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Introduction

Introduction

Les maladies respiratoires virales constituent une véritable menace pour la santé équine.
Elles viennent en deuxieme rang aprés les affections musculo-squelettiques en tant que
principale cause de pertes chez les chevaux de course. Elles sont principalement d'origine virale,
a savoir la grippe équine.

La grippe équine (El, pour Equine Influenza), est une maladie virale grave des voies
respiratoires superieures chez les équidés, notamment les chevaux, les anes et les mulets. Elle
est trés contagieuse et se transmet rapidement par voie respiratoire. Les équidés infectés par le
virus de la grippe équine (EIV, Equine Influenza Virus) sont prédisposés a développer une
infection bactérienne secondaire due a un dysfonctionnement du réle de la barriere
mucocilliaire (Laabassi et al., 2012).

Les épizooties de grippe équine peuvent entrainer des pertes économiques importantes
pour l'industrie équine a I'échelle mondiale. Ces épizooties peuvent interrompre les courses
hippiques, les compétitions et les ventes... En 2011, I'Algérie a connu une importante épizootie
de grippe équine, qui a apparue dans divers lieux et haras parmi les populations de chevaux
pur-sang et non pur-sang. Environ 900 chevaux ont été touchés lors de cette épizootie, ce qui a
entrainé l'annulation des courses dans tout le pays pendant une période de deux mois (Laabassi
etal., 2015).

L EI est causée par un virus appelé plus communément virus de la grippe équine,
appartient au genre Alphainfluenzavirus, la famille des Orthomyxoviridae (ICTV, 2021). Deux
sous-types d'EIV sont responsables de la grippe chez les équidés. Le sous type H7N7
(anciennement, équi 1) a été isolé pour la premiére fois a Prague (Tcheque, anciennement
Tchécoslovaquie) en 1956 (Sovinova et al., 1958) et qui ne semble plus circuler a ce jour, la
derniere épizootie datant de la fin des années 70 (Webster, 1993). Le sous type H3N8
(anciennement, équi 2), initialement isolé a Miami (USA) en 1963 (Waddell, 1963), qui continu
de circuler de nos jours et le seul sous-type isolé chez les chevaux malades (Laabassi et al.,
2015). L'analyse phylogénétique du géne HA a montré que le sous-type H3N8 des EIVs ont
évolué a la fin des années 1980 en deux lignées distinctes, Eurasienne et Ameéricaine (Daly et
al., 1996). La lignée americaine est elle-méme sub-divisée en trois sous-lignées : Argentin,
Kentucky et Florida (Lai et al., 2001). Au début des années 2000, la sous-lignée Florida est
subdivisée en deux clades : Florida Clade 1 (FC1) et Florida Clade 2 (FC2) (Bryant et al., 2011),
qui circulent actuellement dans le monde entier. Les virus FC1 sont enzootiques en Amérique
du Nord et les virus FC2 sont prédominants en Europe (Pellegrini et al., 2023). Cependant, les

deux lignées sont a l'origine d'épizooties en Europe (Fougerolle et al., 2019; Paillot et al., 2019;
I
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Whitlock et al., 2022a; Pellegrini et al., 2023), en Amérique du Sud (Mena et al., 2018; Castro
etal., 2019) et en Asie (Yang et al., 2018; Yongfeng et al., 2020; Alagl et al., 2022; Nemoto et
al., 2023). Plus récemment, des épizooties de virus FC1 et FC2 ont également été signalées en
Afrigue (Diallo et al., 2020; Shittu et al., 2020; Ahmed et al., 2022).
Dans la région du Maghreb, la circulation du virus grippal équin a été démontré depuis le début
des années 1970. Jusqu’a ce jour aucune preuve d’isolement ou de caractérisation moléculaire
de ’EIV n’a été documentée en Tunisie. Ainsi, les enquétes épidémiologiques se limitent
seulement a la détection des traces sérologiques de la grippe chez les différents équidéset . Des
isolats d'EIV ont été obtenus lors d'épizooties au Maroc en 1997 et en 2004. La séquence
nucléotidique HAL de I'isolat de 1997, démontrant son appartenance a la lignée européenne
(Boukharta et al., 2013). De maniere inattendue, les séquences genétiques de I'némagglutinine
et de la protéine non structurale 1 (NS-1) (Boukharta et al., 2015) des isolats de 2004, se sont
regroupées dans la lignée pré-divergente, suggérant une « évolution gelée » (Kareche et al.,
2022). Alors que les infections par la grippe équine sont enzootiques dans le monde entier, la
maladie est réapparue en Algérie au cours de la premiére semaine de mars 2021 dans les wilayas
de I'Est, Batna et Sétif, 10 ans aprés la deuxiéme épizootie de 2011 (Laabassi et al., 2015) et
s'est propagée vers d'autres régions du pays.

Deux épizooties importantes ont été notifiés en Algérie en 1971/1972 et 2011. Les virus
responsables du premier foyer en 1971-1972 étaient Alequine/Algiers/6/71 (H3N8) et
Alequine/Algiers/1/72 (H3N8) et regroupés dans la lignée pré-divergente (Benmansour et al.,
1977a, 1977b). En 2011, I'Algérie avait connu la deuxieme épizootie de la grippe équine,
affectant prés de 900 chevaux dans de nombreuses Wilayas. Dix isolats de virus ont été
identifiés comme H3N8 par sequencage des genes de I'némagglutinine et de la neuraminidase
et ont été nommés de Alequine/Tiaret/1/2011 (H3N8) a Alequine/Tiaret/10/2011 (H3N8).
L'alignement de la séquence d'acides aminés HA1 a confirmé que les virus appartenaient au
Clade 2 de la sous-lignée Florida dans la lignée américaine (Laabassi et al., 2015).

Les objectifs de ce travail étaient d'évaluer la séroprévalence de la grippe équine en
Algerie en fonction de certains facteurs epidémiologiques (age, espéce, race, région et sexe),
d’examiner le statut vaccinal des chevaux vaccinés sachant que la vaccination contre la grippe
équine n'est pas obligatoire dans le pays et de décrire une image bien détaillée sur I'épizootie
de la grippe équine qui a sévi en Algérie en 2021, en incluant I‘analyse phylogénétique des
genes HA et NA de I’ETV détecté.
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Le Virus Influenza Equin (EIV)

1. Taxonomie et classification

Selon le Comité international de la taxonomie des virus (ICTV), le virus de la grippe équine
fait partie de la famille des Orthomyxoviridae. Son nom vient de la combinaison de deux termes
grecs "Orthos™ qui signifie exact et "myxa" signifie mucus (Kuchipudi et Nissly, 2018).
Actuellement, cette famille comprend sept genres et neuf especes (Tableau 1).

Tableau 1: Classification des Orthomyxoviridae (ICTV, 2021).

Famille Genre Espéce
Alphainfluenzavirus Influenza virus A
Betainfluenzavirus Influenza virus B
Deltainfluenzavirus Influenza virus D
Orthomyxoviridae Gammainfluenzavirus Influenza virus C
Isavirus Salmon Isavirus
Quaranjavirus Johnston Atoll quaranjavirus

Quaranfil quaranjavirus
Thogotovirus Dhori thogotovirus

Thogoto thogotovirus

La grippe équine est causée par un virus du genre Alphainfluenzavirus (IAV, pour Influenza A
Virus) de la famille des Orthomyxoviridae (ICTV, 2021). Le virus Influenza A (IAV) est
transmis par les oiseaux sauvages, qui servent de réservoir naturel pour les humains, les équidés,
les chiens, les mammiferes marins, les chauves-souris et les porcs (Zhang et al., 2021).
L'Alphainfluenzavirus est classé selon les deux glycoprotéines de surface, 1’hémagglutinine
(HA) et la neuraminidase (NA) (Gamblin et Skehel, 2010). Il existe seize sous-types de I’'HA
(H1 a 16) et neuf sous-types de la NA (N1 & N9) isolés chez les oiseaux sauvages, tandis que
H17, H18, N10 et N11 n'ont été identifiés que chez les chauves-souris (Tableau 2) (Tong et
al., 2013).

Théoriquement, il existe 198 combinaisons différentes de protéines HA et NA chez le virus
influenza A. Cependant, toutes ces combinaisons n’ont pas encore été identifiées. Il est possible
que certaines combinaisons n’existent pas ou que des recherches plus approfondies soient
nécessaires pour les identifier. Dans le cas des chevaux, seuls deux sous-types HA (H3 et H7)
ainsi que deux sous-types NA (N7 et N8) ont eté identifies (Tableau 2) (Jolly et al., 1986).
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Selon l'organisation mondiale de la santée (OMS ou WHO, pour World Health Organisation), la
nomenclature des virus grippaux suit un format précis. Premiérement, le type du virus est
désigné par A, B ou C. Si le virus n’est pas d’origine humaine, I’espéce hote est indiquée.
Ensuite, le lieu d'isolement, le numéro d'isolement et I'année d'isolement sont inclus, séparés
par des barres obliques (Figure 1) (WHO, 1980).

A /Hong Kong /1/1968 (H3N2)

Type de Lieu Numéro Année Sous type
virus d'isolement d'isolement d'isolement

NN\

A/ equine / Miami /1 /63 (H3N8)

l

[ Espéce concernée ]

Figure 1 : Nomenclature des Influenzavirus. Exemple d’un Influenzavirus de type A humain
(A) et équin (B) (Schéma réalisé par l'auteur).

2. Structure de ’EIV

2.1. Présentation générale

En microscopie électronique a contraste négatif, les virions de I’influenza A apparaissent sous
forme pléomorphes, filamenteux mais deviennent sphériques lorsqu'ils sont cultivés dans le
laboratoire, ils ont un diametre de 80 a 120 nm (Dea et al., 1980; Maclachlan et Dubovi, 2016).
Le virus de la grippe A est un virus enveloppé avec une bicouche lipidique dérivée de la
membrane plasmique de la cellule hote durant la phase de bourgeonnement, cette enveloppe
contient trois glycoprotéines de surface : I'hnémagglutinine (HA), la neuraminidase (NA) et le
canal ioniqgue M2. Sous l'enveloppe se trouve la matrice qui est formée par la protéine
matricielle (M1) (Figure 2) (Webster et al., 1992).
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Tableau 2: Les hétes de différents sous-types d'hémagglutinine (H1 — H18) et de la
neuraminidase (N1 — N9) (Mostafa et al., 2018).

