTL. Des candidats vaccins utilisant 

des VLP ou uniquement les protéines VP3 et VP7 des CLP, ont donné des résultats 
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prometteurs en procurant une protection totale contre une inoculation d’épreuve homologue et 

partielle contre une inoculation d’épreuve hétérospécifique (260, 277).  

Les VLP sont des outils prometteurs pour générer des vaccins multivalents contre la FCO, car 

les protéines VP2 de plusieurs sérotypes peuvent être produites en même temps (278). Il a été 

démontré qu’un mélange de VP2 du BTV de sérotypes 10 et 17 induisaient une bonne 

protection contre une inoculation d’épreuve de BTV homologue (BTV-10 et BTV-17) mais 

seulement une protection partielle contre une inoculation d’épreuve de BTV hétérologue 

(BTV-4) (278, 280). Par ailleurs, les VLP sont très immunogènes même à faibles doses et 

sont considérées comme naturellement sûres. En l’absence de matériel génétique, il n’y a pas 

de réplication possible, pas plus que de réversion ou de réassortiment. De plus, ces vaccins 

VLP s’inscrivent parfaitement dans la stratégie DIVA, car seuls les gènes structuraux sont 

exprimés. Par conséquent les animaux vaccinés seront dépourvus d’anticorps dirigés contre 

les protéines non exprimées dans le vecteur recombinant alors qu’ils sont détectables chez les 

animaux infectés. Toutefois ces vaccins présentent aussi certains inconvénients. En effet, ils 

peuvent être contaminés par du baculovirus sauvage (140), avec un risque potentiel 

d’infection des Culicoides lors de leurs repas sanguins sur des animaux vaccinés. Leur 

fabrication est complexe, ils sont peu stables, ce qui rend leur commercialisation difficile. 

Une  étude récente a néanmoins permis d’améliorer leur stabilité et de diminuer la complexité 

des stratégies de clonages avec la construction d’un plasmide dans lequel VP3 et VP7, les 

protéines structurales les plus conservées, sont pré-intégrées et les protéines VP2 et VP5 de 

différents sérotypes ajoutées par la suite. Les animaux vaccinés avec de telles VLP, ont été 

complètement protégés contre une inoculation d’épreuve par du BTV homologue (315). 
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2.2. Vecteurs recombinants  

Depuis quelques années, les principaux vecteurs utilisés pour les essais vaccinaux contre la 

FCO, sont les poxvirus, car comme nous l’avons vu précédemment, ces virus permettent un 

bon compromis entre innocuité et immunogénicité. Parmi les poxvirus, le VACV a été le 

premier testé avec succès chez le mouton (197). Trois immunisations successives à 21 jours 

d’intervalle chez des moutons, avec des VACV exprimant uniquement VP2 (VACV-VP2), ou 

uniquement VP5 (VACV-VP5) ou les deux protéines combinées (VACV-VP2+VP5) du 

BTV-1, ont permis d’induire une réponse en anticorps neutralisants dans les trois conditions 

(197). Les anticorps neutralisants étaient présents en plus grande quantité pour le VACV-

VP2+VP5 par rapport aux VACV-VP2 ou VACV-VP5, suggérant l’intérêt d’inclure les deux 

antigènes dans un vaccin recombinant contre le BTV. Toutefois lors d’une inoculation 

d’épreuve le VACV-VP2 a protégé les 6 animaux inoculés alors que seuls quatre animaux sur 

six immunisés avec le VACV-VP2+5 étaient protégés (197) . 

Plus récemment deux vecteurs poxvirus ont été utilisés comme vecteurs vaccinaux contre la 

FCO, un vecteur non réplicatif chez les ruminants, le canaripoxvirus, et un vecteur réplicatif, 

le capripoxvirus. Boone et al, ont montré qu’un recombinant canaripoxvirus exprimant des 

gènes synthétiques optimisés pour la VP2 et la VP5 pouvait induire une protection clinique et 

virologique efficace contre une inoculation d’épreuve homologue du BTV (BTV-17), après 

deux injections à 22 jours d'intervalle chez des moutons. Le vecteur canaripoxvirus non 

réplicatif est utilisé en toute sécurité et dans le monde entier comme vaccin contre la leucémie 

féline (326). Toutefois, il est probable que ce type de vaccin ne confère qu’une protection 

spécifique du sérotype. Le principe du capripoxvirus est de vacciner simultanément et en une 

seule fois contre une maladie d’intérêt et contre les varioles ovines (clavelée) et caprine dans 

des régions régulièrement touchées par ces maladies. Le capripoxvirus a ainsi été utilisé pour 

exprimer différentes protéines immunogènes du BTV. Des essais vaccinaux ont été réalisés en 
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1996 avec un capripoxvirus exprimant la protéine VP7 du BTV (346). Ils ont permis une 

protection satisfaisante contre une inoculation d’épreuve faiblement virulente de BVT-1 

homologue et une protection partielle (6 animaux sur 8) contre une inoculation d’épreuve de 

BTV-3 hétérologue (cf paragraphe 1.2.) (346). Plus récemment, l’injection d’un mélange de 

capripoxvirus recombinants exprimant VP2, VP7, NS1 et NS3 du BTV-2 chez des moutons, a 

entraîné une séroconversion des animaux contre VP2, VP7, NS3 (262). Néanmoins, suite à 

une inoculation d’épreuve avec du BTV-2 homologue, seule une protection partielle a pu être 

observée (262).  

En bilan, les vecteurs recombinants peuvent fournir une immunité protectrice aux propriétés 

DIVA, mais leur efficacité nécessite encore plusieurs injections pour une protection à long 

terme. Pour être efficaces, ils doivent permettre à la fois l’expression en grandes quantités des 

protéines immunogènes du BTV, pour générer une forte immunité protectrice. Leur utilisation 

comme vaccins DIVA multisérotypes est encore hypothétique. Notons qu’actuellement les 

adénovirus sont aussi envisagés comme vecteurs vaccinaux contre la FCO.  

2.3. Vaccin suicide ou DISC (Disabled infectious single cycle)  

En 2008, la technique de génétique inverse a été publiée pour le virus du BTV (33). Le 

principe est de pouvoir produire du BTV infectieux par transfection des ARN génomiques 

sous forme monocaténaire, préalablement synthétisés et coiffés in vitro à partir de plasmides. 

Cette technique permet ainsi d’introduire de manière spécifique des mutations, des insertions 

ou des délétions dans les localisations précises du génome viral. Elle va permettre de mieux 

étudier le rôle de chaque gène et de son produit d’expression dans la pathogénie virale et ainsi 

de pouvoir créer des candidats vaccins atténués, sélectionnés pour leur absence d’effets 

secondaires. Cette méthode a récemment été mise à profit dans le cadre de la vaccination FCO 

via la création d’un nouveau type de vaccin, le vaccin suicide ou DISC (Disabled Infectious 
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Single Cycle). Le vaccin DISC repose sur l’utilisation de BTV, à qui on a délété un ou 

plusieurs gènes essentiels à sa réplication (279). Ce virus modifié est alors amplifié dans un 

système cellulaire complémentant en trans la ou les protéines virales essentielles. La souche 

vaccinale produite est phénotypiquement complète car elle présente toute les protéines virales 

mais génotypiquement délétée d’un ou de plusieurs gènes essentiels. Inoculée chez l’animal, 

ces virus ne peuvent réaliser qu’un cycle de réplication non productif dans les cellules, sans 

possibilité ultérieure de se répliquer chez l’hôte. Par contre la production des protéines virales 

doit permettre l’induction d’une réponse immunitaire. Très récemment, un virus mutant BTV-

1 délété d’une partie de la séquence codant pour la protéine VP6 a été inoculé à des moutons 

(215). Tous les animaux immunisés avec ce virus DISC, ont séroconverti après la première 

injection et ont développé des anticorps neutralisants. Après une inoculation d’épreuve avec 

un BTV homologue, une protection virologique a été observée, et ceci aussi bien chez les 

animaux ayant été immunisés deux fois que chez les animaux ayant eu une seule injection 

(108PFU/ mouton). La protection clinique n’a pas été évaluée dans cette étude. D’autre part, 

les auteurs ont aussi montré, qu’à partir d’un même mutant BTV-1 déficient en VP6, il est 

possible de créer rapidement un autre mutant en remplaçant les séquences codant pour les 

protéines VP2 et VP5 du BTV-1, par celles provenant du virus BTV-8 (mutant BVT1/BTV8 

déficient en VP6). Les animaux immunisés avec ce nouveau mutant, ont séroconverti après 

une première immunisation et la réponse anticorps a été amplifiée après la seconde 

immunisation. Contre une inoculation d’épreuve avec du BTV-8, l’immunisation avec le 

mutant VP6 déficient BTV1/BTV8 a induit une réponse humorale et une protection 

virologique (215). 
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L’utilisation du MYXV en tant que vecteur vaccinal chez une espèce non hôte, les ruminants, 

implique différentes étapes de validation qui visent à démontrer l’innocuité du vecteur chez 

l’espèce cible et son efficacité à stimuler une réponse immune protectrice dans un modèle 

infectieux. L’innocuité du MYXV chez les ruminants repose sur son caractère non réplicatif 

et son absence de pouvoir pathogène local après administration aux animaux. Le MYXV est 

restreint aux Leporidae in vivo (106). Toutefois le virus est capable de se répliquer in vitro 

dans certaines cellules cancéreuses humaines (320). 

Au laboratoire, des études in vitro ont été réalisées sur cellules bovines et ovines. Il a été ainsi 

démontré que le MYXV, aussi bien la souche T1 que la souche vaccinale SG33, était non 

réplicatif dans les lignées cellulaires (KOP-R, BT et MDBK), les fibroblastes primaires ainsi 

que dans les PBMCs, qu’elles soient activées ou non, et ce aussi bien chez les ovins que les 

bovins. L’activation des PBMCs semble favoriser l’infection puisque le pourcentage de 

lymphocytes infectés est plus élevé lorsque les lymphocytes sont activés par des activateurs 

chimiques (265).  

Par ailleurs, lors d’une première étude d’injection à des moutons par voie intradermique d’un 

MYXV recombinant exprimant la protéine VP60 du virus RHDV, aucun effet secondaire n’a 

pu être décelé au site d’injection et aucun signe clinique n’a pu être observé. A partir de 48h, 

un infiltrat majoritairement composé de cellules mononucléées a été observé au site 

d’injection, indiquant le développement d’une réponse inflammatoire localisée. Le virus est 

capable d’infecter des cellules du derme dont la morphologie est de type macrophages ou 

cellules dendritiques. Toutefois il a été démontré une absence de réplication locale du MYXV 

et une absence totale de virémie (264). L’ensemble de ces résultats indiquerait une sûreté 

d’emploi du MYXV chez les ruminants.  

L’efficacité du vecteur MYXV peut être étudiée sous différents angles scientifiques. In vitro 

l’étude des interactions entre cellules de l’immunité et le MYXV doit permettre une pré-
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validation du modèle et par la suite d’orienter les recherches. Des études préalables 

d’interactions entre le MYXV et les PBMCs ont montré que les LT, et surtout les LB, sont les 

principales cibles du MYXV (264). Les LB faisant partie des cellules présentatrices 

d’antigènes, les LB infectés pourraient favoriser le déclenchement d’une réponse immunitaire 

spécifique et éventuellement protectrice. Néanmoins, la qualité d’expression, la présentation 

des antigènes et leur prise en charge par les cellules présentatrices d’antigènes sont encore 

mal connues. C’est pourquoi afin de mieux comprendre les mécanismes qui initient une 

réponse immune induite par la vaccination chez le mouton avec un MYXV recombiné, nous 

avons, dans un premier temps, envisagé l’étude des interactions entre le virus SG33 et les 

cellules dendritiques ovines générées in vitro. 

