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L’herpésvirus équin 1 :

(genre) Varicellovirus, (sous famille) Alphaherpesvirinae

(famille) Herpesviridae, (ordre) Herpeswra/es (d'aprés Davison et al, 2009)

L'HERPESVIRUS EQUIN 1 : STRUCTURE

Virus a ADN double brin
Génome de 150223 pb contenant 80 ORFs (76 codent des génes uniques)

Envelope

12 glycoproteins | - o
9¢ i . - - Tegument
g0, - /

Géne de lagB Géne de I'’ADN polymérase

Détection moléculaire Typage moléculaire
PCR, qPCR SNP-PCR




L’'HERPESVIRUS EQUIN 1 : PATHOLOGIES ASSOCIEES

Encéphalomylélite

Syndrome r B B
respiratoire

Avortement

Virémie

n
g
E

apithelium

Différentes phase de l'infection par I'HVE-1 au niveau
des voies respiratoires supérieures (Paillot et al., 2008)




L'HERPESVIRUS EQUIN 1 : AVORTEMENT

HVE 1 : premiére cause infectieuse d’avortement

M | Foets N L, N .
v bt Infection hépathique a HVE 1
Sprnpin epsas (3 Tapprest, Anses Dozulé)

(Paillot et al., 2008)

L'HERPESVIRUS EQUIN 1 : AVORTEMENT

Suspiscion
. _“
B

Confirmation

\4

Immunostaining Conventionel PCR Real-time PCR
&-24 hours 424 hours 30 min 1.5 hours




L’'HERPESVIRUS EQUIN 1 : ENCEPHALOMYELITE (1)

Signes cliniques

Ataxie
Parésie
Incontinence urinaire

(Pr. M. Levy)

Paralysie compléte pouvant conduire a la mort

Anderson sling (Pr. M. Levy) (Dr. P. Tritz)

L’'HERPESVIRUS EQUIN 1 : ENCEPHALOMYELITE (2)

Physiopathologie comparée
Chez 'homme

L'herpés simplex se propage par les troncs nerveux vers les ganglions sensitifs,
exceptionnellement la moelle, les méninges et I'encéphale
Rarement par voie hématogene

Chez le cheval

Propagation par voie hématogéne
Lésions histopathologiques de type vasculisante
Hémorragie, thrombose, hypoxie (Edington et al., 1986)
Phase de dégénérescence ischémique

Infection par voie rétrograde a partir de ganglions trigéminés

(Slater et al.; 1994)

Différentes formes d’expression e s 2o
de la pathologie 3 HVE 1 <= Différents types de virus 22?2




L’'HERPESVIRUS EQUIN 1 : CARACTERISATION MOLECULAIRE

Par RFLP : 2 études

297 souches issues de 172 épisodes cliniques ~ « Foetal : EHV-1P »
1985 | (148 avortements et 24 épisodes respiratoires) <« Respiratory : EHV-1B »

90% des profils analysés = EHV-1P et EHV-1B

Confirme I'impossibilité de différencier les
souches abortives et respiratoires

Allen et al.,

Zientara et al., 1993

Par comparaison de génomes

Mutustion of the DNA Polymerase Strongly Associaled with
Neuroputhogenic versus Nonneuropa | hogenw
Dhisease Outbreaks

A Mumfind 'L 7 Sw LS
Y Allen " and N DivieePown

L'HERPESVIRUS EQUIN 1 : CARACTERISATION MOLECULAIRE

Souche V592 Souche Ab4
Non neuropathogéne Neuropathogene

Détection d'une mutation ponctuelle
A dans le géne de I'ADN polymérase G
(ORF 30, position 2254)

l | 1

») Acide aminé N
(acide aspartique) Position 752 (asparagine)

Panel de 131 souches
souches non neuropathogenes souches neuropathogénes

dans 95% (78/82) dans 86% (42/49)
des épisodes non paralytiques des épisodes paralytiques

La variation d'un seul acide aminé dans le géne de I’'ADN polymérase
est fortement associée aux épisodes présentant des symptomes neurologiques ou non




L’'HERPESVIRUS EQUIN 1 : CARACTERISATION MOLECULAIRE

Expériences de mutagéneése dirigée

Souche neuropathogéne Ab4 = Non neuropathogéne « like »

Goodman et al., 2007 | Diminution des signes cliniques
"

Conclusion : virus rendu non neuropathogéne

ais seuls 2 /7 chevaux ont répondu a l'infection par la souche neuropathogene Ab4