Sous-type  Sous- Humain  Porc  Equine Ane Volaille Oiseaux Mammiferes  Chauve-
HA type Domestique aquatiques marins souris
NA sauvagine (phoque /
baleine)
H1 N1 H1/N1 H1/N1 N1 H1/N1 H1/N1 H1
H2 N2 H2/N2  H2/N2 H2/N2 H2/N2 N2
H3 N3 H3/N3 H3 H3 H3 H3/N3 H3/N3 H3/N3
H4 N4 N4 H4 H4/N4 H4/N4 H4
H5 N5 H5 H5 H5 H5/N5 H5/N5 N5
H6 N6 H6/N6 H6/N6 H6/N6
H7 N7 H7/N7 H7/N7 H7/N7 H7/N7 H7/N7 H7/N7
H8 N8 N8 N8 N8 H8/N8 H8/N8
H9 N9 H9/N9 H9 H9/N9 H9/N9 N9
H10 N10 H10 H10 H10 H10 N10
H11 N11 H1l Hi1l N11
H12 H12 H12
H13 H13 H13 H13
H14 H14 H14
H15 H15 H15
H16 H16 H16
H17 H17
H18 H18
2.2. Génome

A l'intérieur du virus, se retrouve un génome a ARN segmenté, simple brin de sens négatif
d'une taille de 13,6 kb (Timoney, 1996; Van Maanen, et Cullinane, 2002; Bouvier et Palese,
2008). Le génome du virus Influenza A est composée de huit segments qui code onze protéines
virales (Ruszkowska et al., 2016). Les trois premiers segments codent respectivement pour les
protéines du complexe viral polymérase (la protéine basique polymérase 1 (PB1), la protéine
basique polymérase 2 (PB2), et de la protéine acide polymérase (PA)), les segments quatre,
cing et six codent respectivement pour: I'némagglutinine (HA), la nucléoprotéine (NP) et la
neuraminidase (NA), le segment sept code pour les protéines matricielles M1 et M2, le huitieme
segment code pour la protéine non structurale 1 (NS1) et la protéine d'exportation nucléaire
(NEP). De plus la protéine PB1-F2 codee par un cadre de lecture ouvert (ORF, pour Open
Reading Frame) de PB1 (second segment) (Figure 2) (Chen et al., 2001).
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Figure 2 : Visualisation du virus influenza A par microscopie électronique a contraste négatif
(A), Représentation schématique du virus influenza A (B) (Behillil et al., 2019).

2.3. Protéines du virus de la grippe équine
2.3.1. Hémagglutinine (HA)

L'hémagglutinine (HA) est un trimere de forme cylindrique allongée, constitué de deux régions
distinctes : une téte globulaire contenant des résidus du HA1 et une tige fibreuse contenant des
résidus des protéines HAL et HA2 (Figure 3a) (Wilson et al., 1981). L’HA est la glycoprotéine
de surface abondamment présente, dépassant les niveaux de la neuraminidase 5 a 10 fois (Wu
et Wilson, 2020). Les sous-types H1 & H16 facilitent la fixation du virus a la membrane de la
cellule hote et la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane endosomale de 1’héte, alors
que les sous-types H17 et H18 ne se lient pas aux acides sialiques et sont considérés comme
des exceptions (Sun et al., 2013). Au lieu de cela, ces sous-types utilisent la molécule du
complexe majeur d’histocompatibilité de classe IT (CMH-I1) comme récepteur hote (Karakus
etal., 2019).

2.3.2. Neuraminidase (NA)

La neuraminidase (NA) est I’une des glycoprotéines de surface les plus importantes qui
représente environ 10 a 20% des glycoprotéines totales de la surface du virion (environ 40 a 50
spicules par virion) et possédant une taille de 120 nm (McAuley et al., 2019). La NA est un
homotétrameére en forme de champignon qui a une longueur de 470 acides aminés avec un poids

moléculaire de 240 kDa, ou chague monomere pése =~ 60 kDa. Sa structure tridimensionnelle

4
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se compose de quatre domaines: la téte, la transmembrane, la tige qui relie ces deux derniers et
la queue cytoplasmique (Figure 3b) (Varghese et al., 1983; Colman, 1994; Shtyrya et al., 2009;
McAuley et al., 2019). Elle joue un rdle important dans la libération des virions nouvellement
synthétisés, agissant pour interrompre la liaison du virus a la cellule hdte mourante par
I'intermédiaire de I'HA, évitant ainsi I'assemblage des virions et empéchant la libération des
virions nouvellement formés (McAuley et al., 2019). De plus, cette glycoprotéine de surface
est impliquée dans I'entrée du virus de la grippe dans la cellule hote, bien que le processus reste
sous-estimé et nécessite des recherches ultérieurs (Wen et Wan, 2019).
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Figure 3 : Représentation schématique de I'némagglutinine (a) et de neuraminidase (b) (Du et al.,
2019).

2.3.3. Protéine matricielle (M2)

La protéine matricielle M2 est une protéine associée a un canal protonique a passage unigque
d'une taille de 97 acides aminés. Il se compose de trois domaines : un domaine N-terminal
extracellulaire (1 & 23 résidus), un domaine transmembranaire (TM) (24 & 46 résidus) et un
domaine C-terminal intracellulaire (47 a 97 résidus) (Figure 4) (Lamb et Choppin, 1981,
Rossman et al., 2010; Pielak et Chou, 2011). La protéine M2 joue un réle crucial dans I’entrée
du virus dans la cellule par endocytose. Ses canaux ioniques contribuent a I'acidification des
endosomes, conduisant a la separation de la protéine M1 de la ribonucléoprotéine virale (VRNP)
(Rossman et al., 2010). De plus, la protéine M2 joue un rdle important dans l'organisation de

I'assemblage des virions (Schroeder et al., 2005).
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Figure 4 : Présentation de la protéine M2 de I’'TAV (Claridge et al., 2020).
2.3.4. Protéine matricielle (M1)

La protéine matricielle M1, fait partie des protéines structurelles responsables de la formation
du virion. Elle tapisse toute la surface interne de 1’enveloppe virale, d’ou son nom « protéine
matricielle ». La protéine M1 est constituée de 252 acides aminés avec un poids moléculaire de
27,9 kDa (Arzt et al., 2001). Il a été démontré que la protéine M1 joue un réle crucial dans
I’assemblage du virus. Elle interagit avec les terminaisons des protéines HA, NA et M2 et
participe également avec la protéine de I'exportation nucléaire (NEP) des ribonucléoprotéines
virales (VRNP) (Figure 5) (Schmitt et Lamb, 2005). La protéine M1 peut étre divisée en quatre
domaines. Le premier domaine est le domaine N-terminal, situé entre les acides aminés 1 et 66.
Ce domaine est impligué dans l'oligomérisation du M1. Le deuxiéme domaine, connu sous le
nom de domaine de liaison ou lieur, s'étend sur les acides aminés 67 a 86, et facilite la liaison
du M1 aux membranes. Le troisiéme domaine est le domaine M, situé entre les acides aminés
88 et 158, et agit comme médiateur des interactions entre les sous-unités M1 ainsi que des
interactions avec la RNP. Enfin, le domaine C-terminal englobe les acides aminés 159 a 252
(Hom et al., 2019).
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Figure 5 : Représentation schématique de la RNP de I’TAV (Naffakh et al., 2008).
2.3.5. Complexe polymerase (PB1, PB2, PA)

Le complexe polymérase du virus influenza est un hétérotrimere composé de la protéine basique
polymérase 1 (PB1), de la protéine basique polymérase 2 (PB2) et de la protéine acide
polymérase (PA) (Figure 5) (Biswas et Nayak, 1994).

2.3.5.1. Protéine basique (PB1)

La protéine basique 1 (PB1) est considérée comme le noyau du complexe polymérase
hétérotrimérique du virus de la grippe. Il interagit avec la protéine acide via son extrémité N-
terminale et avec la protéine basique 2 via son extrémité C (Chenavas et al., 2013). La sous-
unité PB1 est codée par le segment 2 du génome viral et a un poids moléculaire de 87 kDa
(Szewczyk et al., 2014; Stauffer et al., 2016). La PB1 posséde a la fois une activité polymérase
elle-méme et une activité endonucléase. Son activité endonucléase lui permet de cliver les
coiffes 5' des ARNm cellulaires (Mei-Ling Li, 2001).

2.3.5.2. Protéine basique (PB2)

La protéine basique 2 (PB2) est codée par le segment 1, et a un poids moléculaire de 86 kDa
(Szewczyk et al., 2014; Stauffer et al., 2016). La sous-unité PB2 joue un r6le crucial lors du
processus de cap-snatching, ol elle reconnait les coiffes 5' m’Gppp et permet ainsi leur clivage
par PB1 (Shi et al., 1961; Mei-Ling Li, 2001; De Vlugt et al., 2018).

2.3.5.3. Protéine acide (PA)

La protéine acide (PA) a un poids moléculaire de 83 kDa et est codée par le segment 3
(Szewczyk et al., 2014; Stauffer et al., 2016). Sa fonction reste encore obscure. Selon certaines
études, il semblerait joué un réle central dans la transcription que dans la réplication (Fodor et

al., 2002; Huarte et al., 2003). En particulier, on pense que la région N-terminale de la PA
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contribue a la stabilité de la protéine et est impliquée dans I'activité endonucléase, ainsi que

dans la fixation du capuchon et du promoteur a I'ARN viral (Hara et al., 2006).
2.3.6. Nucléoprotéine (NP)

La nucléoprotéine (NP) s'associe au complexe polymérase PB2, PB1 et PA, ainsi qu'a un seul
brin d'/ARN viral, pour former des RNP stables (Figure 5). Le monomeére NP est une protéine
de 56 kDa codée par le segment 5 du génome du virus de la grippe (Prokudina-Kantorovich et
Semenova, 1996; Ka-Leung et al., 2009). En tant qu'unité structurelle des RNPs (Cianci et al.,
2013), chaque monomeére NP possede deux extrémités : une pour la liaison NP-ARN et l'autre
pour l'interaction NP-NP, ce qui peut conduire & une oligomérisation spontanée (Ruigrok et
Baudin, 1995). La NP est reconnue comme le composant majeur des VRNP et joue un role
essentiel dans la transcription et la réplication du génome viral, ainsi que dans I'assemblage du
complexe RNP (Huang et al., 1990).

2.3.7. Protéine non structurale (NS1)

La protéine non structurale (NS1) est une protéine spécifique de souches, composée de 215 a
237 acides aminés et a un poids moléculaire de 26 kDa (Na et al., 2016; Han et al., 2019). Cette
protéine a de multiples fonctions dans le cycle viral, son réle central étant I'inhibition de la
réponse antivirale, interféron (IFN) (Quinlivan et al., 2005b). De plus, il est impliqué dans
I'inhibition du clivage et de la polyadénylation (poly-A) des pré-ARNm de I'héte (Marc, 2014).
La protéine NS1 est composée de deux domaines fonctionnels distincts : un domaine de liaison
N-terminal (1a73) a 'ARN et un domaine « effecteur » C-terminal (74 & 230) (Figure 6) (Wang
et al., 2002; Chien et al., 2004).