La preuve de l’efficacité d’un candidat vaccin repose, in fine, sur la démonstration de sa 

capacité à protéger les animaux immunisés contre une inoculation d’épreuve efficace. Une 

étude d’inoculation intradermique de MYXV recombiné exprimant la protéine VP60 du virus 

RHDV) à des moutons, a montré que le MYXV est capable d’induire une réponse en 

anticorps neutralisants la protéine de capside VP60 (264). Toutefois il n’a jamais été 

démontré de protection vaccinale avec le système MYXV chez les ruminants. Dans une 

deuxième partie nous avons donc construit des virus recombinants SG33 exprimant différents 

antigènes du virus de la bluetongue et évalué leur capacité à protéger des moutons contre une 

inoculation d’épreuve à BTV.  
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INTERACTIONS MYXV/DC 

 

 
I. Interactions entre les cellules dendritiques et le MYXV 

A. Introduction 

Les cellules dendritiques sont les principales cellules présentatrices d’antigène, elles jouent un 

rôle pivot dans la mise en place à la fois de la réponse innée mais aussi de la réponse 

adaptative. Elles sont présentes au niveau périphérique notamment dans la peau, à proximité 

des sites classiquement utilisés pour l’injection de vaccin (voies sous-cutanée ou 

intradermique). Ces cellules sont peu nombreuses dans l’organisme, il est donc difficile de les 

obtenir en grand nombre à partir du sang, des nœuds lymphatiques ou encore des tissus. Ainsi 

plusieurs protocoles de différenciation in vitro ont été proposés à partir de différents 

précurseurs, comme les monocytes (Mo-DC) (287, 295) ou encore de cellules progénitrices 

obtenues à partir de la moelle osseuse (BM-DC) (155).  

Pour les ovins, un protocole de différenciation de DC à partir de précurseurs de la moelle 

osseuse en présence de GM-CSF ovin a été mis au point au laboratoire. Plusieurs populations 

de DC sont obtenues avec ce protocole, dont deux sont majoritaires et peuvent être 

distinguées grâce à leur morphologie et à l’expression des marqueurs CD11b, CMH-II et 

CD207 (langerine) : les cellules de type Langerhans (CD11bdull, CMH-IIhigh, CD207+) et les 

cellules de types Mo-CD (CD11bint/high, CMH-IIlow, CD207- (113).  

Dans ce travail, nous avons étudié la réponse des DC, différenciées à partir des précurseurs de 

la moelle osseuse, à l’infection par le MYXV. Afin d’étudier les interactions entre les DC et 

le MYXV, nous avons construit un virus recombiné exprimant la protéine GFP (SG33-GFP). 

Nous avons ainsi évalué la capacité des cellules dendritiques infectées par le SG33-GFP à 

maturer et exprimer des gènes impliqués dans la mise en place de la réponse adaptative. 

 

B. Article I  
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C. Conclusion 

Dans cette étude, nous avons choisi d’utiliser la souche atténuée SG33 du MYXV, pour une 

question de sécurité d’emploi. En effet, cette souche doit son atténuation à la perte de 15 kb 

dans son génome (285). Cette délétion est située au niveau des RIT avec notamment la 

disparition de 3 gènes (Serp2, Serp3 et MV-LAP) codant pour des facteurs de pathogénicité 

(48), rendant ainsi la pathogénicité résiduelle du virus dans l’espèce cible très faible. Cette 

sécurité d’emploi, nous l’avons aussi mise en évidence dans le cadre de la vaccination chez 

les ruminants puisque dans un premier temps nous avons montré que le MYXV était capable 

d’infecter les DC ovines mais que le cycle de réplication était abortif.  

En effet, nous avons montré que l’expression du gène LacZ sous le contrôle d’un promoteur 

tardif, survient à une fréquence moindre dans les DC ovines, ce qui pourrait considérablement 

compromettre la formation de particules virales, conduisant par conséquent à un cycle de 

réplication viral incomplet.  

Parmi les DC présentes dans la culture, des DC de type Langerhans sont préférentiellement 

infectées et il en est de même pour les cellules dendritiques issues de la peau. Cela suggère 

l’utilisation de la voie d’inoculation intradermique lors de l’inoculation des vaccins MYXV, 

puisque les cellules dendritiques de type Langherans sont les DC majoritairement présentes au 

niveau de la peau. Toutefois, la voie intradermique n’est pas une voie d’inoculation classique 

et facilement utilisable chez les ruminants, pour des raisons de sécurité et de praticabilité. 

Par ailleurs, nous avons montré via la régulation des marqueurs CD80/86 et CD40, que le 

MYXV induit très peu la maturation des DC. Leur infection par le MYXV est  par ailleurs, 

possible quel que soit leur état de maturation. L’étude du profil d’expression génique des DC 

suite à l’infection par le MYXV a montré une surexpression de plusieurs gènes (il18, cd40, 

il1rm, creb1, stat1, nfkb1b et tnf) impliqués dans la maturation cellulaire. Ce phénomène 

pourrait être amplifié suite au contact avec les lymphocytes T. Cela est aussi confirmé par la 
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forte répression du gène thsb1, dont la présence est connue pour inhiber la maturation des 

cellules et la présentation des antigènes aux LT et par la surexpression d’ifna et ifnb, qui eux, 

sont connus pour induire la maturation et l’activation des DC. Cependant il est à noter que 

l’effet des poxvirus sur la maturation des DC est sujet à controverse. Certains auteurs ont 

montré que l’infection par un poxvirus induisait la maturation des DC (83, 195), permettant 

l’activation des LT. A l’inverse, d’autres auteurs ont observé une absence de maturation des 

DC suite à une infection par un poxvirus, que les DC aient ou non la capacité de présenter les 

antigènes au LT (178, 286, 298, 358). Cela suggère que la maturation pourrait s’effectuer 

après l’interaction avec les LT. Dans notre cas, malgré la faible maturation des DC observée, 

nous avons montré par une étude préliminaire in vitro, que les DC infectées par le SG33 

exprimant la protéine VP2 du BTV-8 sont capables de présenter l’antigène aux LT CD4 et de 

promouvoir une réponse immune spécifique de l’antigène (Figure 16). 

Ces réultats sont confirmés par l’étude transcriptomique des DC, dans laquelle on a observé 

que l’infection par le MYXV induit la transcription de gènes et de cytokines pro-

inflammatoires impliqués dans les fonctions majeures des DC, comme la mise en place d’une 

réponse antivirale. Les principales fonctions identifiés concernent la dégradation du virus et 

l’inhibition de la réplication virale via l’induction de la voie de signalisation de l’IFN de type 

I (oas1, ifitm1, mx1, mx2, ifi35, stat1, tap1, irf1, irf3, eif4e et isg15), la communication entre 

les cellules de l’immunité innée et adaptative, et la polarisation de la réponse immune 

adaptative vers une réponse de type Th1 (tnfa, il6, il12p40, il18, il27, et cxcl10). Il en est de 

même pour d’autres virus comme le MVA, NYVAC, et ALVAC qui induisent eux aussi la 

transcription de cytokines proinflammatoires comme tnfa, il12, cxcl10 et il6. 
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Figure 16. Les BM-DC infectées par le SG33 sont capables de présenter les antigènes aux 
lymphocytes CD4+ et d’induire leur prolifération. Trois moutons ont été vaccinés avec un 
vaccin inactivé BTV-8 (BTV-8 AlSap PUR, Merial Limited SAS, Lyon, France). Les cellules 
provenant des ganglions lymphatiques drainant de chaque animal ont été isolées et marquées 
au CFSE. Les Lymphocytes T CD4+ ont été séparés avec des anticorps anti-CD4-PE (Serotec) 
et des IgG anti-souris couplés à des billes magnétiques (Miltenyi Biotec) sur les colonnes MS 
selon les recommandations du fabricant. Les BM-DC ont été générées in vitro à partir du 
sternum de chaque animal et stimulées pendant quatre heures avec du milieu, de la 
concanavaline A (ConA), du virus semi-purifié SG33-GFP ou SG33-VP2 (VP2 étant une 
protéine structurale de BTV-8) (MOI de1). Puis les LT CD4+ marqués au CFSE ont été mis en 
contact avec les BM-DC stimulées (ratio 1:10 DC:CD4) et mis en culture pendant 4 jours. La 
prolifération a été déterminée en mesurant la dilution du marquage CFSE des LT CD4+ par 
cytométrie en flux sur au moins 5000 événements. La stimulation des BM-DC avec le virus 
SG33-VP2 induit une prolifération des LT CD4+qui est significativement plus élevée que 
celle induite par la stimulation avec le SG33-GFP ou juste avec du milieu (ANOVA, p-values 
<0.05 est indiqué (*)). Ces résultats mettent en évidence la capacité des BM-DC infectées 
avec le recombinant MYXV à stimuler une réponse LT CD4+. 
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Au cours de l’infection par le MYXV, il a été observé que la quantité et la qualité des ARN 

totaux des DC diminuaient, suggérant la mise en place d’un processus de dégradation de 

l’ARN. Le même phénomène a été observé lors d’infection avec le MVA, NYVAC et 

ALVAC. Pour le VACV, l’enzyme OASL serait responsable de cette dégradation. Dans notre 

étude, cette enzyme n’a pas été détectée suggérant un autre mécanisme de dégradation comme 

l’apoptose. En effet, nous avons clairement démontré que les DC, mourraient rapidement par 

apoptose durant l’infection par le MYXV et que cela touchait plus particulièrement les DC de 

type Langherans. Ces résultats ont été confirmés par l’étude du profil d’expression génique 

des DC notamment avec la surexpression des gènes impliqués dans la voie de signalisation de 

la mort cellulaire (daxx, fas, casp5, casp8, ifr1, tnf, il18 et cd40). 

Le rôle de l’apoptose dans la réponse immunitaire est encore mal connu, mais la capacité des 

DC non infectées à phagocyter et à présenter par cross-présentation à leurs surfaces des 

antigènes viraux libérés après la mort par apoptose des cellules infectées, a été démontré in 

vitro (79). De plus nous avons observé qu’une fraction des DC était encore vivantes 16 heures 

après infection, laissant penser que les cellules infectées pourraient avoir le temps de migrer 

jusqu’au nœud lymphatique drainant. Une fois arrivées dans les nœuds lymphatiques, les 

cellules infectées pourraient mourir par apoptose, aboutissant à la formation de corps 

apoptotiques qui seront à leur tour, pris en charge par les DC résidantes. Ces dernières 

pourraient alors présenter les épitopes du produit du transgène d’intérêt au LT, entraînant 

ainsi leur activation et la mise en place de la réponse adaptative. 

La comparaison du profil d’expression génique induit par les autres poxvirus avec celui induit 

par le MYXV indique que certains gènes régulés sont communs, comme ceux impliqués dans 

la réponse IFN de type I et inflammatoire. Ces gènes sont, de façon intéressante, présents dans 

la liste de gènes induits sur les cellules totales du sang, par un vaccin atténué très efficace 

dirigé contre le virus de la fièvre jaune (YF17D). Les gènes impliqués dans la réponse 
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inflammatoire et la réponse IFN pourraient être prédictif d’une réponse immune protective et 

être potentiellement utilisés dans des modèles d’évaluation de l’efficacité de nouveaux 

candidats vaccins. 
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II. MYXV, application à la vaccination contre la fièvre catarrhale ovine 

Nous avons précédemment montré que le MYXV était sûr d’emploi, non réplicatif chez les 

ruminants et immunogène puisqu’il est capable d’induire une réponse humorale efficace 

contre une protéine recombinante (252, 264, 265). De plus l’étude des interactions 

MYXV/DC a montré que ce virus est capable d’exprimer un transgène, pouvant être présenté 

de façon efficace par les DC au LT, entraînant ainsi la mise en place d’une réponse 

immunitaire spécifique du trangène. Ces données ont été confirmées par l’analyse 

transcriptomique des DC, avec la surexpression de gènes impliqués dans la réponse IFN de 

type I mais aussi dans la réponse inflammatoire. Ces résultats suggèrent la mise en place 

d’une réponse immune adaptative efficace, de phénotype plutôt Th1, et qui est similaire à 

celles induite par le YF17D, un des vaccins les plus efficaces chez l’homme (331).  

Toutes ces données confortent l’idée que le vecteur MYXV pourrait être un vecteur vaccinal 

prometteur chez les ruminants. Dans ce but, nous avons évalué le pouvoir protecteur du 

MYXV en tant que vecteur vaccinal dans le cadre de la vaccination contre la bluetongue. Le 

choix de cette maladie reposait sur des données scientifiques (cf infra) mais aussi sur 

l’actualité en matière d’émergence virale. Lorsque notre projet a débuté, l’Union Européenne 

connaissait en effet de graves épizooties de FCO. Le sérotype 8 était apparu en 2006 en 

Europe du nord, puis avait envahi les 2/3 du territoire français en une année. L’impact 

économique de la maladie sur les cheptels ovins et bovins était donc très important et le 

moyen de lutte le plus efficace reposait sur la vaccination. Ainsi développer un vaccin alliant 

à la fois innocuité et efficacité vis-à-vis de la FCO était un objectif majeur en santé animale. 