Souche non neuropathogéne NY03 = Neuropathogéne « like »
Van de Walle et al., 2009 | Induit forme létale d'EMH
Conclusion : Mutation nécessaire et suffisante

ais seuls 2 /6 chevaux ont répondu a l'infection par la souche neuropathogene « like »

Etude de la relation entre les différentes formes d’expression
clinique des infections a 'HVE 1 et le génotype des souches
circulant en France

-1En s'appuyant sur un centre et un réseau experts pour la caractérisation
des différentes formes cliniques

Avortements

Encéphalomyélites et formes respiratoires

- En développant des outils de génétique moléculaire




OUTIL DE CONFIRMATION: LA PCR

Pusterla et al. 2008
Invelvemant of multiple horses, rocant history of fever, aborfion,
or viral respiratocy disease in the affecied harse or herdmates
Fever, nozal discharge, sudden anset of neuralogical signs including aroxia,
poresis and urinary inconfinence in an individoal horse

v

q Lunn et al. 2009: Consensus Statement

Syndrome Respiratoire: Ecouvillon nasal ( +sang EDTA)

Avortement: avorton (foie, poumon) + Placenta

LES DIFFERENTS TESTS PCRS

&
Prélévements 5

A l'autopsie

Extraction des Acides
nucléiques

Amplification des acides
nucléiques

Test PCR quantitatif: Test SNP-PCR RT-PCR
DETECTION CARACTERISATION « STATUT »

Résultat
interprétation

Quantification Typage Latence ??




PCR DE DETECTION

Taille

Géne cible amplicon Type de

PCR Références

(pb)

Kirisawa et al.

PCR1 Glycoprotéine B 188 Classique (1993)

PCR 2:

) 215-315 PCR nichée Van Devanter et al.

Herpes polymérase (1996)

consensuelle

. Temps réel Pronost et al.
PCR 3 Glycoprotéine B Sybergreen (2005)

Temps réel Diallo et al.

PCR 4 Glycoprotéine B TagMan (2006)

Evaluation des différents tests ‘ PCR 4

DEVELOPPEMENT ET VALIDATION DE LA PCR 4
(NORME XP U 47-600)

Exigences de la norme
- Caractérisation de la PCR (spécificité, sensibilité)
- Caractérisation de la méthode

- Incorporation d’un standard interne (exogéne)
- Incorporation d'une « sentinelle » (vérifier 'absence de dérive)

Standard interne

Limite de détection 95% : 24 copies/ réaction




PCR DE CARACTERISATION : TEST SNP-PCR (alien, 2007)

okne de la DNA polymétase [ORFI0)

T e —r—————

=

souche « non neuropathogéne »

Commdsmancants des hans:

& OEnin u wignsd

c
G

&— Msmutak

shesne s da ssnal

Souche « neuropathogéne »

PCR DE « STATUT »

Pusterla et al. 2009

3 PCR M

Acide
nucléique

Geéne cible

infectieux

Glycoprotéine B gDNA
cDNA

ORF64 cDNA

Etat du virus

Non réplicatif Latent

oui
non

non

-IARNm codant pour des glycoprotéines de surface (gB, gC,...)

-ITranscrits LATs
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OUTILS DE GENETIQUE MOLECULAIRE

Nécessité d‘associer la clinique aux résultats

Forte Début d’infection ?

charge

virale
\ Fin d’infection ?

LS

Infection « modérée »

Faible

charge LATENCE Il

virale

ENCEPHALOMYELITE A HVE 1

Présentation de deux études

Description de I'épizootie d’EMH — crise de Gravelines (59)

B O TN TR TR EPRTE

oL GIMAL ATTICLE
Outbraale of Equine Harpesvinus Myaloancaphalopathy in

France: a Clinical and Molecular Investigation
S e’ ) bageara, oo Bt b Wi, | e € Frean ERMat yidG B

Gestion d'un passage viral dans un haras de purs-sangs
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Description de I'épizootie d’'EMH — crise de Gravelines (59)

Centre équestre de Gravelines, du 14 au 28 juillet 2009
7/66 chevaux ont montré des symptomes
5 euthanasiés et 2 ont récupéré
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Réunion de Consensus HVE 1 : Recherche par qPCR sur écouvillon nasal et sang (EDTA)

L. Lunn P. et al., 2009
SNP PCR (Caractérisation)

Allen G., 2006

Description de I'épizootie d’EMH — crise de Gravelines (59)