NS1A PROTEIN

RNA-BINDING
DOMAIN EFFECTOR DOMAIN

r N7 N

1 73 142 186 223237
IS SIS S

Figure 6 : Différents domaines de liaison de NS1de I'TAV (Krug et al., 2003).
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2.3.8. Protéine d'exportation nucléaire (NEP)

La NEP virale, précédemment connue sous le nom de protéine non structurale 2 (NS2), a ete
renommeée en raison de son rdle dans le transport de I'ARN viral nouvellement synthétisé. Lors
de I’infection, la NEP est localisée dans le noyau, ou elle interagit avec la protéine M1 pour
faciliter I’exportation de la RNP du noyau vers le cytoplasme (Figure 7) (O’Neill et al., 1998).
Cette protéine est constituée de 121 acides amines et possede une masse moléculaire d'environ
15 kDa (Darapaneni et al., 2009).

M1

vRNA NEP

Nucleoplasm
Figure 7 : Transport de la RNP de ’IAV (O’Neill et al., 1998).

Le NEP contient un domaine N-terminal (1 & 53 aa) responsable de la liaison a CRM1
(Chromosome Region Maintenance 1) et un domaine C-terminal (54 a 121 aa) impliqué dans
la liaison a M1 (Figure 8) (Akarsu et al., 2003; Paterson et Fodor, 2012).
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Figure 8 : Présentation schématique de la protéine NEP de I’'TAV (Paterson et Fodor, 2012).
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2.3.9. Protéine PB1-F2

La protéine PB1-F2, a été découverte récemment comme une protéine du virus grippal,
caractérisée par une activité pro-apoptotique chez les cibles infectées. Elle a un cadre de lecture
OREF alternatif +1 au sein du géne PB1. Son un poids moléculaire est de 10,5 kDa (Chen et al.,
2001). Dans les cellules épithéliales pulmonaires, la protéine PB1-F2 du virus H5N1 hautement
pathogene induit une réponse inflammatoire significative avec une apoptose réduite, entrainant
la production de cytokines et de chimiokines telles que CXCL10 (C-X-C motif chemokine
ligand 10), CCL5 (C-C motif chemokine ligand 5), CCL2 (C-C motif chemokine ligand 2), IFN
(Interférons) et IL-6 (interleukine 6) (Pasricha et al., 2018). Une récente étude démontre que la
la protéine PB1-F2 de la souche A/equine/Paris/1/2018, est plus longue que celle des autres
souches appartenante au groupe clade 1 du sous-lignage Florida (90 acides aminés contre 81

acides amineés) (Kleij et al., 2024).
2.3.10. Protéine PB1-N40

La protéine PB1-N40 est un polypeptide identifié comme la troisiéme protéine codée par le
segment 2 du virus de la grippe. Il est traduit du cinquieme codon d'initiation AUG. La fonction
exacte du PB1-N40 reste non élucidée. Cependant, il a été observé que les virus dépourvus de
PB1-N40 présentent des taux de réplication plus lents (Wise et al., 2009).

3. Propriétés physico-chimiques de ’ETV

En raison de leurs propriétés structurelles et biochimiques, les virus de la grippe sont inactivés
par : la chaleur (a 56 °C pendant 30 minutes), la lumiére UV (pendant 30 minutes), I'éther, les
conditions acides (pH = 3), les solvants lipidiques, I’exposition au soleil (pendant 15 minutes a
15°C), et une humidité élevée, ce qui les rend trés labiles dans des conditions
environnementales ordinaires. Cependant, il est a noter que le virus infectieux de la grippe A a
été récupéré dans l'eau froide d'un lac aprés 30 jours (Yadav et al., 1993; Maclachlan and
Dubovi, 2016).

Le virus de la grippe peut persister pendant un certain temps sur la peau, les tissus et les surfaces
contamineées. Sa survie est réduite dans des environnements plus humides. De plus, des études
ont démontre que le virus peut étre transféré des surfaces en acier inoxydable ou des mouchoirs

en papier aux mains (Laabassi, 2016).
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4. Cycle de réplication

Dans I’espéce équine le virus influenza A a un tropisme respiratoire, se réplique dans les
cellules épithéliales ciliées des voies respiratoires supérieures et inférieures (Maclachlan et
Dubovi, 2016). Au niveau des voies respiratoires, le virus provoque des lésions principalement
dans les voies respiratoires inférieures (Muranaka et al., 2010). L'infection par le virus de la
grippe équine se produit lorsque des particules d'aérosol infectieuses sont inhalées, qui se
déposent ensuite sur la muqueuse des voies respiratoires supérieures et inférieures (van Maanen
et Cullinane, 2002).

4.1. Activation et fixation du virus

Les particules virales s'attachent aux cellules épithéliales de la muqueuse respiratoire via la
glycoprotéine de surface, I'némagglutinine, se liant aux récepteurs de I'acide N-
acétylneuraminique (Myers et Wilson, 2006). L’activation de cette derniére est cruciale pour le
pouvoir infectieux du virus de la grippe (Bertram et al., 2010). Initialement, L’hémagglutinine
est synthétisée sous forme d’une protéine précurseur appelée HAO (75 kDa). En atteignant la
membrane plasmique, HAO subit un clivage, soit dans le réseau trans-Golgien (TGN, pour
Trans Golgi-network), soit & la surface cellulaire, entrainant la formation de deux sous-unites :
HA1 (55 kDa) et HA2 (25 kDa), qui restent liées par un pont disulfure (Skehel et Wiley, 1999;
Battcher-Friebertshauser et al., 2013). La sous-unité HAL contient des sites antigénigques de
liaison au récepteur, tandis que la sous-unité HA2 facilite la fusion entre I'enveloppe virale et
les membranes cellulaires (Steinhauer, 1999).

4.2. Pénétration et décapsidation

Apres I’étape de fixation, le virus pénetre ensuite dans la cellule cible par endocytose, fusionne
avec la membrane du phagosome (Myers et Wilson, 2006). L'acidification de I'endosome
s'effectue par I'afflux de protons du canal M2 et par conséquent les ribonucléoprotéines virales
se détachent de la matrice virale ce qui leur permet de diffuser dans le cytoplasme de la cellule
hote (Ciampor et al., 1992; Das et al., 2010), puis ils sont transportés vers le noyau, ou ils
atteignent des matrices de transcription et de replication virales (Fodor, 2012).

4.3. Transcription et réplication du génome viral

Dans le noyau, le virus de la grippe subit des processus de transcription et de réplication facilités
par le complexe polymérase (Guu et al., 2008). Toutes ces protéines sont transportees vers le
noyau en reconnaissant les signaux de localisation nucléaire (NLSs) et avant que la transcription
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ne se produise, 'ARN de sens négatif doit d'abord étre converti en un ARN de sens positif,
I'ARN viral dépendant de I'ARN polymérase commence la synthese de 'ARNm viral a partir
d'une matrice d’ARNv, impligquant un mécanisme de "cap-snatching" (Samji, 2009).

L'ARNm d'origine cellulaire a une queue poly-A a I'extrémité 5', donc pour l'exportation
d’ARNmM viral, la protéine NS1 avec son poids moléculaire (26 000) et sa forme dimere
intervient pour inhiber I'exportation de molécules d’ARNm contenant des poly-A du noyau et
permettent aux ARN viraux de se transporter vers le ribosome pour la traduction d'une part,
d'autre part la protéine NS1 est également impliquée dans l'inhibition de I'épissage du pré-
ARNmM (Kamps et al., 2006).

4.4. Assemblage, bourgeonnement et libération des virions nouvellement synthétisés

La protéine non structurale 1 (NS1) de I’EIV, sert a la réplication de la particule virale et
s'oppose aux défenses antivirales de la cellule. 1l aide également a la pathogenése de la maladie
en contribuant a la synthese des protéines virales et est impliqué dans le contréle de la synthése
de I'ARNv (Marc, 2012). De plus, I'expression de la protéine non structurale du virus de la

grippe A est capable d'initier I'apoptose dans les cellules infectées (Schultz-Cherry et al., 2001).
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Figure 9 : Présentation schématique de la réplication du virus de la grippe A dans une cellule
épithéliale des voies respiratoires (Gonzalez-obando et al., 2022).

Les protéines virales nouvellement synthétisees sont modifiées dans le réticulum

endoplasmique et dans I'appareil de Golgi pour étre notamment glycosylées, les protéines NA
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et HA se retrouvent alors au niveau de la membrane apicale de la cellule dans les radeaux
lipidiques (Min et Subbarao, 2010). L'accumulation de ces protéines a la surface cellulaire initie
le processus de bourgeonnement de 1’enveloppe virale, la protéine M1 et les VRNP qui lui sont
attachés sont incorporés dans la structure du virion qui continue de bourgeonner. Enfin, les
protéines NA du virus liberent le virus de la cellule en clivant les acides sialiques liés a la
molécule HA (Figure 9) (Nayak et al., 2009; Samji, 2009; Rossman et Lamb, 2011).

5. Réponse immunitaire a lI'infection grippale

Chez les équidés le mécanisme de la réponse immunitaire contre la grippe équine est semblable
a celui du virus de la grippe humaine, implique a la fois des composants cellulaires et humoraux,
ce qui conforte I'utilisation potentielle des chevaux comme modele animal pour l'infection

grippale et souligne I'importance d'étudier la réponse immunitaire équine (Horohov, 2015).
5.1. Immunité innée

Le systeme immunitaire inné joue un rdle important dans la réduction rapide et efficace des
infections virales en contenant a empécher la propagation du virus, ainsi que dans le
déclenchement de la réaction immunitaire adaptative (Pang et lwasaki, 2011). La réponse
immunitaire innée est déclenchée par les récepteurs de reconnaissance qui induisent un état
antiviral dans les cellules infectées et environnantes via la voie de l'interféron (Rehwinkel et
al., 2010). Chez le cheval, l'infection des cellules épithéliales par le virus de la grippe équine
(H3NB8) provoque la synthése locale des cytokines IL-6 et IFN-I (IFNa/B) (Wattrang et al,
2003).