Deux études ont été réalisées afin d’évaluer l’efficacité vaccinale de MYXV recombinants, 

exprimant les protéines VP2 et/ou VP5 pour la première étude et VP7 pour la seconde.  
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A. Evaluation du pouvoir protecteur des recombinants SG33 
exprimant les protéines structurales VP2 et VP5 

1. Introduction 

Compte tenu de l’actualité épidémiologique, nous nous sommes intéressés à la vaccination 

contre le sérotype 8 du BTV. Le choix des gènes à exprimer s’est porté dans un premier temps 

sur les protéines VP2 et VP5. La protéine VP2 porte à la fois des épitopes majeurs 

responsables de la réponse neutralisante protectrice et des déterminants immunogènes majeurs 

des CTL et des LT helper. De plus, il a été montré que la présence de VP5 semblait 

augmenter la réponse en anticorps neutralisants, induite par la protéine VP2 (197, 266, 278). 

Nous avons donc construit des MYXV SG33 recombinés exprimant la protéine de la capside 

externe VP2 (SG33-VP2) seule ou en association avec la protéine de la capside externe VP5 

(SG33-VP2/5) de sérotype 8 du BTV et nous avons évalué la réponse immune et le pouvoir 

protecteur induit par ces recombinants chez des moutons vis-à-vis d’une inoculation 

d’épreuve avec un isolat hyper-virulent du BTV-8. 

2.  Article II  

Myxomavirus as a vector for immunisation of sheep protection study against challenge 

with bluetongue virus. 

Sokunthea Topa, Gilles Foucrasa,b, Martine Deplanchea, Germain Rivesb, Jérôme Calvalidob, 

Philippe Pourquierc, Stephane Bertagnolia,b, Gilles Meyera,b,* 
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3. Conclusion 

Dans cette étude, nous avons confirmé in vivo le concept d’utilisation du MYXV comme 

vecteur vaccinal chez les ruminants. L’immunisation de moutons, par deux injections 

successives du recombinant SG33-VP2, a permis d’induire la production d’anticorps 

neutralisants et de protéger cliniquement les moutons contre une inoculation d’épreuve à 

BTV-8. Ces données sont validées par la sévérité des signes cliniques et la mortalité, 

observées chez les animaux contrôles non vaccinés. Par ailleurs l’utilisation de ce vecteur est 

compatible avec une stratégie DIVA, puisque tous les moutons immunisés avec les 

recombinants SG33 ont produit une réponse anticorps anti-VP7 uniquement après 

l’inoculation du BTV-8.  

Toutefois des études supplémentaires apparaissent nécessaires pour augmenter l’efficacité du 

candidat SG33-VP2. En effet la protection induite s’est révélée plus faible que celle produite 

par le vaccin inactivé Alsap-8. La différence de protection clinique n’est pas significative. Par 

contre il est clair que la protection virologique apportée par le SG33-VP2, contrairement à 

celle du vaccin inactivé, n’est que partielle. Les résultats de RT-qPCR chez au moins 2 

moutons vaccinés SG33-VP2, suggèrent très fortement que ces animaux étaient infectieux 

après inoculation d’épreuve. Le candidat SG33-VP2, dans la formulation utilisée, n’empêche 

donc pas la transmission du BTV-8.  

D’autres poxvirus ont été testés chez les petits ruminants pour leur capacité à protéger contre 

la FCO. Un Canaripoxvirus exprimant à la fois les protéines VP2 et VP5, a permis une 

protection clinique et virologique homologue contre le BTV-17 après 2 injections (Boone, 

2007) alors qu’un mélange de Capripoxvirus recombinants, exprimant respectivement les 

protéines VP2, VP7, NS1 et NS3, n’a induit, après une seule immunisation, qu’une protection 

limitée contre une inoculation homologue à BTV-2 (262). La protection induite par le SG33-
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VP2 semble intermédiaire comparée aux recombinants Canaripoxvirus et Capripoxvirus. 

Cependant, il est difficile de faire des comparaisons précises car les expériences différaient les 

unes des autres par le protocole d’immunisation, la nature des antigènes du BTV, la 

construction des poxvirus ainsi que le modèle d’inoculation d’épreuve du BTV. Plus 

particulièrement il n’est possible de comparer une efficacité clinique, que si les animaux des 

groupes contrôles de chaque étude présentent des degrés de sévérité similaires de la maladie, 

ce qui n’est pas le cas avec le canaripoxvirus. De plus, les deux expériences décrites ci-dessus 

n’utilisaient pas de vaccins inactivés comme étalon de référence. Dans une des deux études au 

moins, ce vaccin n’était pas disponible.  

La protection contre le BTV est en partie corrélée à la présence d’anticorps neutralisants la 

protéine VP2 au jour de l’inoculation d’épreuve, comme le suggère notre étude. Ce résultat 

confirme ceux déjà obtenus avec des vaccins inactivés (251) et souligne l’importance de la 

réponse humorale dans la protection vaccinale. Toutefois il a été décrit la possibilité d’une 

protection totale chez des moutons, en l’absence d’anticorps neutralisants détectables (293). 

Dans notre étude, les deux moutons immunisés avec du SG33-VP2 ne possédant pas 

d’anticorps neutralisants au jour de l’inoculation, ont développé une réponse anticorps 

neutralisante trois jours plus tôt que les moutons contrôles, suggérant la mise en place d’une 

réponse immunitaire mémoire. Nous avons aussi montré que l’immunisation des moutons 

avec le recombinant SG33-VP2 était capable d’induire une réponse cellulaire T helper à la 

fois contre le vecteur mais aussi contre l’antigène recombinant. Dans notre première étude, 

l’infection des DCs par le MYXV est associée à la transcription de cytokines pro-

inflammatoires impliquées dans la communication entre cellules de la réponse innée et de la 

réponse adaptative et dans la polarisation Th1 de la réponse immune adaptative. La réponse 

cellulaire CD4 pourrait ainsi permettre le développement d’une réponse cytotoxique contre 

VP2, similaire à celle décrite lors d’infection naturelle (162). Toutefois, ces résultats restent 
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préliminaires et l’importance de la réponse cellulaire dans la protection contre le BTV est 

quasi inconnue dans le cadre de l’utilisation de vecteurs poxviraux. Dans notre étude, le rôle 

de la réponse T helper dans l’induction de la protection contre la maladie reste discutable 

puisque les moutons vaccinés avec le vaccin Alsap-8, n’ont pas développé de réponse 

cellulaire T helper tout en étant parfaitement protégés contre la maladie.  

Contrairement à ce qui était attendu, il n’a pas été observé de protection des moutons avec le 

vecteur SG33-VP2/5. Les raisons ne sont pas clairement établies mais, au vu des résultats, il 

est probable que le niveau d’expression de VP2 joue un rôle. Nous avons en effet montré in 

vitro que  le recombinant SG33-VP2/5 exprimait 4 à 6 fois moins de VP2 que le SG33-VP2. 

Roy et al, en 1990, ont montré que trois injections successives de 50µg de VP2 produite en 

baculovirus, étaient insuffisantes pour induire une protection complète contre la FCO, alors 

que deux injections successives de 100µg de la même protéine VP2, conférait une protection 

complète (282). Cela suggère qu’une différence d’un facteur deux de la quantité de la protéine 

VP2 peut influencer l’efficacité de la réponse immune protectrice. Par ailleurs dans d’autres 

systèmes poxvirus, il a été montré chez la souris que le niveau d’épitopes exprimés à la 

surface des cellules pouvait influencer la taille de la population de LT in vivo, mais aussi 

l’induction à la fois des réponses humorale et cellulaire spécifiques. Nous pouvons ainsi 

formuler l’hypothèse que le niveau d’expression de VP2 produite par SG33-VP2 est à la 

limite du niveau minimal nécessaire à l’induction d’une réponse protectrice (expliquant la 

protection non totale) et que le niveau de VP2 produit par SG33-VP2/5 n’est, par conséquent, 

pas suffisant pour induire une réponse immune protectrice. De nouvelles expériences avec des 

doses différentes d’antigène VP2 sont nécessaires pour vérifier cette hypothèse.  

Dans un contexte poxvirus, il semble que le niveau minimal de production de VP2 soit un 

critère d’efficacité plus important que la présence ou non de la protéine VP5. Dans notre 

étude, nous ne pouvons conclure si VP5 agit positivement ou négativement sur 
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l’immunogénicité de la protéine VP2, puisque le niveau d’expression de VP2 est déjà 

différent entre les deux vecteurs. Ce que nous pouvons en déduire, c’est que la présence de 

VP5 n’a pas été capable de compenser le faible niveau d’expression de VP2. Le rôle de VP5 

dans l’immunogénicité de la protéine VP2 n’a été que très peu étudié et les données 

disponibles sont différentes si les protéines sont exprimées en système baculovirus ou 

poxvirus (30, 197, 262, 278). Cette différence peut s’expliquer en partie par la différence de 

niveau d’expression de VP2 et VP5, du ratio ente VP2 et VP5 dans chaque système, de la 

possibilité de la formation d’un complexe conformationnel entre VP2 et VP5, de la 

localisation des protéines et de leur présentation au système immunitaire. Dans notre étude, 

les protéines VP2 et VP5, ne colocalisent pas dans les cellules RK13, puisque la protéine VP5 

est principalement localisée dans le noyau alors que la protéine VP2 est exclusivement 

cytoplasmique. De plus, après infection de cellules BHK21 par du BTV-8, VP5 est localisée 

dans le cytoplasme (données non montrées). Aucun signal de localisation nucléaire n’a été 

trouvé sur la séquence de VP5. Il est possible que la protéine VP5 puisse s’associer à une 

protéine du MYXV et/ou cellulaire pour la translocation dans le noyau. 

En conclusion les résultats présentés dans cette partie suggèrent que de multiples paramètres 

peuvent influencer l’efficacité d’un vecteur poxvirus, in vivo. Par conséquent il apparaît 

primordial de définir précisément les modalités de production des antigènes par les vecteurs 

recombinants avant de conclure à la supériorité d’un système sur un autre. En effet, une 

quantité minimale d’antigène VP2 semble être requise pour stimuler une réponse immune 

suffisamment forte pour induire une protection.  

Enfin, les résultats obtenus avec le SG33-VP2 soulignent l’intérêt de ce vecteur pour la 

vaccination des ruminants. Des expériences supplémentaires apparaissent cependant 

nécessaires pour améliorer l’efficacité de la vectorisation du MYXV chez les moutons dans le 
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cadre de la vaccination contre la bluetongue, comme déterminer la dose minimale de VP2 

pour induire une protection complète contre une épreuve virulente. 
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B. Evaluation du pouvoir protecteur du recombinant SG33 exprimant 

la protéine structurale VP7 

1. Introduction 

Nous avons précédemment montré que l’immunisation par un recombinant MYXV exprimant 

la protéine sérotype spécifique VP2, était capable d’induire une réponse immune à la fois 

humorale et cellulaire pouvant conférer une protection partielle mais significative contre une 

épreuve homologue hyper-virulente de BTV-8. Cela confirme la pertinence de l’utilisation du 

MYXV en tant que vecteur vaccinal chez les ovins. Dans cette continuité nous avons évalué 

la capacité d’un recombinant SG33 exprimant la protéine structurale VP7 à induire une 

réponse immune cellulaire, permettant une protection hétérologue. 

La protéine VP7 étant relativement conservée entre les sérotypes du BTV, elle porte la 

spécificité de groupe. Par ailleurs VP7 est impliquée dans la réponse LTh contre le virus BTV 

(158). Sur la base de ces connaissances, il a été proposé que VP7 puisse participer à 

l’induction d’une réponse protectrice contre plusieurs sérotypes du BTV. 

A ce jour, deux études ont permis de démontrer le rôle de la protéine VP7 dans la protection 

contre une épreuve virulente, l’une utilisant un système d’expression baculovirus et l’autre 

poxvirus. Pearson et Roy, en 1993 ont montré que les moutons immunisés avec des CLP 

contenant uniquement les protéines VP7 et VP3 du BTV-10 étaient partiellement protégés 

contre une inoculation d’épreuve homologue (BTV-10), mais aussi contre plusieurs 

inoculations d’épreuve hétérologue (BTV-2, -4, -11, -20 et -23), sans présence d’anticorps 

neutralisants. De plus des souris immunisées avec ces mêmes CLP, développent des CTL 

capables de lyser les cellules infectées par un recombinant exprimant les protéines VP7 et 

VP3 (260). Une autre étude a permis de démontrer qu’une immunisation avec un vaccin 

recombinant capripoxvirus exprimant la protéine VP7 du BTV-1, pouvait induire une 
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protection partielle contre à la fois une inoculation d’épreuve homologue (BTV-1) et 

hétérologue (BTV-3), en l’absence totale d’anticorps neutralisants, suggérant l’implication 

d’une réponse cellulaire dans la protection contre la maladie (346). Dans cette étude, les 

animaux témoins et vaccinés ont développés des signes cliniques lors de l’infection avec le 

BT-3, mais seuls les animaux vaccinés à l’aide du recombinant Capripoxvirus exprimant la 

protéine VP7 ont survécu.  