PCR

Détection Caractérisation Culture cellulaire
Chevaux (PCR 4) (SNP-PCR)

Sang Ecouvillon Sang Ecouvillon ng Ecouvillon
nasal i nasal nasal

36,9 .
/ ;o
37 / | Neuro / | nég
33,4 Neuro Neuro | Nég Pos (2P)
33 | Neuro Neuo | Nég )
32,5 36,5 Neuro Neuro | Nég /

‘ Ct faible (Forte charge virale) mais également Ct fort (Faible charge virale)
Seule la souche neuropathogéne est détectée
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Description de I'épizootie d’'EMH — crise de Gravelines (59)

Cheval E Tissus

Cerveau

Moelle (Cervicale)

Moelle (Thoracique)

Moelle (Lombaire)

Tronc Cérébral

Cervelet SNP-PCR :

Ganglion trigéminé Souche neuropathogéne
Poumon

Foie
Rein
Rate

Infiltration perivasculaire de lymphocytes Vacuolisation des gaines de myéline
thrombose ﬂ signes neurologiques Gonflement de I'axone

Gestion d'un passage viral dans un haras de purs-sangs

Haras de purs-sangs anglais du 14 septembre au 11 décembre 2009

#

Jument A : SymptOmes nerveux, évolution suraigiie de la maladie en 24h

Tissus
Moelle Cervicale + Encéphale 31 s Euthanasie
LCR 32

2 cas
EMH
Jument B : Signes d'ataxie

Echantillon mmmm) Récupération aprés 4 semaines

Ecouvillon nasal

SNP-PCR : Souches neuropathogénes
Gestion sanitaire par lots
Lot 1 : 28 chevaux en contact avec jument B ; Lot 2 : 32 chevaux
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Gestion d'un passage viral dans un haras de purs-sangs

m

7 jours

Screening des lots 1 et 2
1 écouvillon nasal et 1 Sang EDTA/ cheval

Lot 1 : 24 chevaux positifs/28
Lot 2 : tous négatifs

5 cas (poulains)

Syndrome respiratoire ‘ SNP-PCR : 1 Souche neuropathogéne/24
Hyperthermie (39°C)

Jetage Suivi par PCR de 15 chevaux du lot 1
sur une période de 6 semaines

Gestion d'un passage viral dans un haras de purs-sangs

) Poulain « N »
7 jours

5 cas (poulains)
Syndrome respiratoire
Hyperthermie (39°C)
Jetage

14



Gestion d'un passage viral dans un haras de purs-sangs

m

. ) Jument C:
7 jours 3 mois

Tissus

Foie + poumon
Placenta

Souche non neuropathogéne

2 cas Jument D :
EMH 5 cas

Syndrome respiratoire

Foie + poumon
Placenta

1er cas Souche non neuropathogéne
Avortement
JumentB: EMH (=
Tissus

Foie + poumon
Placenta

Souche neuropathogéne

Gestion d'un passage viral dans un haras de purs-sangs

m

7 jours 3 mois

l

2 cas W‘ )
EMH 24 cas )

Syndrome respiratoire * o @

3 cas
Avortement
3 expressions de la forme clinique au sein du méme haras
Présence de souches neuropathogéne et non neuropathogéne

Application pratique : utilisation de I'outil PCR pour contréles sur
écouvillons nasal et utérin (juments ayant avorté ; 138 et 130)

15



REALITE DE LA RELATION GENOTYPE/PATHOTYPE

Recueil des souches

Avortements a HVE-1

De 2002 a 2005
PCR classique (PCR 1)

e RT PCR consensuelle (PCR 2)

Cirre, surimary
ScenceDrect micrablalory

59 échantillons HVE 1 positifs

De 2006-2010
PCR temps réel (PCR 3 et PCR 4)

26 échantillons HVE 1 positifs mp> 85 souches abortives

Autres pathologies a HVE-1 &

REALITE DE LA RELATION GENOTYPE/PATHOTYPE

125 souches isolées en France entre 2002 et 2010

Syndrome

. . Total
respiratoire

Avortement EMH
Neuropathogéne 22
ORF30 G,,.,

Non-neuropathogéne 62 @ 23 94

ORF30 A,,,

Total 16 24 @

*un échantillon n‘a pu étre caractérisé

1 30

24% de souches neuropathogénes
‘ Des souches neuropathogénes sont détectés lors d’avortements

Des souches non neuropathogénes sont responsables d’EMH

2010 021 32183383 32233, Tpa 2010 227 8
Neuropsthogenic end non-neurapathagenic varlents af equine herpesvirus 1 In France.
=rmest 3l er | anrsn Fariz Mm% = Fresmuin @ Satere