5.2. Immunité adaptative

Afin de lutter contre la grippe équine, I’immunité spécifique a médiation cellulaire (réponses
cytotoxiques des lymphocytes T) et humorale (anticorps systémiques et locaux) est essentielle
a la guérison et a la résistance aux nouvelles infections (Hannant and Mumford, 1989; Hannant
et al., 1989; Kamps et al., 2006). L'importance de la réponse immunitaire adaptative aux
infections par I’EIV a été mise en evidence par une étude démontrant comment les anticorps
dirigés contre I'hémagglutinine ont diminué rapidement apres la primo-infection, tandis que les

réponses IgGab aux antigénes viraux entiers ont persisté plus longtemps (Hannant et al., 1988).

5.2.1. Réponse immunitaire a médiation humorale
Le premier mécanisme de défense adaptatif de I'h6te contre l'infection grippale, est la

production d'anticorps neutralisants spécifiques a I’EIV dirigés contre les glycoprotéines de
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surface (HA ou NA), aide a I'élimination du virus en inhibant son attachement aux cellules
épithéliales respiratoires ainsi que sa libération par les cellules infectées (Oladunni et al., 2021).
Une infection naturelle par le virus influenza equin fournit une protection immunitaire de
longue durée, ou une protection complete peut durer pres de 32 semaines tandis qu'une
protection partielle peut durer jusqu'a un an. Cette immunité sert a protéger les animaux contre
la réinfection par le méme sous-type viral en réduisant les signes cliniques et I'excrétion virale
(Hannant et al., 1988). La primo-infection par le virus de la grippe équine (H3N8) produit des
anticorps sériques 1gG1 et 1gG2 qui persistent longtemps, et des anticorps de type IgM qui
persistent peu de temps. La surinfection induit une augmentation des taux d'lgM sériques et
d'IgA avec la présence d‘taux élevé en IgG; et IgG> circulants (Hannant et al., 1989). De plus,
lors de d’infection grippale la production des IgA sécrétoires (nasopharyngés) est tardive, avec
un taux plus élevé et persiste longtemps que les IgG et les IgM sériques (Hannant et al., 1989;
Ramsay et al., 1994).

5.2.2. Réponse immunitaire a médiation cellulaire

Ce type de réaction immunitaire contre la grippe a été bien étudiée et élucidée chez ’homme
que chez le cheval (Paillot et al., 2007). Gréace a I'engagement des récepteurs CD4 et CD8, qui
pilotent les processus de signalisation, les lymphocytes T jouent un réle essentiel dans
I'éradication des agents pathogénes (Kapczynski et Segovia, 2020). Aprés un stimulus
antigénique secondaire, ces cellules s'activent et manifestent une action contre les cellules
infectées par le virus de la grippe en 3 a 4 heures (Hannant et Mumford, 1989).

Lors de la réinfection, les cellules mémoires des lymphocytes T cytotoxiques sont activées
rapidement et induisent la destruction des cellules infectées par le virus de la grippe, cette
destruction s'accompagne de la libération d'anticorps qui servent a neutraliser le virus libre (van
Maanen et Cullinane, 2002).

6. EIV et variabilité
La variabilité antigénique du virus de la grippe résulte de deux mécanismes distincts :

6.1. Glissement antigénique

L'accumulation progressive de légeres mutations au fil du temps, principalement sur le gene
HA seul ou les genes HA et NA, est attribuable a la faible fidélité et au manque d'activité
correctrice de I'ARN polymérase ARN-dépendante du virus. Cet ensemble de phénomenes est
a l'origine du glissement antigénique, connu sous le nom de "drift" (Hannoun, 1980). Il se
produit par des mutations dans le gene, entrainant une accumulation de remplacement des

séquences d'acides aminés. Ces changements altérent les sites antigéniques de telle maniére
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qu'ils ne sont plus reconnus par le systeme immunitaire de I'néte (Webster et al., 1982). 1l a eté
démontré que la dérive antigénique de la souche H3N8 a un impact substantiel sur I’efficacité
du vaccin, en particulier sur la prévention de la transmission que sur la protection clinique
(Glass et al., 2002). Les souches issues de I'épizootie de 1978-1979 présentaient des différences
mineures entre leurs génomes, tandis que les isolats suédois de 1979 a 1988 montraient une
hétérogénéite génomique croissante indiquant une dérive génétique (Berg et al., 1990).
Contrairement a la grippe aviaire et humaine, ni les dérives antigéniques rapides (drifts) ni les
changements antigéniques fréquents (shifts) ne sont des caractéristiques de la grippe équine
(Wilson, 1993; Whitlock et al., 2022b).

6.2. Réassortiment

Le changement complet des propriétés antigéniques survient par le remplacement d’un géne
codant pour une protéine quelconque d’un sous-type par celui d'un autre. Ce processus peut ou
non s'accompagner d'un remplacement du gene NA, induisant potentiellement un glissement
antigénique appelé "shift" (Webster et al., 1982). En raison de la nature segmentée du génome
du virus de la grippe, la co-infection simultanée d'un héte par deux souches différentes du virus
de la grippe A peut entrainer un réassortiment des génes viraux segmentés, conduisant a la
création d'un virus réassortant ayant de la capacité d'infecter d'autres espéces (Webster et al.,
1992; van Maanen et Cullinane, 2002). L'analyse des nucléotides des virus H3N8 a montré un
réassortiment de segments d'/ARN codant pour NP, PB2 et PA entre les sous-types équins H7N7
et H3N8 et de segments d'HA et NS entre des souches distinctes de souches H3N8 (Bean, 1984;
Okazaki et al., 1989; Gorman et Webster, 1990; Gorman et al., 1990; Bryant et al., 2009). Le
virus Alequine/Pakistan/16 responsable de 1’épizootie de grippe équine qui a touchée la
population équine non vaccinée au Pakistan en 2015-2016, était potentiellement un réassortant
impliquant le virus aviaire A/poulet/Pakistan/1/04 (H7N3) et le virus canin A/canin/Beijing/10
(H3N2). Les génes M et NP du A/equine/Pakistan/16 provenaient tres probablement des genes
homologues du virus aviaire A/poulet/Pakistan/1/04 (H7N3) et se sont également réveélés
étroitement liés au virus de la grippe A canin et humain (A/canin/Beijing/10 (H3N2) et
Alltalie/3/13 (H7N7)) (Khan et al., 2017).
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La Grippe Equine (El)

1. Définition

La grippe équine (EI) est I'une des infections respiratoires les plus contagieuses des chevaux,
des anes et des mulets (Laabassi et Mamache, 2014). La grippe équine a une morbidité élevee,
pouvant atteindre 100 % dans les groupes de chevaux sensibles, mais un faible taux de mortalité
(van Maanen et Cullinane, 2002). Les sous-types H7N7 et H3N8 produisent des manifestations
cliniques similaires, mais dans le cas de l'infection par le virus H3N8, elles sont plus graves
(Webster, 1993).

2. Epidémiologie

Deux sous-types du virus Influenza A ont été responsables de la grippe équine. Le premier,
H7N7 (sous-type 1 ou équin 1), a été isolé pour la premiere fois a Prague en 1956 (Sovinova et
al., 1958). Ce sous-type était considéré comme la principale cause de la grippe chez les équidés.
Cependant, le dernier isolement signalé du sous-type H7N7 chez des équidés a Bari en Italie en
1979 (Kostina et al., 2019). Le deuxiéme sous-type de I’EIV, H3N8 (sous-type 2 ou équin 2),
a été isolé en 1963 a Miami aux USA chez des chevaux importés d'Argentine (Waddell, 1963;
Scholtens et al., 1964), devenant ainsi la principale cause de la grippe équine de nos jours.
L'analyse phylogénétique du géne HA a montré que les EIVs H3N8 ont évolué a la fin des
années 1980 en deux lignées distinctes, Eurasienne et Américaine (Daly et al., 1996). La lignée
américaine est elle-méme subdivisée en trois sous-lignées : Argentine, Kentucky, et Florida
(Lai et al., 2001). Au début des années 2000, la sous-lignée Florida a été divisée en deux
clades : Florida Clade 1 (FC1) et Florida Clade 2 (FC2) (Bryant et al., 2011), qui circulent
actuellement dans le monde entier.

Les virus FC1 sont enzootiques en Amerique du Nord et les virus FC2 sont prédominants en
Europe (Pellegrini et al., 2023). Cependant, les deux lignées sont a l'origine d'épizooties en
Europe (Gahan et al., 2018; Fougerolle et al., 2019; Paillot et al., 2019; Whitlock et al., 2022a;
Pellegrini et al., 2023), Amérique du Sud (Mena et al., 2018; Castro et al., 2019; Olguin-
Perglione et al., 2020; Olguin-Perglione et Barrandeguy, 2021), Asie (Yang et al., 2018;
Yongfeng et al., 2020; Alagl et al., 2022; Nemoto et al., 2023). Plus récemment, des épizooties
de virus FC1 et FC2 ont également éte signalées en Afrique (Diallo et al., 2020; Shittu et al.,
2020; Ahmed et al., 2022).

Dans les pays ou des mesures de quarantaine sont mises en ceuvre et ou la grippe équine peut
étre éradiquée, le virus de la grippe équine ne peut pas persister a long terme. Par contre, il peut

persister dans les populations enzootiques présentant une circulation de faible intensité, avec
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parfois de petites épizooties occasionnelles (Glass et al., 2002; Laabassi, 2016). A ce jour,
I'infection par le virus de la grippe A est endémique dans le monde entier. Notamment, des pays
tels que I'Australie et I'Afrique du Sud ont réussi a éradiquer la grippe équine aprés avoir connu
des épizooties antérieures (Oladunni et al., 2021). En revanche, la Nouvelle-Zélande et I'lslande
se distinguent en tant que les seuls pays comptant d'importantes populations de chevaux qui
sont restées systématiquement indemnes de la grippe équine (Oladunni et al., 2021).

La grippe équine est une maladie saisonniéere caractérisée par une bréve période d'incubation
de 1 a 3 jours, accompagnée d'une excrétion virale intense, en particulier au cours des premiers
jours de l'infection, cette excrétion pouvant persister jusqu'a 8 jours (Powell, 1991; Paillot et
al., 2006). Le virus peut se propager rapidement au sein d'une population équine sensible. La
transmission de la grippe équine se produit principalement chez les chevaux par voie
respiratoire, car les gouttelettes d'aérosol libérées lors de la toux peuvent infecter les chevaux
dans un rayon de 32 métres. De plus, les animaux peuvent contracter le virus par contact indirect
avec des objets contaminés ou des individus qui ne respectent pas les pratiques d'hygiene
(Timoney, 1996).

Le virus de la grippe A se transmet des oiseaux sauvages, qui lui servent de réservoir naturel,
aux humains, aux équidés, aux chiens, aux mammiferes marins, aux chauves-souris et aux porcs
(Zhang et al., 2021).