Pour confirmer et affiner ces études, nous avons utilisé un vecteur SG33 exprimant la VP7 

(SG33-VP7) du BTV-2. Par ailleurs, dans le but d’augmenter l’immunogénicité du vecteur 

SG33-VP7, l’utilisation de molécules immunomodulatrices comme le GM-CSF et l’IFNα, en 

tant qu’adjuvant a été envisagée. Les propriétés du GM-CSF en tant qu’adjuvant reposent 

notamment sur sa capacité à stimuler localement la prolifération et la maturation des CPA, 

comme les cellules de Langherans et les cellules dendritiques présentes au niveau du site 

d’injection, à activer les macrophages et à augmenter l’expression des antigènes du CMH II 

(64, 359). De plus, l’injection de GM-CSF augmenterait le nombre de DC activées au niveau 

des nœuds lymphatiques, ce qui permettrait d’amplifier la réponse immune à médiation 

cellulaire et humorale (267). Quand aux IFN de type I, parmi lesquels les IFNα, ils activent 

les cellules dendritiques et délivrent des signaux qui permettent l’activation des LT. Ils 

amplifient à la fois la réponse cytotoxique et la réponse humorale et constituent des adjuvants 

potentiellement très efficaces contre les infections virales (55, 333). 
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2. Matériels et méthodes 

2.1. Cellules et virus 

Les cellules rénales de lapin 13 (RK13, ATCC CCL-37) et les cellules Vero (ATCC CCL-81) 

sont maintenues dans du milieu DMEM additionné de pénicilline à 100UI/ml final et 

streptomycine à 100µg/ml, supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF).  

Les PBMC sont maintenues dans du milieu RPMI 1640 Glutamax, 25mM Hepes (GIbco-

BRL) supplémenté avec 10% de SVF, 1% de pyruvate de sodium (Gibco-BRL), 1% d’acides 

aminés non essentiels, 1% de β-mercapto-ethanol, de pénicilline à 100UI/ml final et 

streptomycine à 100µg/ml. 

Le virus recombinant SG33-VP7 était déjà disponible (263). Brièvement, le plasmide de 

transfert pVP7 a été obtenu par insertion du gène codant pour la protéine VP7 du BTV-2 sous 

la dépendance d’un promoteur précoce-tardif p7.5 dans le plasmide pAT-GPT, qui lui-même 

contenait les séquences homologues du MYXV, M009L et M012L ainsi que la cassette de 

sélection E co-GPT. Le SG33-VP7 a été obtenu par recombinaison homologue après infection 

des cellules RK13 par la souche SG33 du MYXV et après transfection avec le plasmide pVP7 

(Figure 17). Les virus SG33 recombinés sont propagés sur cellules RK13 en milieu DMEM 

(Dubelcco's Minimal Eagle Medium, Gibco ®) additionné de pénicilline à 100 UI/ml final et 

streptomycine à 100 µg/ml, supplémenté avec 2% de SVF. La sélection des virus recombinés 

gpt+ a été réalisée dans le milieu de sélection MX-HAT constitué de DMEM 5 % SVF 

supplémenté en acide Mycophénolique 25 µg/mL (Sigma), en Xanthine 250 µg/mL (Sigma), 

en Hypoxanthine 15 µg/mL, en Aminoptérine 0,176 µg/mL et en Thymidine 4 µg/mL. 

L’expression de VP7 a été au préalable validée dans les cellules RK13 infectées par le SG33-

GFP.  
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Figure 17. Construction du virus recombiné SG33-VP7 
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2.2. Protocole expérimental (Figure 18) 

Les moutons obtenus sont issus de croisements de brebis de race Lacaune et de béliers basco-

bernais. Ils étaient indemnes de FCO, comme l’ont confirmé les résultats négatifs obtenus par 

RT-PCRq (taqvet, Lsi, France), par ELISA (Id-Vet VP7, France) et par test de 

séroneutralisation. Ils ont été divisés en quatre groupes de quatre moutons. Les moutons du 

groupe 1 n’ont pas été immunisés. Dans les groupes 2, 3 et 4, les moutons ont été immunisés  

trois fois par voie intradermique à J0, J24 et J90 avec du SG33-GFP purifié seul 

(2.107UFP/mouton, groupe 2), ou en présence de GM-CSF (5µg/moutons, groupe 3) ou 

d’IFNα (2µg/moutons, groupe 4), (Figure 18). Par la suite 9 moutons immunisés ont été 

sélectionnés, sur base des résultats obtenus : les quatre meilleurs répondeurs parmi lesquels 

deux moutons immunisés avec le SG33-VP7 non adjuvé, un mouton immunisé avec SG33-

VP7 adjuvé avec du GM-CSF et un mouton immunisé avec SG33-VP7 adjuvé avec l’IFNα, et 

cinq moutons contrôles, non immunisés. Ces neuf moutons ont été éprouvés avec la souche 

BTV-8 (W1B2, Allemagne, 2007), dix mois après la première immunisation à J310. 

L’inoculation d’épreuve a été réalisée par injection sous-cutanée de 10ml de sang infectieux 

(charge virale = 2,7 x 106 dsRNA copies/mL) et par trois injections intradermiques de 1 mL 

(1mL/injection), d’un surnageant de culture BHK infectées par la même souche virale (titre de 

5.105UFP/ml). Le sang infectieux a été prélevé sur un mouton au pic de la virémie, infecté 6 

jours auparavant avec la souche W1B2 du BTV-8. Suite à l’inoculation d’épreuve, un suivi 

clinique a été réalisé par le même opérateur, tous les jours pendant 17 jours. L’examen 

clinique comprenait une mesure de la température rectale et la notation de signes cliniques 

selon un système de score indiqué dans l’étude précédente. Vingt-deux jours après 

l’inoculation d’épreuve, les animaux ont été euthanasiés sous anesthésie générale par injection 

de 5 mg/kg de kétamine et de 15 mg/kg de pentobarbital sodique, puis autopsiés.  
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Figure 18. Protocole expérimental 
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2.3. Evaluation de la réponse immunitaire 

2.3.1. Réponse cellulaire 

Après isolement, les PBMCs sont marquées au CFSE (Molecular Probes), et analysées selon 

le protocole décrit lors de la deuxième étude. Elles sont stimulées en présence de milieu, soit 

de Concanavaline A (ConA, activateur non spécifique des LT, 1µg/ml final), de SG33-VP7 

purifié (MOI=1) ou de la protéine VP7 purifiée (1µg/mL final). L’acquisition est réalisée avec 

un FACScalibur (Becton Dickinson). L’analyse est réalisée avec le logiciel Flowjo. 

2.3.2. Réponse humorale 

Le sang des moutons a été prélevé dans des tubes secs à J0, J24, J54, J90 et J154. La réponse 

sérologique contre le MYXV et la protéine VP7 est évaluée en utilisant un ELISA indirect. 

Brièvement, les plaques ELISA sont coatées avec 1µg de virus purifié SG33-VP7 ou de 

protéines VP7 pendant toute une nuit à 4°C. Les plaques sont ensuite lavées trois fois en PBS-

Tween-BSA et mises en présence des sérums à tester à différentes concentrations. La liaison 

des anticorps anti-MYXV ou anti-VP7 est visualisée par l’incubation de sérum de cheval anti-

IgG de mouton conjuguée à la HRP (horse Raddish peroxydase) (Serotec). Trente cinq 

minutes après l’ajout de substrat (2,4mg/mL de tétramethylbenzidine) (Sigma), la réaction est 

stoppée avec de l’acide sulfurique (1N). La densité optique de chaque échantillon est mesurée 

à une longueur d’onde A450nm. 

La détection des anticorps anti-VP7 après inoculation d’épreuve a aussi été effectuée à l’aide 

d’un ELISA par compétition de liaison (ID Screen Bluetongue Competition, ID-VET, 

Montpellier, France). 

La séroneutralisation du vecteur vaccinal SG33, est réalisée en effectuant des dilutions en 

série de sérums, d’un facteur 4, du 1/6 jusqu’au 1/32, puis mettant les sérums en contact avec 
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150 UFP de virus SG33 par puits. Après une heure d’incubation à 37°C, le mélange SG33-

sérums dilués  est ajouté aux cellules RK13, les plaques sont incubées pendant 2 heures à 

37°C sous 5% de CO2, le milieu est changé et les plaques sont incubées pendant 48h à 37°C 

sous 5% de CO2. Les résultats obtenus sont exprimés en titre viral de la dernière dilution sans 

effet cytopathique. Les sérums avec des titres supérieurs à 10 sont considérés comme positifs. 

La séroneutralisation du BTV est réalisée en effectuant des dilutions de sérums de 2 en 2, du 

½ jusqu’au 1/5664e. Les dilutions sont mises en présence de 100-200 TCID50 de BTV-8 

W1B2 dans des plaques 96 puits. Après 2 heures d’incubation à 37°C, le mélange FCO et 

sérum est ajouté aux cellules Vero, le milieu est changé et les plaques sont incubées à 37°C, 

sous 5% de CO2, pendant 5 à 6 jours. Les résultats obtenus correspondent à l’inverse de la 

dilution la plus haute qui permet la protection de 50 % des cellules Vero. Ils sont exprimés en 

DE50 (dose efficace 50%), calculés selon la méthode de Spearman-Kärber (329). 

2.4.  Quantification de l’ARN viral 

La virémie a été mesurée quotidiennement pendant 8 jours après l’inoculation d’épreuve, sur 

l’ensemble des moutons. Le sang des moutons est prélevé dans des tubes EDTA. L’extraction 

d’ARN de 100µl de sang est effectuée à l’aide du kit d’extraction nucleospin RNA virus 

(Machery-Nagel). La détection du BTV est réalisée par RT-qPCR sur le gene L1 du BTV 

avec le kit Taqvet all genotypes (LSI, Lissieu, France). Pour la quantification, une courbe 

étalon du plasmide est obtenue par dilutions du plasmide pBTVM contenant le réplicon L1 

(aimablement fourni par le Dr Sellal, LSI). 
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3.  Résultats 

3.1. Réponse immune induite par le recombinant SG33-VP7 

3.1.1. Réponse cellulaire 

Pour évaluer la capacité du vecteur SGG33-VP7 à induire une réponse immune cellulaire chez 

les ovins après immunisation, nous avons testé la réponse cellulaire LT CD4+ dirigée contre le 

virus recombiné et contre la protéine VP7 sur les PBMC de tous les animaux à J90, à l’aide du 

test de prolifération des lymphocytes marqués au CFSE.  

Les résultats de la lymphoprolifération indiquent que, par rapport aux cellules non stimulées 

(milieu), la stimulation des lymphocytes en présence de la conA, active bien les LT CD4+, 

suggérant que les LT CD4+ de tous les animaux sont activables (Figure 19). Lorsque l’on 

compare les groupes de moutons immunisés avec le SG33-VP7, en présence ou non 

d’adjuvant, avec le groupe de moutons non immunisés, aucune différence significative n’a été 

observée (Mann-Whitney). Cependant il est à noter une grande hétérogénéité des réponses 

cellulaires LT CD4+ individuelles des animaux au sein d’un même groupe. Ainsi, il semblerait 

que stimulés en présence de SG33-VP7, l’activation des lymphocytes soit plus grande chez 

les animaux immunisés avec le SG33-VP7 adjuvé avec du GM-CSF, suggérant que l’adjuvant 

GM-CSF augmenterait l’immunogénicité du vecteur recombinant. Par ailleurs nous avons 

également étudié la stimulation des LT CD4+ avec une protéine recombinante VP7 seule mais 

à ce stade, il nous a été impossible de détecter une réponse LT CD4+ vis-à-vis de la protéine 

recombinante du fait de sa trop grande cytotoxicité (données non montrées). 



POUVOIR PROTECTEUR DU SG33­VP7 

141 
 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 19. Activation des LT CD4 (J90) de l’ensemble des moutons. 
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3.1.2. Réponse humorale 

La réponse humorale contre SG33-VP7 (Figure 20) ou la protéine VP7 (Figure 21) a été 

obtenue à partir de sérums prélevés après immunisation à J0, J24, J54 et J154. Les moutons 

immunisés avec le vecteur SG33-VP7 non adjuvé, ne développent une réponse anticorps anti-  

SG33-VP7 qu’à partir de J54. Les titres d’anticorps anti-SG33-VP7 semblent être légèrement 

plus élevés à J154 comparés à ceux du J54.  