1, Fie30Q7Ch Qe GTove Sproami Senuics, Frams Curcoros Loozransny | routs 2o Rodel C200 Sedan & Frarcs, 3.3107¢)

m==—m=p 40 souches non abortives
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REALITE DE LA RELATION GENOTYPE/PATHOTYPE

Pas toujours de corrélation entre le génotype et les signes cliniques

Vissani et al., 2009 7% (4/54) souches HVE 1 (avortement)

3 Smith et al.. 2010 8,9% (38/426) souches HVE 1 (avortement)
Genotype G2254 v 3,3% (1960s) & 14,4% (1990s) et 19,4% (2000-2006)

Fritsche et Borchers, 2010 10,6% (7/66) souches HVE 1 (avortement)

Infections expérimentales * Etudes de variants « de terrain »

Nuggent et al. 2006 5% (4/82) souches HVE 1 (avortement)

Autres facteurs : autres parties du génome viral, héte (statut immunologique...), facteurs

- environnementaux

Nécessité de prendre les mesures sanitaires quelque soit le génotype
Relstianshig Setviesn equine hergesyirus-1 myzlozncaphalopathy and viral genotype
F vt R S48 “1rines £ Bels F

- LiLeroaty, B a2 AU = U
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L’'HERPESVIRUS EQUIN 4 : PATHOLOGIE(S) ASSOCIEE(S)

Virus de la rhinopneumonie

Syndrome
respiratoire Encéphalomyélite??

Avortement
depuis le sevrage jusqu'a I'dge 2 ans (de trés rares cas)

MarpOsuiries A8 PAnG (Rew.35)

ENY-1 Iforme sboctive; forme serveuse
o reagErotowe B |6 AMnogm eumon e

EHNL (Fnre respivotoire de i hinoparmanie)

£HYS ImEmnthQme coltul sifcetion wvoandriownal

@ Herpésvirus

Horpisyeras da 1"'Ane ANV}
CSytomeguiowirus Humnin [HFW-5

B Herpesviru :
e pituieirs de FAne LEV-3)

ENV-E Ipemolbaisn eapiratolres, conjonceivite.)

ENN-E e prolonse

s aFpeein Sar idoantunnss WAL 4

Y Herpésvirus

Herposvicus da I'Amve (ANY.&)

HVE 3 est responsable de I'exanthéme coital équin
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HVE 3 est responsable de I'’exantheme coital équin

Signes cliniques de J2 a J10 aprés l'infection
Signes caractéristiques

N’incite pas a demander un diagnostic de confirmation

On peut imaginer une surveillance accrue dans le futur
pour les raisons suivantes:

Inscription dans le Code Of Practice du Horse Betting Levy Board depuis 2010

Echanges internationaux (semence, embryons, chevaux)

Meilleures connaissances de la pathologie

<+ Réactivation par un traitement aux corticostéroides (Barandeguy et al. 2008)
<+ Contamination par les voies respiratoires (Barandeguy et al. 2010)

+ Il existe des juments infectées ne présentant pas de signes cliniques
- 2 juments ont présenté une phase de réactivation ré-excrétion
(Barandeguy et al. 2010)

+ Contamination de juments par un étalon ne présentant pas de signes cliniques
(Brau et al. submitted)

+ Risque élevé de contamination iatrogéne (Barandeguy et al. 2010)

Outils de diagnostic performants (spécifique, sensible, rapide)

19



Outils de diagnostic performants (PCR)

D’aprés Van devanter 1996

gPCR
(Sybergreen)

Brau et al., Submitted

Diversité des souches d’'HVE 3
(Barrandeguy et al., 2010)
Pas de séquence compléte répertoriée

Cible: fragment de la glycoprotéine G

ﬂ zones conservées + zones variables

—Trois substitutions nucléotidiques I I I

9204 1103 1264

Codon type TAC : Australie

Codon type AAT : Etats-Unis et Brésil
Codon type CAG : Argentine

Codon type ACT : Argentine

—} Etude par digestion par endonucléases de restriction

Bam HI : 2 profils
Hind I11 : 2 profils

EcoRI : 2 profils

Pas de co lation décrite contrairement a ce qui est décrit
pour HVE-1 et surtout les gammaherpésvirus