L’émergence des deux sous-types du virus de la grippe équine chez les équidés est attribuée a
une transmission directe par les oiseaux. En 1989, une épizootie massive de grippe s'est produite
dans le nord-est de la Chine, affectant les chevaux et les anes. Cette épizootie a été provoquee
par un virus grippal H3N8 d'origine aviaire, distinct du virus H3N8 endémique présent chez les
chevaux (Webster et Guo, 1991). Cette épizootie a infecté environ 20 000 chevaux, entrainant
la mort de 400 personnes. Cependant, il semble qu'il n‘ait circulé que quelques années avant de
disparaitre finalement (Saito et Webster, 1992). Il est intéressant de noter que le sous-type
H3N8 semble avoir franchi les barriéres entre espéces pour infecter les populations équines a
au moins deux occasions distinctes. Cela pourrait étre da au fait que le sous-type H3N8
nécessite moins d’adaptation aux voies respiratoires des équidés ou qu’il est I'un des sous-types
prédominants circulant parmi les oiseaux aquatiques sauvages (Yang et al., 2021).

Il & été démontré que le virus de la grippe A adapté aux équidés ne se transmettait pas facilement
a d'autres espéces. Cependant, en janvier 2004, une équipe de recherche américaine a confirmé
la transmission de la lignée H3N8 du virus influenza équin aux chiens, en particulier des lévriers
de course (Crawford et al., 2005). De plus, il a été confirmé qu'un virus étroitement apparenté
avait été rétrospectivement identifié comme ayant été transmis de maniére indépendante des

chevaux aux foxhounds au Royaume-Uni (Daly et al., 2008). En 2007, lors de I'épizootie
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australienne de la grippe équine, la présence du virus influenza équin H3N8 a été confirmée
chez des chiens vivant a proximité de chevaux infectés (Kirkland et al., 2010). Récemment, une
analyse genétique du virus de la grippe canine (CIV) réalisée en Irak entre 2018 et 2019 a révélé
I'isolement d'un virus de type H3N8 chez des chiens de chenil, présentant une similitude élevée
avec le H3N8 équin isolé aux Etats-Unis (Abdulkareem et al., 2020). Entre 2004 et 2006, la
surveillance du virus de la grippe porcine menée en Chine, a révélé la premiére transmission
d’un H3N8 d’origine équin aux porcs (Tu et al., 2009). En 2013, une surveillance active des
chameaux de Bactriane effectuée en Mongolie a abouti a I'isolement du virus de la grippe équine
(H3NS8) dans cette population (Figure 10) (Yondon et al., 2014). 1l est important de noter qu'il

n'existe actuellement aucune preuve documentée de la transmission de I’EIV aux chiens ou a
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Figure 10 : Transmission intra- et interspécifique du virus de la grippe équine (Schéma

réalisé par l'auteur).

Il existe une possibilité que les oiseaux sauvages migrateurs réintroduisent le H3N8 ou d'autres
sous-types du virus de la grippe aviaire dans la population équine de la région du Maghreb.
Cela présente un risque d’émergence de nouveaux virus de la grippe équine dans cette région,
d’autant plus qu’ils se situent le long des routes migratoires des oiseaux sauvages (Figure 11)
(Zanaty et al., 2019). Il est donc essentiel de mener une surveillance du virus de la grippe aviaire
chez les oiseaux sauvages migrateurs afin de mesurer les risques potentiels du H3N8 ou d'autres

sous-types d'lAV pour la population équine de la région du Maghreb.
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Figure 11 : Carte représentant la situation de la région du Maghreb sous les grandes voies de

migration des oiseaux sauvages (Kareche et al., 2022).

3. Pathogénie

La grippe équine est I'une des infections respiratoires les plus contagieuses chez les équidés.
Elle se produit naturellement par inhalation des particules virales en aérosol, lesquelles se
déposent sur la muqueuse des voies respiratoires supérieures, mais également sur celle des voies
respiratoires inférieures (Wilson, 1993). Le virus inhalé se fixe aux cellules épithéliales
respiratoires grace a ses spicules d’hémagglutinine, fusionne avec la cellule, puis est libéré dans
le cytoplasme ou il procede a sa réplication (Waghmare et al., 2010). La réplication du virus
dans les cellules infectées conduit & la libération de nouveaux virions dans les voies
respiratoires par bourgeonnement a partir de la membrane plasmique (Wilson, 1993). Apres
cela, les particules virales se propagent rapidement dans les voies respiratoires a partir des
cellules infectées en 1 a 3 jours, cette propagation d'une cellule a l'autre provoque des
modifications de la muqueuse respiratoire, une accumulation d'exsudat et une nécrose des
cellules respiratoires, qui contribuent toutes a la détérioration des voies respiratoires avec
altération des mécanismes de la clairance trachéale qui entrainant leur réduction jusqu'a 32 jours
apres l'infection (van Maanen et Cullinane, 2002; Kamps et al., 2006; Myers et Wilson, 2006;
Singh et al., 2018). Le virus peut étre isolé a partir de préléevements nasopharyngeés dans les 48
a 72 heures suivant l'infection. Entre le troisieme et le quatrieme jour apres l'infection,

d'importantes quantités de virus sont sécrétées dans les sécrétions des voies respiratoires,
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surtout chez les chevaux naifs (Wilson, 1993). L'excrétion du virus vivant est variable et peut

persister pendant 7 a 10 jours (Chambers, 2014).
4. Signes cliniques

La gravité des signes cliniques chez les équideés est influencée par la souche virale spécifique
et le statut immunitaire de I'n6te (Mumford et al., 1990). La fievre, environ de 41°C, représente
le premier symptdme de la grippe équine, est observée aprés une période d'incubation de 1 a4 3
jours qui peut durer entre 4 et 5 jours, cet état pyrétique s'accompagne d'une dyspnée, d'une
toux dure et seche persistante et d'un écoulement d'abord séreux puis devenu mucopurulent
(Figure 12) (Paillot et al., 2006).

Lors de I’atteinte par I’EIV on peut observer aussi I'anorexie, la dépression, la myalgie, 'cedéme
des membres, I'hypertrophie des ganglions lymphatiques mandibulaires, I'anémie, la leucopénie
et la lymphopénie (Cullinane et Newton, 2013). La grippe équine est principalement associée
a une broncho-pneumonie secondaire. L’infections des chevaux par le sous-type H3N8, a une
plus forte incidence de I'inflammation du muscle cardiaque. Les poulains nouveau-nés n’ayant
pas recu de colostrum, contenant des anticorps dirigés contre le virus de la grippe équine, sont
particulierement vulnérables a la maladie et des signes neurologiques peuvent rarement étre
observés (Chambers, 2014).

Les anes et les mulets présentent des signes cliniques similaires a ceux observés chez les

chevaux, mais la maladie a tendance a étre plus grave chez les anes (Yang et al., 2018).

s

Figure 1 - Ecoulement nasal mucopuruleht chez un cheval att
I'épizootie de 2021 en Algérie (Kareche et al., 2022).

de grippe équine lors de
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5. Lésions

Lors de la grippe équine, les Iésions qu'elles soient macroscopiques ou microscopiques, ne
présentent pas une spécificité marquée. Toutefois, la bronchiolite est une lésion freqguemment
observée avec des exsudats séreux bilatéraux. Au niveau macroscopique, on note une
consolidation pulmonaire diffuse étendue, accompagnée de modifications histologiques telles
que la nécrose des bronchioles et des alvéoles, une infiltration des neutrophiles, la formation de
membranes hyalines, ainsi qu'une hyperplasie et une métaplasie squameuse de I'épithélium des
voies respiratoires (Patterson-Kane et al., 2008).

Les cas mortels présentent généralement une pneumonie lobulaire aigué ou une
bronchopneumonie (Strategy, 2007). L'examen post-mortem révele freqguemment des alvéoles
extrémement gonflées, une exsudation fibrineuse et une pneumonie broncho-interstitielle
typique, caractérisée par une bronchiolite nécrosante et des hémorragies (Yang et al., 2018).
Chez les poulains, I'examen post-mortem macroscopique a mis en évidence une pneumonie
interstitielle diffuse sévere, ainsi qu'une hémorragie sous-durale sur la surface ventrale caudale
du cerveau autour de I'nypophyse. Par ailleurs, I'examen histopathologique des poumons a
identifié une bronchite nécrosante et une bronchiolite, accompagnées d'une métaplasie

squameuse diffuse et d'une pneumonie interstitielle multifocale (Peek et al., 2004).
6. Diagnostic

Chez les chevaux, les signes cliniques permettent d'orienter le vétérinaire vers un diagnostic,
mais eux seuls restent insuffisants pour confirmer la grippe équine, car d'autres maladies
respiratoires infectieuses équines peuvent présenter les mémes symptémes. La surveillance et
le contréle de I'EI nécessitent la détection des cas subcliniques avant de passer a un diagnostic
de laboratoire visant a confirmer I'agent causal de la maladie. De plus, il est crucial de collecter
et de conserver correctement les échantillons (Chambers et Reedy, 2014).

6.1. Diagnostic de laboratoire

6.1.1. Diagnostic virologique

- Les ceufs de poule embryonné et/ou les cultures cellulaires peuvent étre utilisés pour isoler
le virus de la grippe équine a partir d'écouvillons nasopharyngés (ENPs) prélevés chez un
cheval atteint (OIE, 2019a). 1l est important de prélever le plus t6t possible les prélevements
nasopharyngés pendant la phase aigu€ de la maladie. Cela augmente les chances d’obtenir
une quantité adéquate du virus (Rash, 2017).

- Lestests rapide de détection des antigénes de I’EIV, bien que leur sensibilité soit trés limitée

(Yamanaka et al., 2016). L'immunochromatographie par amplification a I'argent est un test
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de détection rapide des antigenes qui a une sensibilité plus élevée et des limites de détection
cing fois inférieures aux tests RAD (Rapid Antigen Detection) conventionnels (Yamanaka
etal., 2017).

6.1.2. Diagnostic sérologique

Si la phase aigué de la grippe équine est passée, des échantillons de sérum peuvent encore étre

prélevés pour étudier la cinétique d’apparition des anticorps (Rash, 2017).

- Le test d'inhibition de I'némagglutination (HI, pour Hemagglutination Inhibition) a été
développé dans les années 1940. Il sert & detecter la diminution de la liaison entre
I’hémagglutinine et les globules rouges en présence d'anticorps (HIrst, 1942). Le test HI est
recommandé par I'OMS, qui fournit un protocole détaillé pour sa réalisation (OIE, 2019a).