Les moutons immunisés avec SG33-VP7 en présence de GM-CSF, développe une réponse 

anticorps contre le SG33-VP7, cette production est moindre chez les moutons immunisés avec 

du SG33-VP7 adjuvé avec de l’IFNα. Une réponse anticorps dirigée contre la protéine VP7 a 

aussi pu être détectée à J54 et J154, elle semble plus importante chez les animaux immunisés 

avec le SG33-VP7 non adjuvé (Figure 21) que celle observée après une immunisation avec le 

SG33-VP7 adjuvé avec du GM-CSF ou de l’IFNα. Du fait de la grande hétérogénéité des 

réponses anticorps à la fois contre le SG33-VP7 et la protéine VP7, il nous est difficile de 

conclure à un effet significatif des adjuvants GM-CSF et IFNα. Par ailleurs une analyse 

statistique (Mann-Whitney) montre qu’aucune différence significative n’a été observée entre 

les animaux vaccinés avec le SG33-VP7 non adjuvé et les animaux vaccinés avec les SG33-

VP7 adjuvés. 

L’étude de réponse anticorps spécifique du MYXV ou du BTV après immunisation à J154 a 

été testée par séroneutralisation vis-à-vis du MYXV et du BTV-2 atténué, et a montré 

qu’aucun animal ne développait d’anticorps neutralisants que ce soit vis-à-vis du MYXV ou 

du BTV-2 atténué (Tableau 7).  
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Figure 20. Réponse anticorps anti-SG33-VP7 de tous les moutons aux temps J0, J24, J54 et 
J154 après la première immunisation. Les chiffres 1, 2, 3 et 4 représentent individuellement 
les 4 moutons de chaque groupe. Les tirets représentent le titre moyen des 4 moutons d’un 
même groupe à un temps donné. 

 

 

Figure 21. Réponse anticorps anti-VP7 de tous les moutons aux temps J54 et J154 après la 
première immunisation. Les chiffres 1, 2, 3 4 représentent individuellement les 4 moutons de 
chaque groupe. Les tirets représentent le titre moyen des 4 moutons d’un même groupe à un 
temps donné 
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Tableau 7. Récapitulatif de l’essai vaccinal avec le vecteur SG33-VP7 avant inoculation 
d’épreuve. ++++ : réponse très positive, +++ réponse observée, ++, réponse faiblement 
positive, +/- indéterminé, -, négatif. Les moutons qui sont considérés comme meilleurs 
répondeurs, ont été sélectionnés pour participer à l’épreuve virulente et apparaissent encadrés 
en rouge. 
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3.2. Etudes de protection sur les mouton éprouvés avec du BTV-8 

Comme nous l’avons montré précédemment, la présence d’adjuvant qu’il soit du GM-CSF ou 

de l’IFNα, n’a aucun effet significatif sur l’immunogénicité du recombinant SG33-VP7. C’est 

pourquoi, pour tester le pouvoir protecteur du recombinant SG33-VP7 contre une inoculation 

d’épreuve virulente, nous avons choisi d’inoculer neuf moutons, parmi lesquels quatre 

animaux non immunisés et les cinq meilleurs répondeurs, en terme de réponse cellulaire et/ou 

de réponse humorale. Dix mois après la première immunisation et 220 jours après la dernière 

immunisation ces neuf moutons ont été inoculés avec la souche W1B2 du BTV-8. La 

protection clinique et virologique a été suivie durant 17 jours après l’inoculation d’épreuve. 

3.2.1. Protection clinique  

Pour les groupes d’animaux immunisés et non immunisés, la température rectale moyenne 

augmente à partir de J3 jusqu’à atteindre un pic à J6 (42°C), puis elle diminue pour atteindre 

des valeurs physiologiques après J15 (Figure 22). On observe que le profil d’évolution de la 

moyenne des températures de chacun des deux groupes est similaire.  

Aucune différence significative n’est observée entre le groupe non immunisé et le groupe 

immunisé (ANOVA, p>0.05). De même que la température rectale, le profil des courbes de 

score clinique entre les groupes non immunisés et immunisés est identique et caractérisé par 

une augmentation entre le J5 et J8 (Figure 23). Là encore, l’analyse statistique ne montre 

aucune différence significative (ANOVA, p>0.05). Le modèle d’épreuve s’est avéré 

modérément virulent, comme en témoigne la valeur des scores cliniques. 

Ces résultats montrent que l’immunisation des moutons par le SG33-VP7 n’induit pas une 

protection clinique contre une infection par le BTV-8. 
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Figure 22. Suivi du score clinique des moutons après inoculation d’épreuve par le BTV-8. 
L’évolution de la moyenne des scores cliniques des animaux non immunisés ou immunisés 
avec SG33-VP7, est représentée. 

 

Figure 23. Suivi de la température rectale des moutons après inoculation d’épreuve par le 
BTV-8. Les variations des moyennes des températures des animaux non immunisés ou 
immunisés avec SG33-VP7, sont représentées.  
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3.2.2. Protection virologique 

Les ARN du BTV-8 ont été détectés en grande quantité dans le sang des moutons de J2 à J8 

pour le groupe SG33-VP7 et de J4 à J8 pour le groupe contrôle. Les cinétiques et les charges 

virales  sont similaires entre les deux groupes avec un maximum (> 4 log10 copies d’ARN du 

BTV par mL de sang), à J6 et J8 post-infection pour les animaux non immunisés et 

immunisés, respectivement (Figure 24). Aucune différence significative n’a été observée 

entre les deux groupes. L’immunisation des moutons par le SG33-VP7 n’induit pas de 

protection virologique contre une infection par le BTV-8. 

3.3. Réponse immune induite après l’inoculation d’épreuve  

La réponse anticorps anti-VP7 a été étudiée après inoculation d’épreuve, à l’aide d’un ELISA 

commercial de compétition. Sur la figure 25, la réponse humorale anti-VP7 se développe plus 

rapidement chez les animaux immunisés que chez les animaux non immunisés, suggérant que 

la présence d’une réponse immunitaire mémoire a permis un développement plus rapide de la 

réponse anticorps suite à l’inoculation d’épreuves. A J6, le pourcentage moyen de compétition 

entre les groupes immunisés et non immunisés est significativement différent (ANOVA, 

p<0.05). 
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Figure 24. Virémie des moutons après inoculation d’épreuve. La virémie a été mesurée 
quotidiennement de J0 à J8 sur les dix moutons.  

 
 

Figure 25. Réponse anticorps anti-VP7 après l’inoculation d’épreuve (ANOVA, p<0.05 (*))  
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4. Discussion 

Dans cette étude, nous avons montré que les animaux immunisés avec le recombinant SG33-

VP7 étaient capables de développer d’une part une réponse immune cellulaire LT CD4+ et 

d’autre part une réponse humorale aussi bien contre le vecteur que contre le transgène. Par 

contre suite aux immunisations, aucun anticorps neutralisant le BTV ou le MYXV n’a été 

produit. La réponse cellulaire et humorale induite s’est avérée insuffisante pour conférer une 

protection clinique et virologique suite à une épreuve virulente hétérologue. Cependant suite à 

l’inoculation d’épreuve, une réponse humorale anti-VP7 s’est développée plus rapidement 

chez les animaux immunisés par rapport aux animaux non immunisés, suggérant que le 

vecteur est suffisamment immunogène pour induire la mise en place d’une réponse 

immunitaire mémoire, qui persiste dans le temps. Cette réponse mémoire est certainement liée 

à la forte réponse LT CD4+ ou à la présence de LB mémoires chez les animaux que l’on a 

choisis. Même si l’immunisation des animaux par le recombinant SG33-VP7, n’a pas induit 

de protection virologique et clinique contre une inoculation d’épreuve virulente, les résultats 

obtenus ont confirmé que le MYXV est immunogène et sûr d’emploi puisque là encore aucun 

effet secondaire, ni aucune réaction au niveau du site d’injection n’ont été observés. 

Néanmoins des études complémentaires sont nécessaires pour améliorer la vaccination avec 

ce vecteur. En effet au cours de l’étude, la réponse immune générée par le recombinant SG33-

VP7 était très hétérogène chez les animaux au sein d’un même groupe. Cette hétérogénéité est 

vraisemblablement due à une variabilité de la réceptivité entre les animaux et pourrait être 

corrigée par une augmentation de la dose vaccinale. Boone et al, 2007, ont montré que 

l’immunisation d’animaux avec 6,3.108 UFP de CNPV-BTV a permis la protection de la 

maladie contre une souche de BTV. La quantité que nous avons utilisée dans notre étude 

(2.107 UFP) est proche de celle utilisée par Wade-Evans (1,5.107 UFP), à la différence que 

dans son étude, il s’agissait d’un vecteur réplicatif. Cela signifie que la quantité de protéines 
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recombinantes exprimée par le MYXV dans ces conditions est inférieure à celles des deux 

autres essais.  

Par ailleurs, malgré le fait que le SG33-VP7 en présence de GM-CSF soit capable d’induire 

une réponse cellulaire et humorale relativement plus élevée, il semblerait que dans notre 

contexte, l’utilisation d’adjuvant GM-CSF ou IFNα, n’ait pas d’effet significatif sur 

l’immunogénicité du MYXV. Lorsque des cellules dendritiques sont infectées par le MYXV, 

les voies de signalisation des IFN de type I sont très fortement activées, suggérant que le virus 

induit une forte production d’IFN de type I. Ainsi l’ajout d’IFNα n’est sans doute pas utile 

dans un contexte où les voies mobilisées par cette cytokine sont déjà très fortement induites. 

L’étude réalisée par Reali et al, 2005, a montré que l’administration sous-cutanée de GM-CSF 

intégré dans un Fowlpox virus (FWPV) non réplicatif à des souris, stimule la maturation et la 

prolifération des CPA et amplifie donc la réponse immunitaire de l’hôte. Cette action du GM-

CSF est d’autant meilleure lorsque le gène codant pour cette cytokine  est intégrée dans le 

vecteur. Ainsi dans notre cas, il faudrait sans doute envisager d’intégrer ces cytokines dans le 

vecteur lui-même afin d’avoir des résultats plus concluants, mais aussi se tourner vers 

d’autres types d’adjuvants, comme le Carbopol ou l’adjuvant incomplet de Freund qui ont été 

utilisés avec succès dans plusieurs vaccinations (89, 280). 

Par rapport à l’étude de Wade-Evans et al. en 1996, une réponse humorale non neutralisante et 

une réponse cellulaire ont été détectées dans notre étude. Mais aucune protection contre la 

maladie n’a été observée, alors que le vecteur que nous avons utilisé a déjà fait ses preuves 

dans les expériences précédentes. Plus récemment, d’autres équipes ont réalisé des 

expériences en faisant exprimer la protéine VP7 par un Capripoxvirus (vecteur réplicatif chez 

les ovins) ou un Adénovirus et n’ont obtenu aucune protection. Les résultats obtenus vont 

dans le même sens que ceux de l’étude de Lobato en 1997, au cours de laquelle, la protéine 

VP7 produite par un virus recombiné VACV s’est révélée peu immunogène chez le mouton 
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(346). Il semble donc que l’absence de protection soit en partie liée au choix de la protéine 

VP7. Les résultats de Wade-Evans semblent être isolés et les observations plus récentes 

contredisent leurs conclusions (346). L’inefficacité de la protéine VP7 en tant qu’antigène 

vaccinal peut s’expliquer par plusieurs points. En premier lieu, il est connu que VP7 n’induit 

pas de réponse en anticorps neutralisants (148). Par ailleurs, il n’existe aucune démonstration 

de l’activité des anticorps anti-VP7 dans des mécanismes de protection antivirale, tels que 

l’ADCC.  

Dans la structure du virion, VP7 s’associe en trimère et avec VP3. Il est possible que cette 

structure conformationelle soit importante pour induire une réponse immunitaire efficace. 

Ainsi, afin d’optimiser les antigènes du BTV, il serait intéressant d’envisager la génération 

d’un recombinant MYXV exprimant les protéines VP3 et VP7 de capside interne.



 

152 
 

 

 



 

153 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

154 
 

 

 

 



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 

155 
 

Dans le but de réunir à la fois sûreté d’emploi et efficacité protectrice, les stratégies 

vaccinales basées sur l’utilisation de poxvirus recombinés ont beaucoup évolué pendant ces 

dernières années. De nouvelles pistes ont donc été explorées chez les mammifères, 

notamment l’élaboration de souches du virus de la vaccine ayant perdu leurs capacités 

réplicatives (NYVAC, MVA) ou bien l’utilisation de poxvirus aviaires non réplicatifs. Ainsi 

des vaccins recombinés, issus de canaripoxvirus sont commercialisés en médecine vétérinaire 

(vaccination contre la grippe équine ou la leucose féline) (253, 326).  