Dynonetal, 2001 Glycoprotéine G |

Kleiboeker et Chapman, 2004 DNA Packaging gene

Barrandeguy et al., 2008 Glycoprotéine G

20



Marpbeuirey de FANG (ReN-3)

EHY-) (forme sboctive; forme servouse
oM resgeotoee Be 1k AWnosneumon i)

Boiyis s 88 6uHIs1

Herposutres de In =t Ou 2ttive By

Noxmme - Arees oo 2 wneele2ong iy 3

EHVAE (Fnrme respivotaire de (n rhiinoparemonie)
£HY<2 (EEEnthome coltul sifcetion wondriznno

O Herpesvirus

Horplsyeres da I'Anve U1}
Syt IHWw-5
e pituieirs de FAne LAV-3)

@-umﬂnﬂ reapiratolres, conjonctivite_

oNN-E e profonse

B Herpesviru

KNS aFpeein Sier i Aonncuaios WAL &

Y Herpésvirus

Herposvieuw da 'Ane (ANY &)

Although the equid gammaherpesviruses have been proposed to cause severe disease syndrome their true

pathogenic significance remains poorly characterized

The relationship of EHV-2 to disease causality is uncertain because of the ubiquity of the virus
Brault et al.,2010

Premieére découverte d’'HVE 2

Plummer et Waterson, 1963

Souche sauvage ( LK) en Australie

R

Mais issue d'une jument (Lady Kells) provenant d’Angleterre




Travaux de recherche sur les yherpésvirus: faits marquants
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- Structure du virus
Virus de 184 kb
79 ORF codant 77 protéines

Dont certaines présentent une forte homologie avec des protéines de cellules eucaryotes
Ex: IL-10
< Pathologies associées

Kératoconjontivite Thein et Bohm 1976
Infection du systéme respiratoire Nordengrahm et al, 1996

Epidémies sévéres avec 100% de morbidité Fu et al, 1986
T°C (38.5 — 39.5)
Galosi et al., 2004
Avortements ? Léon et al., 2006
Smith et al., 2010

Studdert, 1974
Borchers et al. 1997

<—Mais... le virus est retrouvé chez des animaux cliniquement sains

4 Infection expérimentale Borchers et al. 1998

C Conjontivite, toux, écoulement nasal Chez jeunes chevaux immunodéprimés
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Genetic heterogeneity and varviation In vival load daring equid
Lerpesvivus-2 iufection of fouls
Brault et al. 2010

D’aprés Holloway et al., 2000

EHV-2 gB sites I et 11

9 foals de 1 a 6 mois ‘ Ecouvillon nasal

T°C, Ecoulement nasal

Suivis réguliérement ’ !
pendant 6 mois (qPCR) ' ' ) ¢ L Brault et al. 2010
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Virus de 179 kb

60% d’identité avec HVE 2 (nucléotide et acides aminés)




HVE 5:syndrome de fibrose pulmonaire nodulaire
(EMPF)

Fquine Multinodular Palnumary Fibrosiss A Newly Recognized

24 chevaux P . q p .
Herpesvirms-Associated Fibrotic Lung Discase

Hyperthermie +/-

Intolérance a I'exercice

Fatigue...

Radiographie avec densification

pulmonaire.organisées (nodules)

Sg= Neutrophilie, fibrinogéne M
to; dépot de collagéne

interstitiel , lumen avec PNN et

macrophage (parfois corps
d’inclusion nucléaire)

TESTS PCR POUR LA DETECTION ET CARACTERISATION
D'HVE 2 ET HVE 5

e 3o ¥

R el Rl

wabsgur gem

(1
EHV2
Al prmranamew e

IO | amd

Tk AT A
Genetic hateragenaity and variation in viral load during eguid herpesviruz.2 infaction of foals
' LR TR Tnit "

Tsans Laborees D wrope Micubiozys, w1 oo Scheed 3% meres - Mz 2 -

' ' T Phe
Quanbficatior of Equid herpesvis 0 ONA in cliricaland necropsy specimens coliected f70m & horse wah squine
0Guler puimonary Sbrons




CONCLUSION/DISCUSSION
Roéle de la mutation A/G 2254: Mythe ou réalité ?

B e pstetine

Foudhe abirge

Ampittude de a virdnsie HVE-1

5 % 15 20
Jowrs post infection por HYE-1

Allen et Breathnach, 2006 - vor
Nuggent et al., 2006

Faut il attendre des réponses des nouvelles technologies (NGS) ?

Quelle est la part de I'hdte dans la réponse a l'infection?

C Importance des études sur modéles cellulaires i
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