- Le test d'hémolyse radiale unique (SRH, pour Single Radial Hemolysis) est utilisé depuis
la fin des années 1970 pour détecter les anticorps antigrippaux. La technique s'appuie sur
I'hnémolyse passive des globules rouges traités par le virus a l'aide d'un anticorps anti-
hémagglutinine et du complément (Schild et al., 1975).

- Le test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), également connu sous le nom de
dosage d'immunoabsorption enzymatique, a été inventé dans les années 1960 et a connu son
développement ainsi que ses premieres applications au cours des années 1970 et 1980
(Lequin, 2005). Cette technique est utilisée pour détecter les anticorps qui se lient aux
protéines virales, généralement la nucléoprotéine structurelle (Ji et al., 2011).

- Les virus pseudotypés (PV, pour Pseudotype Virus), générés par la co-transfection de
cellules avec des plasmides exprimant des protéines centrales lentivirales et des protéines
d'enveloppe virale (Scott et al., 2016). Les PV sont utilisés dans les tests de neutralisation
virale des pseudovirus (PVNA, pour Pseudovirus Neutralisation Assay) pour déterminer la
présence d'anticorps neutralisants dans les échantillons de sérum. Le PVNA est une
nouvelle méthode qui se base sur la quantification des réponses en anticorps neutralisants,
sans nécessiter I'utilisation de virus vivants ou de grandes quantités de sérum (Kinsley et
al., 2016).

6.1.3. Diagnostic moléeculaire

La réaction en chaine par polymérase par transcription inverse (RT-PCR) et la PCR en temps
réel sont largement utilisées dans les laboratoires de diagnostic de la grippe équine (Quinlivan
et al., 2005a; Singh et al., 2018). La RT-PCR suivie du sequencage a été utilisée pour le
diagnostic et le sous-typage de la neuraminidase (Alvarez et al., 2008). Par ailleurs, la RT-PCR
TagMan est utilisée pour la détection de la nucléoprotéine, la protéine matricielle et le géne HA

des sous-types H7N7 et H3N8 (Lu et al., 2009). Des amorces spécifiques a la RT-PCR ont été
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développées dans la région conservée de la matrice du génome viral de I’EIV pour réaliser un
diagnostic efficace, rapide et sensible (Legrand et al., 2013; Aeschbacher et al., 2015). De plus,
des amorces RT-PCR multiplex ont été testées, ce qui donne un large éventail d'applications
dans la détection et le diagnostic des EIVs nouvellement émergents (Lee et al., 2016).

Une méthode de diagnostic rapide et sensible est réecemment devenue disponible sur le marché.
Le test cobas Influenza A/B & RSV pour le systeme cobas Liat (Roche Diagnostics) est basé
sur une RT-PCR en temps réel ciblant la région conservée du géne matriciel. Elle permet la
détection de I'ARN du virus de la grippe équine a partir d'ENPs de chevaux infectés en 20

minutes (Nemoto et al., 2020).

7. Traitement

Actuellement, il n'existe pas de traitement spécifique contre la grippe équine. Cependant, il est
principalement symptomatique basé sur l'atténuation des signes cliniques. Il est recommandé
de placé les chevaux malades, dans un local bien aéré sans poussiere, associé a une bonne
alimentation et de I'eau propre. Pour chaque jour de fievre, une semaine de repos est nécessaire,
puis apres un repos complet un travail progressif est recommandé, car une charge de travail
soudaine peut provoquer une bronchopneumopathie chronique obstructive et une myocardite
(Wilson, 1993; Chambers, 1995).

Le traitement repose principalement sur I'administration d'antibiotiques a large spectre tels que
la pénicilline G ou le triméthoprime / sulfonylurée qui sont administrés pour prévenir les
infections bactériennes secondaires dues aux especes Actinobacillus et Streptococcus. Des
antihistaminiques et des anti-inflammatoires non stéroidiens tels que la phénylbutazone, la
flunixine méglumine ou la dipyrone peuvent étre administrés pour réduire la fiévre et la réponse
inflammatoire des voies respiratoires (Wilson, 1993; Virmani et al., 2020).

De plus, la chimiothérapie antivirale est essentielle pour contréler les infections grippales, en
particulier chez les animaux exposés a un risque plus élevé d’infection grave et de
complications (Doll et al., 2017). Des études expérimentales suggerent que le Peramivir
(analogue de l'acide sialique), I'Oseltamivir et le Zanamivir se distinguent comme les
médicaments les plus couramment utilisés parmi les inhibiteurs de la neuraminidase (Young et
al., 2001; Magano, 2009; Yamanaka et al., 2012), tandis que la Rimantadine inhibe le canal
protonique M2 du virus de la grippe (Rees et al., 1999). Récemment, il a été rapporté que le
Baloxavir Marboxil (BXM) est un inhibiteur de I'endonucléase cap-dépendante de la PA du
virus de la grippe de type A, non seulement chez I’lhomme mais aussi chez le cheval (Nemoto
etal., 2019).
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8. Vaccination

La vaccination reste le moyen le plus efficace de prévenir et de contréler la plupart des maladies
infectieuses équines (Paillot et al., 2017), car elle permet de réduire les manifestations cliniques
de la maladie, améliorant le bien-étre des animaux, ainsi que de raccourcir la période de
convalescence et réduire le risque d'infections secondaires. La vaccination réduit également
I’excrétion virale dans I'environnement et diminuant la transmission du virus (Kostina et al.,
2019).

Depuis 2010, selon I'organisation mondiale de la santé animale (OMSA ou WOAH, pour World
Organisation for Animal Health ; anciennement OIE, Office International des Epizooties) il
n'est plus indispensable d'inclure les sous-types H7N7 et H3N8 de la lignée eurasienne dans les
vaccins car ces virus n‘ont pas été isolés sur de nombreuses années de surveillance et sont donc
supposeés ne circule pas. Les vaccins doivent inclure les virus de la sous-lignée Florida du clade
1 et du clade 2 (WOAH, 2020).

9.1. Vaccins a virus entiers inactivés

Les vaccins a virus entier inactive sont la premiére génération de vaccins contre la grippe équine
en médecine vétérinaire, et ils se distinguent par I'absence de réplication virale et I'incapacité
de générer une infection (Paillot et al., 2006). Le développement d'anticorps non seulement
contre les antigénes de surface (HA et NA) mais aussi contre les protéines plus conservées
(telles que NP ou M) de I’EIV est induit chez le cheval par ce type d'immunisation (Paillot,
2014). Les vaccinations a virus entier inactivé n'offrent qu'une protection a court terme, la
production d'anticorps ne durant que quelques mois (moins de 100 jours), et ces anticorps sont
de type 1gG, qui ne peuvent pas fixer le complément. Avec la fabrication d'anticorps de classe
IgA, ainsi que d'lgG2a et IgG2b, l'infection spontanée peut fournir une protection jusqu'a 12
mois (Nelson et al., 1998). Selon Ohta et al. (2020), I'administration de vaccins de maniére
séquentielle (par exemple, un vaccin inactivé suivi d'un vaccin vivant) plutbét que
simultanément entraine une réponse humorale plus importante. Une autre étude Japonaise a
révelé que le FC2 devrait étre inclus dans les vaccins contre la grippe équine, et que la souche
la plus adaptée était A/équine/Yokohama/aql3/2010 (H3N8) (Yokohama/10) (Gamoh et
Nakamura, 2017). . Il a été démontré que le vaccin inactivé anti-EIV additionné d'huile de
montanide ISA 206 comme adjuvant, offrait un niveau d'immunité satisfaisant avec des titres
d'anticorps persistant 10 mois apres la vaccination, chez le cheval et le porc. De plus, le vaccin
a conserve ses propriétés immunogenes lorsqu’il est conservé a 4 °C pendant plus d’un an ou a

température ambiante pendant 6 mois (Warda et al., 2021).
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Dilai et coll. (2021) ont étudié I’impact de différents intervalles entre les primovaccinations
contre la grippe équine chez les poulains pur-sang. L'étude a porté sur trois groupes de poulains
qui ont recu trois doses de vaccin (V1, V2 et V3) a différents intervalles. Quel que soit
I’intervalle, tous les poulains ont montré une bonne réponse vaccinale aprés V2 et V3,

surpassant les aspects cliniques et virologiques.

9.2. Vaccins sous-unitaires

Les vaccins sous-unitaires antigrippaux modernes combinent des protéines purifiées (HA et
NA). La saponine de Quillaia (Quil A) ou incorporée dans des complexes immuno-stimulants
(ISCOM) ou ISCOM-Matrix sont utilisées comme adjuvants dans cette forme de vaccin pour
améliorer la réponse immunitaire (Paillot et al., 2006. Paillot et al., 2008). Les protéines virales
ne sont pas couplées a la structure de cage ISCOM dans les vaccins ISCOM-Matrix, qui sont
similaires aux vaccins ISCOM (Elton et Bryant, 2011). Chez les chevaux, les vaccins anti-EIV
avec l'adjuvant ISCOM-Matrix stimulent a la fois les réponses immunitaires humorales et
cellulaires (Paillot et Prowse, 2012). Un vaccin sous-unitaire et un vaccin a ADN basés sur
I'HA du virus A/equine/Argentine/1/93 (H3N8) ont été récemment évalués chez la souris, avec
une protection de 100 % pour les souches équines et de 70-100 % pour les souches humaines
(Ibafiez et al., 2018). Reemers et al. (2020) ont démontré que le vaccin Equilis Prequenza offre

une protection efficace contre le FC1, avec réduction des symptdmes et de I’excrétion virale.
9.3. Vaccins a ADN

L'administration des vaccins a ADN chez les chevaux a été approuveée au début du dernier siécle
aprés leur réussite chez d'autres espéces telles que les souris et les furets (Fynan et al., 1993;
Webster et al., 1994; Olsen et al., 1997). Ces vaccins impliquent Il'inoculation d'ADN
plasmidique, également appelée vaccination génétique ou vaccination par acide nucléique
(Hassett et Whitton, 1996). Lorsque les plasmides contenant le géne de I'hnémagglutinine sont
administrés par voie intranasale ou sous-cutanée, ils assurent une protection grace aux anticorps
IgGa et IgGb mais pas aux anticorps IgA (Lunn et al., 1999; Soboll et al., 2003a; Soboll et al.,
2003Db). De plus, il a été demontré que I'administration des vaccins a ADN par voie sous-cutanée
est plus efficace que leur administration par voie intramusculaire (Ault et al., 2012).