C’est dans ce cadre que s’inscrit ce travail de thèse, qui a consisté à évaluer les conditions 

nécessaires au développement du MYXV en tant que vecteur vaccinal non réplicatif chez les 

ruminants. Ces travaux prospectifs ont été appliqués à la vaccination contre la FCO, une 

maladie virale parmi les plus sévères dans l’espèce ovine. Plusieurs vaccins de types atténués 

ou inactivés sont disponibles mais ils sont spécifiques d’un sérotype donné. Ils sont utilisés 

sous forme monovalente ou multivalente selon le contexte épidémiologique de la zone à 

vacciner. L’utilisation de vaccins multivalents peut être problématique puisque la réponse 

immunitaire varie en fonction du sérotype présent dans la préparation vaccinale (342). A ce 

jour leur utilisation ne permet pas de différencier les animaux vaccinés des animaux infectés 

(stratégie DIVA). C’est pourquoi de nouvelles stratégies vaccinales comme les vaccins à base 

de VLP ou à base de poxvirus recombinés font actuellement l’objet de recherches. 

L’utilisation d’un poxvirus en tant que vecteur vaccinal a été évaluée avec plus ou moins de 

succès sur des animaux éprouvés par le BTV. C’est le cas du virus de la vaccine, du 

capripoxvirus et du canaripoxvirus (30, 197, 262, 346). Cependant les capripoxvirus ne 

peuvent être utilisés dans les pays indemnes de capripoxviroses comme les pays de l’UE, et le 

virus de la vaccine, quant à lui, présente une pathogénicité résiduelle non négligeable. C’est 

pourquoi, l’idée de tester le potentiel du MYXV en tant que vecteur vaccinal chez une espèce 

non hôte s’est imposée. Nous avons donc envisagé d’utiliser la souche SG33 atténuée du 
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MYXV, qui a perdu plusieurs facteurs de pathogénicité. En outre le MYXV a déjà fait ses 

preuves lors de la vaccination contre la calcivirose féline (216, 217). Par ailleurs, si plusieurs 

vecteurs poxviraux étaient disponibles, cela permettrait d’envisager de nouveaux protocoles 

tels que la technique du "prime-boost" (142, 212) qui consiste à utiliser des vecteurs 

vaccinaux différents entre la primovaccination et les rappels ultérieurs. 

 

Interactions MYXV/ DC 

Nous avons décidé dans un premier temps de continuer l’exploration des interactions entre le 

MYXV et les cellules de ruminants en nous focalisant sur les DC ovines, ces cellules étant 

considérées comme les chefs d’orchestre de la réponse immunitaire innée et adaptative. 

Nous avons montré que le MYXV est capable d’infecter les DC d’origine ovine et d’y 

exprimer un transgène, tout en réalisant un cycle abortif. L’infection par le MYXV n’entraîne 

qu’une très faible maturation des DC ovines. L’effet des poxvirus sur la maturation des DC et 

leur capacité ou non à activer les lymphocytes T, reste sujet de controverses (83, 178, 195, 

298, 358). Dans notre étude, nous avons montré que, malgré la faible maturation induite par le 

MYXV, les DC infectées sont capables de présenter l’antigène aux LT de façon efficace, 

puisqu’une réponse immune spécifique du transgène a été observée in vitro mais aussi chez 

l’animal, avec le développement d’une forte réponse anticorps. Nous avons aussi montré que 

le MYXV infecte préférentiellement les DC de type Langerhans et induit leur mort par 

apoptose. Les corps apoptotiques qui en résultent pourraient être phagocytés par les cellules 

non infectées et présentés (par présentation croisée) aux LT. Ce phénomène a déjà été 

démontré in vitro (79), suggérant que l’apoptose pourrait jouer un rôle important dans la mise 

en place d’une réponse immunitaire. Dans notre étude, une fraction des DC (non infectées et 

infectées) est encore vivante 16 heures après l’infection. On peut donc supposer que ces DC, 

après avoir quitté les tissus, vont gagner le nœud lymphatique drainant, à différents stades de 
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l’infection, certaines encore vivantes et d’autres en train de mourir par apoptose. Les corps 

apoptotiques dans le nœud lymphatique seraient alors pris en charge par les DC résidentes 

(Figure 26) qui pourraient alors présenter les épitopes du transgène aux LT (présentation 

croisée), entraînant ainsi leur activation et la mise en place de la réponse adaptative. Cette 

présentation croisée favoriserait plutôt l’activation des LT CD8+, via une réponse de type Th1. 

Cette hypothèse serait en concordance avec les résultats obtenus lors de l’analyse du profil 

d’expression génique des DC en réponse à une infection par le MYXV. 

En effet, l’apparition de nouvelles technologies, comme l’étude du profil d’expression des 

gènes, a permis d’explorer plus en détails les mécanismes impliqués dans la mise en place de 

la réponse immunitaire, et notamment les modifications de l’expression des gènes des cellules 

dendritiques à la suite du contact avec un agent pathogène. C’est ainsi qu’en 2007, Guerra et 

al, ont comparé le profil d’expression génique des cellules dendritiques suite à une infection 

par MVA ou NYVAC. Cette analyse a été effectuée 6 heures après infection à cause de l’effet 

cytopathique des poxvirus, qui est associé à une dégradation des ARN et l’induction de 

l’apoptose des cellules dendritiques à des temps plus tardifs. L’analyse du profil d’expression 

génique des cellules dendritiques infectées par le MVA ou le NYVAC, a mis en évidence 544 

gènes distincts dont 195 sont communs aux deux virus. L’infection par le MVA, induit 

l’expression de 359 gènes alors que celle avec NYVAC ne modifie l’expression que de 165 

gènes, parmi lesquels, on retrouve IL-12β, IFNβ, TNFα (plus élevé pour MVA), NFκB. Seule 

l’infection par le MVA induit l’expression de OASL, MDA5, IRIG-1, IFN de type I, IL-6 et 

la surexpression de la voie de signalisation des TLR (134). 
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Figure 26. (A) Scénario possible du rôle des cellules circulantes et résidentes dans la 
présentation des antigènes aux LT suite à une infection par le MYXV (adapté de Villadangos, 
nature, 2007(345)). Les cellules dendritiques types Langerhans peuvent être infectées au 
niveau du derme par le MYXV, elles vont migrer vers les nœuds lymphatiques, où une partie 
d’entre elles va mourir par apoptose. Il en résulte la formation de corps apoptotiques qui vont 
être pris en charge par les DC résidentes CD8+, après transfert de l’antigène des cellules 
circulantes mortes par apoptose. Les DC résidentes vont ensuite présenter les antigènes 
exogènes soit au LT CD4+ soit au LT CD8+ par présentation croisée et induire ainsi leur 
activation. (B) Les voies de présentation antigénique des cellules dendritiques. Toutes les DC 
ont les voies de présentation antigénique par le CMH de classe I (protéines endogènes) ou 
CMH de classe II (protéines exogènes et endogènes) fonctionnelles. Les DC CD8+ ont la 
capacité de présenter des antigènes exogènes par les molécules de CMH de classe I 
(présentation croisée), bien que les mécanismes impliqués dans cette voie soient encore mal 
compris.  
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Dans notre étude, l’analyse transcriptomique des DC montre que l’infection par le MYXV 

induit la transcription de gènes et de cytokines pro-inflammatoires impliqués dans les 

fonctions majeures des DC, comme la mise en place d’une réponse antivirale (réponse IFN de 

type I), la communication entre les cellules de l’immunité innée et adaptative, et la 

polarisation de la réponse immune adaptative vers une réponse de type Th1. 

La comparaison du profil d’expression génique induit par le MYXV avec les profils induits 

par les autres poxvirus ou par un vaccin à virus atténué contre la fièvre jaune (YF17D), 

indique que certains gènes régulés sont communs ; il s’agit notamment des gènes impliqués 

dans la réponse inflammatoire et la réponse IFN de type I (233). Le vaccin YF17D a été 

démontré comme l’un des vaccins les plus efficaces chez l’homme. Cette signature 

transcriptomique, si elle est étendue à d’autres vaccins pourrait s’avérer être un outil précieux 

pour évaluer l’efficacité de nouveaux candidats vaccins. En effet, une pré-évaluation des ces 

candidats vaccins, permettrait de faire une pré-sélection, réduisant ainsi les expérimentations 

d’immunisation et de protection qui sont en général très longues, lourdes à conduire et très 

coûteuses. 

 

Evaluation du pouvoir protecteur des recombinants MYXV chez des animaux éprouvés 

par le BTV 

Les données obtenues suite à l’étude de l’interaction entre le MYXV et les DC, nous ont 

confortés dans l’idée d’utiliser le MYXV comme vecteur pour l’immunisation des ruminants. 

Afin de valider notre système, il nous restait à établir in vivo la preuve de concept du pouvoir 

protecteur d’un candidat vaccin MYXV contre une maladie majeure. Nous avons choisi la 

FCO pour les raisons déjà évoquées, à travers deux études de protection, l’une contre une 

épreuve virulente homologue et l’autre hétérologue. 
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Dans le premier essai de protection, nous avons construit des recombinants MYXV exprimant 

la protéine VP2 du BTV-8 seule (SG33-VP2) ou en association avec la protéine VP5 du 

même sérotype (SG33-VP2/5). Nous avons montré que deux immunisations avec le SG33-

VP2 ont permis d’induire la production d’anticorps neutralisants et de protéger cliniquement 

les moutons contre une inoculation d’épreuve BTV-8. Cette protection était toutefois plus 

faible que celle obtenue chez les moutons vaccinés avec le vaccin inactivé Alsap8. Par 

ailleurs, de façon surprenante, l’immunisation des moutons avec le recombinant SG33-VP2/5, 

n’a pas induit de protection contre une épreuve virulente de sérotype homologue. Le 

deuxième essai de protection a été réalisé avec un recombinant exprimant la protéine VP7 du 

BTV-2, seul ou adjuvé avec du GM-CSF ou de l’IFN-α, contre une inoculation d’épreuve de 

sérotype hétérologue (BTV-8). Le vecteur SG33-VP7 a induit une réponse en anticorps non 

neutralisants après deux immunisations successives et une réponse cellulaire CD4. Cependant 

cette réponse immunitaire ne s’est pas révélée protectrice. Par ailleurs aucune différence n’a 

été observée entre les groupes immunisés avec ou sans les adjuvants, suggérant que les 

adjuvants n’ont pas eu d’effet sur la réponse immune. 

D’autres études de protection contre la FCO, utilisant d’autres poxvirus ou des baculovirus 

pour exprimer l’antigène, avaient déjà été publiées. Comme nous l’avons précédemment 

discuté, la comparaison avec ces études est difficile, tant elles différent les unes des autres par 

le protocole d’immunisation, la dose d’antigène injectée, la nature des antigènes du BTV, le 

mode d’administration de l’antigène, la construction des poxvirus ainsi que la souche de BTV 

utilisée lors de l’inoculation d’épreuve. Nous avons toutefois choisi de discuter certains 

facteurs qui, à notre avis, influencent soit le degré de protection soit l’interprétation des 

résultats. 
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• Le choix des antigènes utilisés 

Le choix des antigènes à sélectionner reposait principalement sur les données de la 

littérature. La protéine VP2 porte à la fois des épitopes majeurs responsables de la réponse 

neutralisante protectrice et des déterminants immunogènes majeurs des CTL et des LT helper. 

De plus, il a été montré que la présence de VP5 semblait augmenter la réponse en anticorps 

neutralisants, induite par la protéine VP2, probablement en favorisant la reconnaissance 

conformationelle des épitopes de VP2 (30, 197, 280). Dans la mesure où VP2 induit une 

réponse immunitaire spécifique du sérotype, nous avons aussi choisi de travailler avec la 

protéine VP7, qui est relativement conservée entre les groupes et susceptible d’offrir une 

protection hétérologue.  

L’intervention de l’immunité cellulaire est encore mal connue alors que son rôle semble être 

primordial dans la protection homologue voire hétérologue (260, 346). NS1 et VP2 sont les 

plus fréquemment reconnues par les CTL (158), alors que VP7, VP5 ou encore NS3 le sont 

peu voire pas du tout (9). Par ailleurs, Pearson et Roy (1993), ont montré que des moutons 

immunisés avec des CLP contenant uniquement les protéines VP7 et VP3 du BTV-10 étaient 

partiellement protégés contre une inoculation d’épreuve homologue (BTV-10), mais aussi 

contre une inoculation d’épreuve hétérologue (BTV-2, -4, -11, -20 et -23), et ce sans présence 

d’anticorps neutralisants. De plus des souris immunisées avec ces mêmes CLP, développaient 

des CTL capables de lyser les cellules infectées par un recombinant exprimant les protéines 

VP7 et VP3 (260). Sur la base de ces études, il serait intéressant d’envisager la génération de 

recombinants MYXV exprimant les protéines de capside interne VP3 et VP7, mais aussi NS1. 

En fait, un recombinant SG33-NS1 a été construit au laboratoire mais nous n’avons jamais pu 

valider son expression protéique. Les seules données de la littérature sur l’utilisation conjointe 

de poxvirus exprimant plus de deux antigènes proviennent de l’étude de Perrin et al. (2007). 

L’utilisation conjointe de capripoxvirus exprimant les protéines NS1, VP2, VP7 et NS3 du 
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BTV-2 a permis une immunisation partiellement protectrice lors d’une inoculation d’épreuve 

homologue. Toutefois il n’y avait pas dans cette étude de comparaison avec une utilisation 

individuelle des vecteurs, permettant d’évaluer le gain d’une vaccination multi-antigénique.  

Outre le choix des antigènes, se posait la question de l’utilisation simultanée de plusieurs 

antigènes par le même MYXV. Nous avons fait le choix de nous concentrer dans un premier 

temps sur un MYXV exprimant VP2 et VP5, pour les raisons déjà énumérées. Dans notre 

étude, les résultats obtenus avec le SG33-VP2 sont meilleurs que ceux obtenus avec le SG33-

VP2/5. Ces résultats confirment ceux présentés avec le VACV par Lobato et al (1997). Nous 

ne pouvons cependant infirmer le rôle de VP5 dans la réponse en anticorps neutralisants car 

nos deux recombinants n’expriment pas la même quantité de VP2. Par ailleurs, nous avons 

montré que VP5 était majoritairement nucléaire alors VP2 était exclusivement cytoplasmique 

après infection de RK13 avec les vecteurs recombinants SG33-VP2, SG33-VP5 et SG33-

VP2/5. L’absence d’interaction possible entre VP2 et VP5 pourrait expliquer la moindre 

efficacité du SG33-VP2/5. Il est à regretter l’absence d’information sur la co-localisation des 

protéines VP2 et VP5 produites par ces poxvirus.  

 

• Le niveau d’expression de l’antigène nécessaire pour stimuler 

une réponse immunitaire 

L’amplitude de la réponse immune dépend de la dose d’antigènes administrée. Au dessous 

d’un certain seuil, les protéines sont incapables d’induire une réponse immunitaire. Au dessus, 

l’augmentation graduelle de la réponse est proportionnelle à l’augmentation de la dose 

d’antigènes jusqu’à atteindre un plateau, s’en suit une diminution lorsque les doses d’antigène 

deviennent trop élevées. En effet lorsque les doses sont trop élevées, la réponse immune peut 

être inhibée (159). Nos résultats suggèrent, qu’au-delà d’une charge virale utilisée, il est 

primordial de pouvoir quantifier l’expression du transgène in vivo, ou à défaut in vitro, avant 
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de poser toute affirmation sur la validité ou non de l’utilisation d’un antigène. Lors de notre 

étude avec les vecteurs SG33-VP2 et SG33VP2/5, nous sommes partis sur des doses 

d’inoculation de 6.3x108 UFP par animal car ces doses avaient été utilisées avec succès par 

Boone et al. (2007) avec le vecteur non réplicatif canarypoxvirus. Toutefois nous n’avons pas 

de valeurs comparatives sur le niveau d’expression de l’antigène entre ces deux vecteurs in 

vitro et à fortiori in vivo. De même l’absence de protection induite par le SG33-VP7 pourrait 

s’expliquer en partie par la quantité de virus administrée (2x107 UFP/animal) et 

conséquemment la dose d’antigène inoculée. Toutefois la charge virale administrée n’est en 

rien garante de la quantité de VP7 produite in vivo, même si les données in vitro ont montré 

que le SG33-VP7 exprimait très fortement VP7 en cellules RK13 (données non montrées). 

Dans ce travail nous avons essayé de quantifier le niveau d’expression des protéines produites 

par nos deux vecteurs SG33-VP2 et SG33-VP2/5. Ces données ne sont malheureusement pas 

disponibles pour les autres poxvirus utilisés, ce qui empêche toute comparaison. De notre 

étude, il ressort que le niveau d’expression de VP2 est potentiellement responsable des 

différences d’efficacité observées entre les vecteurs SG33-VP2 et SG33-VP2/5. Nous n’avons 

cependant pas quantifié l’expression différentielle de VP2 in vivo après inoculation des 2 

vecteurs. Toutefois Roy et al (1990) ont montré qu’une différence d’un facteur 2 dans la 

quantité de VP2 inoculée à des moutons était déterminante dans l’induction d’une protection 

contre une épreuve virulente de BTV chez des moutons. Ainsi peut-on émettre l’hypothèse 

que dans notre système, le niveau d’expression de VP2 produite par SG33-VP2 est à un 

niveau minimal pour induire une réponse protectrice partielle, expliquant sa moindre 

efficacité par rapport au vaccin inactivé. A fortiori, le niveau d’expression de VP2 dans 

SG33-VP2/5 n’est pas suffisant pour stimuler une réponse immune protectrice. Pour 

confirmer ou infirmer cette hypothèse, il serait intéressant de procéder à des tests avec des 

titres croissants de SG33-VP2, utilisés seuls ou en association avec le recombinant SG33-



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 

164 
 

VP5, afin de déterminer la dose minimale nécessaire pour induire une protection totale contre 

une épreuve virulente. Le fait de combiner deux recombinants individuels, SG33-VP2 et 

SG33-VP5, pourrait aussi nous permettre de déterminer si l’efficacité moindre du double 

recombinant SG33-VP2/5 proviendrait de l’incompatibilité entre les deux gènes dans notre 

construction du double recombinant. Une autre solution serait d’apporter VP2 et VP5 par le 

même vecteur mais en insérant les gènes L2 et M5 dans deux sites intergéniques différents. 

 

Dans l’hypothèse d’un défaut dans le niveau d’expression de l’antigène, plusieurs voies 

pourraient être envisagées pour optimiser l’utilisation du MYXV.  

- Définir la charge virale minimale, en partant de la quantité de virus utilisée lors de la 

première étude. La dose de 6.3x108 UFP est déjà une dose importante et augmenter la 

quantité de virus à injecter pourrait alors poser des problèmes techniques lors de la 

production du virus vaccinal.  

- Augmenter le niveau d’expression des différentes protéines en jouant sur les 

promoteurs poxviraux. Les promoteurs entomopoxvirus 42k (précoce), du virus de la 

vaccine H6p (précoce-tardif) et p7.5 (précoce-tardif) ont été utilisés dans nos 

constructions (261, 330). Le promoteur H6p, utilisé pour l’expression de VP2 dans 

notre étude, semble un promoteur moins puissant que le promoteur 42k. C’est 

cependant le même promoteur qui a été utilisé pour exprimer la VP2 dans le 

canarypoxvirus (30). Il est possible que dans un contexte MYXV, la “force” de ce 

promoteur soit moins importante. Pour augmenter l’expression de VP2 il serait alors 

possible de placer le gène sous le contrôle d’un promoteur fort précoce-tardif, type 

p7.5, voire pIL1, qui possède une capacité d’expression dix fois plus importante que 

les autres promoteurs poxviraux (196). Par ailleurs nos résultats sur les interactions 

entre le MYXV et les cellules dendritiques ou les lymphocytes de ruminants montrent 
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une absence probable de transcription des gènes tardifs. Il est donc impératif d’utiliser 

dans nos constructions un promoteur ayant une activité forte lors de la phase précoce 

du cycle de réplication du MYXV.  

- Mieux cibler l’immunogénicité du MYXV chez les ruminants. Outre le niveau 

d’expression du transgène, de nouvelles approches peuvent être envisagées pour 

mieux cibler l’immunogénicité induite par les vecteurs poxviraux et notamment le 

MYXV. L’incorporation directe d’un antigène au sein même du virion par fusion avec 

une protéine d’enveloppe est une approche envisageable. Kwak et al. (2004), ont 

montré que l’immunisation avec un virus de la vaccine recombiné contenant la 

protéine Gag du HIV-1, fusionnée à la protéine B5R du virus de la vaccine, a permis 

une protection partielle des souris contre une souche de Listeria exprimant cette même 

protéine Gag (186). Cette stratégie a permis d’améliorer la réponse immunitaire contre 

l’antigène étranger comparé au virus de la vaccine recombiné standard. Dans le cas du 

MYXV, il a été envisagé le même processus mais avec deux protéines d’enveloppe 

représentatives de deux formes virales, M071L et M022L. M071L est une protéine 

immunodominante homologue de la protéine H3L de la vaccine, qui est présente de 

façon majoritaire sur l’enveloppe des IMV. M022L est une protéine homologue de la 

protéine F13L du virus de la vaccine, présente abondamment au niveau de l’enveloppe 

des EEV (86). Au sein du laboratoire deux recombinants comportant les protéines 

GFP ou M2e du virus influenza aviaire, fusionnées au niveau N-terminal de la 

protéine M022L, ont été construits. Tous les lapins immunisés avec ces deux 

recombinants ont développé des anticorps anti-GFP et anti-M2e respectivement. De 

plus, bien qu’issus de la souche sauvage T1, les virus recombinés étaient atténués chez 

les lapins, sans qu’il ait été observé de défaut de production virale in vitro. Compte 

tenu de ces résultats encourageants, des recombinants contenant le gène de la protéine 
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VP2 du BTV-8, fusionné au gène de M022L ou de M071L ont été construits. Leur 

évaluation est en cours. Enfin, l’utilisation de protéines de fusion pourrait permettre 

d’adresser plusieurs protéines recombinantes sur un même site cellulaire, comme par 

exemple VP2 et VP5.  

 

• L’importance du modèle d’épreuve 

La validation d’une inoculation d’épreuve repose en tout premier lieu sur des critères 

méthodologiques. Le principal est la capacité du modèle d’épreuve à reproduire dans le 

groupe contrôle non vacciné, la symptomatologie et la physiopathologie de la maladie telles 

qu’observées dans les conditions naturelles. Dans notre étude principale nous avons 

développé un modèle d’épreuve virulent à BTV-8, capable d’induire des signes cliniques 

sévères, nécessitant l’euthanasie de 2 des 5 moutons inoculés. Pour cela nous avons pris en 

compte différents paramètres tels que le statut des animaux, la virulence de la souche de BTV 

utilisée et le mode d’inoculation (68). Pour la FCO, il est communément admis que certaines 

races de moutons apparaissent plus sensibles que d’autres. Le choix des moutons Préalpes 

dans notre étude reposait sur des expériences préalables d’infection à BTV, qui avaient permis 

d’induire une symptomatologie significative chez les animaux contrôles. Plus que le sérotype, 

la virulence d’une souche dépend aussi de son topotype et probablement de sa non-atténuation 

par passages successifs en cultures cellulaires. Notre BTV-8 d’épreuve a été isolé à partir d’un 

foyer de FCO lors de l’épizootie de 2007 en Europe, qui s’est montrée particulièrement sévère 

(71, 355). L’inoculum a de plus subi un très faible nombre de passages en cultures cellulaires 

et a été réadapté à son hôte par deux passages successifs chez le mouton, avant son utilisation. 

Nous avions fait l’hypothèse que cette méthode de production permettrait de produire une 

souche particulièrement bien adaptée à son hôte. Il a en effet été décrit l’atténuation rapide du 

BTV par passages successifs en cultures cellulaires (115). Cette évolution du BTV pourrait 
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s’expliquer par la sélection rapide de génomes minoritaires moins pathogènes et maintenus à 

basse fréquence lors de l’infection des animaux. Plus récemment des études ont cependant 

montré que du BTV-8, passé à faible nombre de passages en cultures cellulaires, était capable 

d’induire des signes cliniques sévères de niveau comparable à un inoculum récupéré 

directement sur mouton infecté (68, 213). Le rôle de la voie d’inoculation sur l’efficacité d’un 

modèle d’épreuve semble plus controversé. Dans notre étude nous avons choisi les voies IV et 

SC en simultané car la voie SC avait déjà été utilisée avec succès par l’équipe et la voie IV 

avait récemment été utilisée dans une infection expérimentale capable d’induire des signes 

cliniques sévères de FCO (204). L’idée était d’augmenter la sévérité de notre modèle 

d’épreuve par rapport à nos études préalables, ce qui a été obtenu (données non montrées).  