9.4. Vaccins vivants atténués

Ce type de vaccin induit une réponse immunitaire de longue durée chez le cheval en utilisant

un virus grippal vivant qui a été manipulé pour perdre son activité infectieuse tout en conservant

son potentiel de protection (Paillot, 2014). Leur forme intranasale (Flu Avert®l.N., Heska
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Corporation) a été produite et approuvée pour la premiére fois aux Etats-Unis en 1999 (Kostina
et al., 2019). Généralement, ces vaccins atténués sont adaptés au froid sur la base du fait qu'ils
ont été produits par des passages en série de variantes de souches virales circulantes dans des
embryons de poulet a des températures plus basses (34°C, 30°C, 28°C et 26°C), ainsi
I'innocuité, I'efficacité et I'immunogénicité de ce type de vaccin ont été prouvées (Lunn et al.,
2001; Youngner et al., 2001). Les vaccins antigrippaux vivants atténués sont plus efficaces que
les vaccins inactivés car ils peuvent déclencher des réponses immunitaires innées et adaptatives
(humorales et cellulaires) efficaces (Martinez-Sobrido et al., 2018).

En 2015, un vaccin vivant atténué a été développe en utilisant la génétique inverse, incorporant
les genes HA et NA de la souche sauvage eq/GA/81. Ce vaccin a démontré une protection
compléte contre les virus H3N8 homologues et hétérologues chez la souris (Baz et al., 2015).
En 2018, un autre vaccin vivant atténué contre I’EIV (H3N8) a été développé sur la base de la
génétique inverse et a montré une sensibilité a la température. Ce vaccin peut étre facilement
mis a jour pour lutter contre les souches dérivées ou émergentes, offrant ainsi un excellent
contréle de la souche H3N8 de I’EIV circulant actuellement. Il a été démontré que ce vaccin
offre une protection supérieure chez les souris et les chevaux, lorsqu’il sont exposés aux

souches sauvages du virus (Rodriguez et al., 2018).

9.5. Vaccins a vecteurs vivants

Les vaccins a vecteurs recombinants vivants sont basés sur 1’utilisation des virus non
pathogenes qui ont été modifiés pour exprimer des génes désignés provenant d'un agent
pathogene spécifique (Paillot et al., 2006). ProteqFlu® (Boehringer Ingelheim, anciennement
Merial) est le seul vaccin a vecteur vivant recombinant contre la grippe équine depuis 2003. Ce
vaccin est constitué de deux virus canarypox recombinants qui servent de vecteurs d'expression
des genes HA des souches H3N8 du virus de la grippe équine A/equine/Ohio/03 (FC1 ) et
Alequine/Richmond/1/07 (FC2) (Paillot et al., 2019; Reemers et al., 2020).

Une étude menée en 2016 sur des poneys de montagne gallois a évalué 1’efficacité d’un vaccin
recombinant contre la variole canarylique entierement mis a jour. La vaccination comprenait
deux virus canarypox recombinants exprimant I’hémagglutinine a partir des isolats
Alequine/Ohio/03 (FC1) et Alequine/Richmond/1/07 (FC2). Lors de tests contre la souche
Alequine/Richmond/1/07, les poneys vaccinés ont démontré une protection significative
(Paillot et al., 2016).

Dans une étude plus récente portant sur 19 chevaux répartis en trois groupes : un groupe témoin
(5 chevaux), un groupe vacciné avec un virus entier inactivé Equilis Prequenza (MSD Animal

Health, anciennement Intervet) (7 chevaux) et un groupe vacciné avec le vaccin vectoriel
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modifié ProteqFlu (Boehringer Ingelheim, anciennement Merial) (7 chevaux). Les résultats ont
montré que tous les chevaux vaccinés développaient des titres d’anticorps anti-FC1 et anti-FC2,
ainsi qu’une réduction des symptdmes cliniques et de I’excrétion virale. De plus, les deux
vaccinations offraient une protection comparable contre la récente souche sauvage FC2
(Alequi-2/Wexford/14) (Reemers et al., 2020).

9.6. La génétique inverse

La technologie de la génétique inverse permet la génération de virus grippaux a partir d’ADNc¢
viraux clonés. Cette approche basée sur les plasmides, a été utilisée avec succes dans diverses
installations de recherche sur la grippe depuis sa création en 1999 (Neumann, 2021).

La comparaison des réponses anticorps a un vaccin bivalent inactivé contre I'El généré par la
génétique inverse, possédant les genes HA et NA des souches A/equine/lbaraki/1/2007 (FC1)
et Alequine/Yokohama/agql3/2010 (FC2), avec un vaccin bivalent inactivé (contenant les
mémes souches) contre I'El disponible dans le commerce, dérivé du virus de la grippe équine
de type sauvage chez des chevaux pur-sang. Les résultats suggerent que le vaccin bivalent issu
de la génétique inverse présente une immunogenicité équivalente a celle générée par un vaccin
bivalent inactivé dérivé de virus sauvages. Cela indique qu'il est possible d'intégrer les virus
générés par la génétique inverse dans la fabrication des vaccins multivalents et monovalents

destinés aux chevaux (Ohta et al., 2021).
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Matériel et méthodes
1. Matériel

1.1. Les échantillons sérologiques et les animaux

Au total, 298 échantillons de sérum ont été collectés entre février et aolt 2021 sur des équidés
distincts. 13 sérums provenant d'anes agés entre 8 mois et 11 ans dont 9 femelles et 4 males
appartenant a des propriétaires prives des Wilaya de Batna et de Bordj Bou Arréridj, et 285
sérums de chevaux ageés entre 3 mois et 22 ans, dont 179 femelles et 106 méles. Les chevaux
provenaient de propriétaires prives et des hippodromes de différentes régions de I'Est (Batna,
Bordj Bou Arréridj, Sétif et Skikda) et de I’Ouest Algérien (Mostaganem) (Figure 13).
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Figure 13 : Carte du nord Algeérien représentant les lieux de récolte des échantillons avant,

pendant et aprés I'épizootie de la grippe équine de 2021 (Figure réalisée a l'aide d'ArcGIS

version 10.3).

Les échantillons sériques ont été collectés dans deux périodes distinctes. lls ont été collectés
sur les équidés dans les Wilaya de Batna et de Sétif durant le mois février 2021, alors que ceux
provenant des régions de Bordj Bou Arréridj, Mostaganem et Skikda ont été réalisés au moins
4 semaines apres I'épizootie de la grippe équine qui a sévit en Algérie durant la premiére
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semaine du mois de mars 2021. De plus, un deuxieme prélevement sérique a été réalisé 3 a 4
semaines apres les premiers échantillons sur 10 chevaux, dont un appartient a la région de
Merouana (Wilaya de Batna) et neuf a la région d'EI-Eulma (Wilaya de Sétif), présentant des
signes cliniques similaires a ceux observés lors de D’atteinte par la grippe équine, durant
1’épisode respiratoire de mars 2021. Aprés coagulation pendant 24 h a 4°C, les échantillons ont
été centrifugés (3000 g pendant 15 min, a une température ambiante) et les sérums ont été
recueillis puis conservé a — 20°C jusqu’a analyse. Différentes races de chevaux ont été incluses
dans cette étude (Pur-Sang Arabe, Pur-Sang Anglais, Barbe et d'autres races), dont la majorité
nés et éleves en Algeérie. Parmi les 285 chevaux testés dans la présente étude, seuls 54 chevaux
de I’Haras Hocine EI Mansour (Wilaya de Mostaganem) avaient été vaccinés contre I’EIV a
I'aide d'un vaccin sous-unitaire ISCOM Matrix, Equilis Prequenza Te (MSD Animal Health,

anciennement Intervet), entre septembre 2020 et juin 2021.

1.1.1. Description du vaccin utilisé : Equilis Prequenza Te

a. Propriétés

Equilis Prequenza Te est un vaccin sous unitaire indiqué contre la grippe équine, composé par
I’hémagglutinine, des souches immunogeénes du virus vaccinal, qui présente la propriété de
stimulateur active de I’immunité contre 1’influenza équine.

Le choix et la mise a jour des souches virales de la grippe équine (A/equil/Prague/1/56, Alequi-
2/Newmarket/1/93, Alequi-2/Newmarket/2/93), en fonction de I'apparition des nouveaux
variants, ont été fait suivant les recommandations de 'WOAH et de ’WHO.

L’adjuvant exclusif de ce vaccin, ISCOM-MATRIX, permet de stimuler a la fois I'immunité
humorale et cellulaire. Apres injection, I’adjuvant et [‘antigéne HA sont rapidement transportés
vers les neeuds lymphatiques, ne créant pas de dépdts au niveau musculaire. 1ls y stimulent les
Th-1 (a I’origine de I’immunité cellulaire) et les Th-2 (immunité a I’origine de 1’humorale).

L’immunité conférée contre la grippe est de 12 mois apres la primo vaccination.

b. Composition

Chaque dose (1 mL) d’Equilis Prequenza Te contient :

A/équine -1/Prague/1/56 100 UA* Adjuvant

A/équine-2/Newmarket/1/93 50 UA Saponine purifiée 375 ug
A/équine-2/Newmarket/2/93 50 UA Cholestérol 125 ug
Anatoxine tétanique 40EF** Phosphatidylcholine 62,5 ug

* UA : Unités antigeniques
** EF : Equivalent de la Floculationn, correspondant a > 30 Ul/ml de sérum de cobaye.
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C. Mode d’administration pour les équins

L’administration d’Equilis Prequenza Te, se fait selon le protocole suivant :

c.1. Primo vaccination

1% injection & partir de 6 mois
2™ injection 4 semaines plus tard

c.2. Rappel

- Le 1° rappel (3°™ injection) contre la grippe équine est effectué 5 mois aprés la
primovaccination. Il induit une immunité qui dure au moins 12 mois.

- Le 2°™ rappel est effectué 12 mois aprés le premier rappel.

- L’utilisation alternée, a 12 mois d’intervalle, d’un vaccin approprié contre la grippe
équine, contenant les souches A/équine-1/Prague/1/56, A/équine-2/Newmarket/1/93,
A/équine-2/Newmarket/2/93 est recommandé afin d’assurer le maintien des niveaux
d’immunité vis-a-vis de la grippe.