Si on compare nos résultats obtenus par rapport aux deux études récentes sur la vaccination 

poxvirale contre la FCO, le SG33-VP2 semble induire une protection intermédiaire entre 

celles produites par le canaripoxvirus (30) et le capripoxvirus (262). Si on compare avec 

l’étude de Boone utilisant le canaripoxvirus exprimant VP2 et VP5 du BTV-17, leur 

construction du vecteur recombinant et leur protocole d’immunisation est très proche de notre 

protocole mais leur inoculation d’épreuve diffère par le sérotype et le mode d’inoculation. Les 

moutons vaccinés étaient cliniquement et virologiquement protégés dans cette étude. 

Toutefois, il n’y a pas de description des signes cliniques ni d’établissement d’un score 

clinique sur les animaux contrôles, permettant de valider le modèle d’épreuve. Ces auteurs ont 

testé des moutons Mérinos, connus pour être très sensibles à la FCO. Aucune mortalité n’a 

cependant été observée chez les 5 moutons Mérinos du groupe contrôle, contrairement à notre 

modèle d’épreuve. A l’inverse Boone et al., obtiennent une protection virologique complète, 

ce qui n’est pas le cas avec les vecteurs SG33. Si on compare avec l’étude de Perrin et al. et 

l’utilisation du capripoxvirus, le modèle d’épreuve est assez proche du notre en terme 

d’efficacité clinique sur le groupe contrôle. La protection clinique obtenue est très partielle 
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avec le capripoxvirus mais là encore les comparaisons apparaissent difficiles à réaliser car les 

protocoles d’immunisation diffèrent largement entre les deux études.  

Il en ressort finalement la nécessité de disposer, outre d’un contrôle négatif de vaccination, 

d’un contrôle positif commun entre les différentes études, en la présence d’un vaccin 

commercialisé. En ce sens, le vaccin inactivé BTV-8 que nous avons utilisé dans cette 

épreuve est un gold standard performant au vue des résultats obtenus.  

En bilan de ce travail, les deux essais de protection ont apporté une preuve de concept de 

l’utilisation du MYXV comme vecteur vaccinal chez les ruminants. Si on évalue maintenant  

nos résultats par rapport aux objectifs d’une amélioration de la vaccination contre la FCO, 

trois points majeurs peuvent être discutés.  

- l’efficacité du vecteur SG33 exprimant VP2, ou VP2 et VP5 doit être améliorée, au vu 

des résultats comparatifs avec le vaccin inactivé du commerce. Outre les points 

d’amélioration déjà discutés, l’utilisation d’adjuvants pourrait être envisagée. Les 

fortes réponses immunes adaptatives à des antigènes protéiques nécessitent souvent 

que l’antigène soit injecté sous forme de mélange avec un adjuvant. L’utilisation des 

poxvirus peut en théorie répondre à ce problème car ils sont capables de stimuler 

efficacement la réponse immunitaire contre les produits des transgènes. Cependant 

pour augmenter le niveau de ces réponses, il est possible d’envisager des recombinants 

MYXV, en présence d’adjuvants tels que les cytokines immunomodulatrices (GM-

CSF, IFN-α ou Flt3L qui permettent un recrutement des cellules dendritiques au 

niveau du site d’inoculation (245)), le Carbopol, l’adjuvant incomplet de Freund, et 

l’hydroxide d’aluminium (AlOH3) (89, 280). Lors de notre deuxième étude nous 

n’avons pas pu montrer d’effets bénéfiques du GM-CSF et de l’IFN-α sur la réponse 

immunitaire induite par le SG33-VP7. Cette étude reste toutefois préliminaire car une 

seule dose de chaque adjuvant a été testée sur un nombre limité d’animaux. Nous 
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avions aussi fait le choix dans un premier temps d’administrer l’adjuvant sous forme 

protéique dans la préparation vaccinale. Il pourrait être plus judicieux d’insérer 

directement dans le génome du MYXV, les gènes codant les cytokines 

immunomodulatrices. Reali et al. (2005), ont en effet montré que l’administration 

sous-cutanée à des souris de GM-CSF intégré dans un Fowlpox virus (FWPV) non 

réplicatif, stimule la maturation, la prolifération des CPA et amplifie la réponse 

immunitaire de l’hôte, de façon plus efficace que lorsqu’il est administré dans la 

solution vaccinale en tant qu’adjuvant. 

- l’utilisation du vecteur SG33 a confirmé la possibilité de faire une distinction entre 

animaux vaccinés et infectés dans une stratégie de type DIVA. En effet dans notre 

première étude, tous les moutons vaccinés SG33-VP2 et SG33-VP2/5 étaient bien 

séronégatifs en anticorps anti-VP7, comme le confirme le test ELISA commercial 

réalisé. Tous ces animaux ont séroconverti en anticorps anti-VP7 après inoculation 

d’épreuve.  

- par rapport à une vaccination contre plusieurs sérotypes, nous n’avons à ce stade que 

des pistes d’orientation. La réponse neutralisante est dirigée contre des épitopes 

conformationnels de VP2, qui sont spécifiques de sérotype. Compte tenu de la nature 

conformationnelle des épitopes, de l’absence d’identification de leurs séquences 

amino-acide et de l’extrême diversité de la séquence d’acides aminés de VP2 des 

différents sérotypes du BTV, la création d’une gène multiépitopique comprenant les 

épitopes majeurs de différents sérotypes s’avère hasardeuse. On pourrait aussi 

concevoir l’insertion des gènes codant VP2 de plusieurs sérotypes dans un même 

vecteur SG33. Dans la mesure où il existe des réactions croisées entre certains 

sérotypes, on pourrait envisager de cloner quatre à cinq gènes VP2 représentant les 

sérotypes majeurs dans un même vecteur SG33. Enfin, dans la mesure où la réponse 
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immune cellulaire participe à la protection multisérotypique partielle, il serait 

intéressant de pouvoir stimuler ce type de réponse par le MYXV. Les poxvirus sont 

connus pour induire une réponse immunitaire cellulaire forte. Nous avons initié 

l’étude de la réponse en LTh dans nos deux expériences. Toutefois, nous n’avons pas 

analysé la réponse en CTL et nos études restent très préliminaires. 

En conclusion, ce travail de thèse a conduit à la démonstration de l’efficacité vaccinale d’un 

nouveau vecteur recombinant chez les ruminants, le MYXV. Le caractère prédictif de l’étude 

d’expression génique des DC suite à une infection par le MYXV, a été ainsi confirmé par les 

essais vaccinaux. Cette approche et la liste de gènes que partagent le MYXV avec les 

poxvirus mais surtout avec un vaccin utilisé de façon efficace chez l’homme, pourrait servir 

de modèle pour évaluer l’efficacité de nouveaux candidats vaccin, non seulement chez les 

ruminants mais aussi dans d’autres espèces et contre d’autres maladies infectieuses. 
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Annexe I. Amorces ovines pour la RT-qPCR. 

 

 

 



ANNEXES 
 

174 
 

Annexe II. Amorces de lapin pour la RT-qPCR. 
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Annexe III. Gènes régulés par le MYXV dans les BM-DC ovines, 8 heures post-infection 
(FC≥ 1.5) 
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Annexe IV. Fonctions des gènes en commun, des DC infectées par le MYXV et ALVAC 
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Annexe V. Fonctions des gènes en commun, des DC infectées par le MYXV et MVA 
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Annexe VI. Fonctions des gènes en commun, des DC infectées par le MYXV et NYVAC 
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Annexe VII. Structure des plasmides donneurs pAT (A), pAT-VP5 (B), pAT-VP2 (C), pAT-
VP2/5 (D). GPT : cassette de sélection E.co GPT (xanthine-guanine 
phosphoribosyltransférase), AmpR: résistance à l’ampicilline, M009L et M012L : gènes du 
MYXV, H6p : promoteur du virus de la vaccine, 42k : promoteur entomopoxvirus, VP2 et 
VP5 sont des gènes synthétiques du BTV-8. 
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Résumé 
 

Les poxvirus sont considérés comme des vecteurs vaccinaux de choix. Parmi eux le virus 
myxomateux (MYXV) prototype du genre leporipoxvirus a été positivement évalué chez 
différentes espèces animales, excepté les ruminants.  
Dans ce travail, nous avons évalué la souche atténuée SG33 du MYXV en tant que vecteur 
vaccinal non réplicatif chez les moutons. Dans un premier temps, nous avons étudié les 
interactions entre le SG33 et les cellules dendritiques (DC). Nous avons montré in vitro que le 
SG33 est capable d’infecter les DC, et préférentiellement la sous-population de DC de type 
Langerhans. Bien que le cycle de réplication du SG33 soit abortif, l’expression du transgène 
dans ces cellules a été démontrée. Après maturation, les DC ovines restent sensibles au SG33 
mais entrent en apoptose dans les huit heures qui suivent l’infection. In fine, l’analyse du 
profil d’expression génique des DC infectées, montre que la majorité des gènes surexprimés 
est impliquée dans la réponse inflammatoire, la réponse immune et les voies de signalisation 
des interférons de type I.  

Par la suite, l’efficacité du SG33 comme vecteur vaccinal chez le mouton a été démontrée en 
utilisant comme modèle d’épreuve une souche hypervirulente du virus de la bluetongue 
(BTV). Des moutons ont été immunisés avec du SG33 exprimant la protéine VP2 associée ou 
non à la protéine VP5 du BTV. Seule l’immunisation avec le SG33 exprimant VP2 a permis 
d’induire une protection clinique et virologique contre une inoculation d’épreuve avec le BTV 
homologue. La protection est corrélée à la présence d’anticorps neutralisants chez les moutons 
avant inoculation d’épreuve. Les niveaux de VP2 produite par les 2 virus recombinants 
seraient à l’origine de la différence de protection observée. Finalement, la protéine VP7 étant 
responsable d’une protection croisée partielle entre sérotypes du BTV, nous avons montré que 
l’inoculation intradermique de SG33 exprimant VP7 à des moutons, induisait l’apparition 
d’une réponse humorale et cellulaire CD4+ spécifique de VP7. Toutefois, cette réponse 
immunitaire ne s’est pas révélée protectrice lors d’une inoculation d’épreuve hétérologue. 
Ces résultats indiquent que le MYXV est capable d’induire une réponse immune adaptative 
efficace, conduisant à une protection significative contre une inoculation d’épreuve sévère, 
faisant de ce virus, un vecteur prometteur pour la vaccination des ruminants. 
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Summary 
 

Poxviruses are deemed as vaccine vectors of choice. Among them, the myxoma virus 
(MYXV), the prototype of the Leporipoxvirus genus has proved its efficacy in different 
animal species but not in ruminants. In this work, we evaluated SG33, an attenuated strain of 
MYXV as a non-replicative vaccine vector in sheep. 
In a first study, we examined interactions between SG33 and ovine dendritic cells. We 
showed in vitro that SG33 infect ovine dendritic cells (DC) mainly the subpopulation of 
Langerhans-type. Expression of the recombinant antigen was demonstrated although the cycle 
of SG33 replication was abortive. After maturation, the ovine DC remained susceptible to 
MYXV, although apoptosis occured within eight hours after infection.Finally, analysis of the 
gene expression profile of infected DC highlighted that most overexpressed genes are 
involved in the inflammatory and immune responses, and the signaling pathways of type I 
interferon.  
Subsequently, the final demonstration of the SG33 efficacy as a vaccine vector in sheep was 
carried out using as challenge experiment. We used a highly virulent bluetongue virus 
challenge model to test protection of sheep previously immunised with SG33 expressing the 
major VP2 protein antigen of BTV, associated or not with the VP5 protein. We showed that 
only two immunisations with SG33 expressing VP2 alone elicited a significant clinical and 
virological protection in sheep against the homologous BTV challenge. Protection was mainly 
correlated with the presence of neutralising antibodies in sheep before challenge. Differences 
of VP2 expression between the two SG33 recombinant viruses may explain the differences of 
protection observed in this study. Finally, since VP7 protein of BTV was suggested to induce 
cross protective immunity between BTV serotypes, we showed that intradermal inoculation of 
sheep with SG33 expressing the VP7 protein, can generate an humoral and a CD4+ cellular 
immune response specific  to VP7. However, this immune response did not provide protection 
against an heterologous BTV challenge.  
Taken together, these results indicate that MYXV is able to induce an effective adaptive 
immune response in sheep, leading to significant protection against a severe challenge, 
making this virus a promising vector for vaccination of ruminants.  
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