En cas de risque d’infection élevé ou de prise colostrale, une injection initiale supplémentaire
peut étre ordonné a I’age de 4 mois, suivie d’un protocole de vaccination complet (vaccination

a 1’age de 6 mois et 4 semaines plus tard).
1.2. Echantillons virologiques

Des écouvillons nasopharyngés (ENP) ont été réalisés sur des chevaux (n= 40), agés entre 1 et
11 ans dont 29 femelles et 11 males, présentant des signes cliniques de la maladie respiratoire,
au cours de la premiére semaine du mois de mars 2021. Ainsi, 28 chevaux appartenant a
I’hippodrome de Bazer Sakra d'El Eulma (Wilaya de Sétif), 6 a I'hnippodrome de Barika et 6 aux
propriétaires privés de la région de Merouana (Wilaya de Batna) (Figure 13). La majorité des
chevaux de 1’étude sont de race Pur-Sang Arabe, Pur-Sang Anglais et Barbe. Les ENPs ont été
placés dans 5 ml du milieu de transport viral (VTM, pour Viral Transport Medium) composé
du tampon de phosphate salé (PBS, pour Phosphate Buffered Saline), 5 000 U/mL de
pénicilline, 250 mg/mL d'amphotéricine B et 2 % v/v sérum de veau feetal (SVF) et transporté

immeédiatement sous froid au laboratoire, puis conservé a —20°C jusqu'a analyse.

2. Méthodes
2.1. Les analyses sérologiques

Selon les instructions du fabricant, les 298 sérums sanguins ont été analysés a l'aide du coffret

ELISA, ID Screen® Influenza A Antibody Competition Multi-Species (Innovative Diagnostics
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(ID), Montpellier, France) pour la détection des anticorps anti-nucléoprotéine (NP) du virus de

la grippe A.

2.1.1. Description et principe

e Les puits sont sensibilisés par la NP du virus Influenza A.

e Les échantillons a tester et les contréles sont distribués dans les puits. Si les anticorps anti-
NP présents, on assiste a la formation un complexe antigéne-anticorps qui masque ces
épitopes.

e Un conjugué anti-NP marqué a la peroxydase (HRP) est distribué dans les puits. 1l se fixe
sur les épitopes NP restés libre, formant ainsi un complexe antigéne-conjugué HRP.

e Apres elimination du conjugué en exces par lavage, la réaction est révéelée par la solution
TMB.

e La coloration qui en résulte est lie a la quantité d'anticorps spécifiques présents dans
I'échantillon a tester :

- Enlabsence d'anticorps dans I'échantillon, apparition d’une coloration bleue qui devient
jaune apres 1’ajout de la solution d’arrét.
- En présence d'anticorps dans I'échantillon, aucune coloration ne sera apparue.
e Lalecture se réalise a 450 nm.

2.1.2. Composants du coffret ID Screen® Influenza A Antibody Competition Multi-

Species
a. Les réactifs

- Puits sensibilisés par la NP

- Conjugué (concentré 10X)

- Controle positif

- Contrble négatif

- Tampon de dilution 3

- Tampon de dilution 2

- Solution de lavage (concentrée 20X)
- Solution de révélation

- Solution d'arrét (0,5 M)

b. Materiel supplémentaire requis mais non fourni

- Pipette de précision, mono ou multicanaux pour mesurer des volumes de 10 ul, 100
ul et 300 pl.
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- Embouts de pipettes a usage unigue.
- Un lecteur de microplaques de 96 puits.
- Eau distillée ou déminéralisée.
- Systeme de lavage manuel ou automatique.
2.1.3. Procédure
a. Préparation des echantillons
Pour réduire les différences des temps d'incubation entre les échantillons, il est possible de
préparer une microplaque de 96 puits contenant les échantillons a tester et les échantillons de

contréle, puis de les transférer dans la plaque ELISA a I’aide d’une pipette multicanaux.

b. Préparation de la solution de lavage

Si nécessaire, ramener la solution de lavage concentrée (20X) a température ambiante (21°C +
5°C) et bien 1’agiter pour assurer la dissolution des cristaux. Préparez la solution de lavage (1X)
de I’eau distillée/déminéralisee.

La qualité de 1’étape de lavage peut influencer les résultats. S’assurer que les puits soient
completement vides entre les lavages. En cas d'utilisation d'un laveur automatique, il est crucial

de paramétrer correctement I'appareil (mode, type et hauteur d'aspiration).
c. Distribution des échantillons et contréle

- 90 pL du tampon de dilution 2 dans chaque puit.
- 10 pL de contrdle positif dans les puits Al et B1.
- 10 pL de contrble négatif dans les puits C1 et D1.

- 10 pL de chaque échantillon a tester dans les puits restants.

d. Incubation de la plaque

Couvrir la plague et incuber pendant 60 minutes (£ 6 minutes) a 37°C (+ 2°C).

e. Lavage
- Videz les puits.
- Lavage de tous les puits (5 fois) avec un minimum de 300 uL de solution de lavage.

- Eviter le desséchement des puits entre les lavages.

f. Incubation du conjugué
- Préparer le conjugué 1X en diluant le conjugué 10X au 1/10°™ dans le tampon de
dilution 3.
- Distribuer 50 puL du conjugué 1X dans chaque puit.

- Couvrir la plague et incuber 30 min (= 3 min) a 21°C (x 5°C).
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g. Lavage

- Videz les puits.

- Laver 3 fois chaque puit avec un minimum de 300 pL de la solution de lavage.

- Eviter le desséchement des puits entre les lavages.

h. Révélation

- Distribuer 50 pL de la solution de révélation dans chaque puit.
- Couvrir la plaque et incuber 10 min (x 1 min) a 21°C (£ 5°C) dans I'obscurité.
- Distribuer 50 pL de la solution d’arrét dans chaque puit pour arréter la réaction.

- Mesurer et enregistrer les densites optiques a 450 nm.

I. Validation

Le test est valide si :

e La valeur moyenne de la densité optique des contrdles négatifs (DOCN) est supérieure a
0,700.
DOcn > 0.700

- Lavaleur moyenne de la densité optique des contréles positifs (DOCP) est inférieure a 30%
de la valeur moyenne de densité optique des contréles négatifs (DOCN).
DOcp/DOcn < 0.3

J. Interprétation
- Pour chaque échantillon, calculer le pourcentage de compétition (S/N%) :

SIN % = (DOcchantitiin / DOcN) x 100
- Les échantillons présentant une valeur S/N % :

- Supérieure ou égale a 50 % sont considérés comme négatifs.

- Entre 45% et 50% sont considérés comme douteux.

- Inférieure ou égale a 45 % sont considérés comme positifs.
2.2. Les analyses virologiques
2.2.1. Extraction de I'ARN viral
Les ENPs ont été plongés dans 2 ml de milieu essentiel minimum (MEM) (Gibco 31095) sans
liquide céphalo-rachidien (LCR), avec un acide aminé non essentiel (NEAA, pour Non
Essential Amino Acid) 1X, pyruvate de sodium 1X, pénicilline/streptomycine 1X, HEPES 25
mM. 200 ul ont éte utilisés pour I'extraction de I'ARN avec I'extracteur automatique King Fisher
a l'aide du kit NucleoMag®VET (Macherey-Nagel, Allemagne) (Tableau 3) conformément aux
instructions du fabricant. Les acides nucléiques ont été élués dans un volume final de 100 pL
et stockes a -80 ° C jusqu'a analyse.

33



Partie experimentale Matériel & Méthodes

Tableau 3 : Composition du kit NucleoMag® VET pour 96 préparations.

Composants Nombre et/ou Volume

Billes B NucleoMag® 2x1.25mL
Tampon de lyse VL1 30 mL
Tampon de liaison VEB 110 mL
Tampon de lavage VEW1 75 Ml
Tampon de lavage VEW?2 75 mL
Tampon d'élution VEL 30 mL
ARN porteur (lyophilisée)* 400 pg
Tampon d’ ARN porteur 500 uL
Protéinase K (lyophilisée)* 75mg

8 mL

Tampon protéinase PB
* . solutions a préparer (voir au-dessous "c. Isolement de I'ARN viral a partir des ENPs")

a. Protocole
b. Préparation des ENPs
- Incuber les écouvillons avec du PBS, du chlorure de sodium ou un milieu de culture
cellulaire pendant 30 min en agitant.
- Retirez et essorez I’écouvillon.

- Purification dans 200 pL du tampon ou du milieu sans particules.

c. Isolement de I'ARN viral a partir des ENPs

Le protocole standard porte sur un volume d'échantillon de 200 uL (homogénéisé). Avant de

procéder au protocole NucleoMag® VET, préparez les éléments suivants :

- Protéinase K: avant la premiére utilisation du coffret, ajoutez 3,35 mL du tampon
protéinase PB a chaque flacon de protéinase K lyophilisée. La solution dissoute de
protéinase K doit étre conservée en aliquote a -20°C.

- ARN porteur : avant la premiere utilisation du coffret, ajoutez 500 puL du tampon ARN
porteur a chaque flacon d'ARN porteur lyophilisé. Conservez la solution d’ARN porteur
dissoute en aliquote a -20°C.

c1. Echantillon de lyse

On mélange bien, 200 uL d'échantillon (homogeénéise), 20 uL de protéinase K, 4 uL d’ARN

porteur et 180 puL du tampon VL ; et en pipetant de haut en bas, puis on procéde a une incubation

a température ambiante pendant 15 min.
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c2. Lier I'acide nucléique aux NucleoMag® B-Beads

Agitation du mélange de 600 pL de VEB et 20 uL de perles B pendant 5 a 10 min a température

ambiante ou en pipetant de haut en bas (facultatif), puis on retire le surnageant aprés 2 min de

séparation.

c3. Lavage par le VEW1

Retirer le bloc de puits carrés de NucleoMag® SEP ;

Ajouter 600 pL du tampon VEW1 ;

Remettre les billes en suspension en agitant jusqu'a ce que les billes soient
complétement remises en suspension (1 a 3 min) ;

Retirer et jeter le surnageant aprés 2 min de séparation.

c4. Lavage avec VEW?2

Retirer le bloc de puits carrés de NucleoMag® SEP ;

Ajouter 600 pL du tampon VEW2 ;

Remettre les billes en suspension en agitant jusqu'a ce que les billes soient
complétement remises en suspension (1 a 3 min) ;

Retirer et jeter le surnageant aprés 2 min de séparation.

c5. Lavage par I'éthanol 80 %

Retirer le bloc de puits carrés de NucleoMag® SEP ;

Ajouter 600 pL d'éthanol 80 % ;

Remettre les billes en suspension en agitant jusqu'a ce que les billes soient
complétement remises en suspension (1 a 3 min) ;

Retirer et jeter le surnageant apres 2 min de séparation.

c6. Perles magnétiques séchées a l'air

Sécher a l'air libre 10 min & température ambiante

c7. Eluer PARN

Retirer le bloc des puits carrés de NucleoMag® SEP ;

Ajouter 50 a 100 pL du tampon VEL dans chaque puit du bloc des puits carrés ;

Agiter pendant 5 min a température ambiante ou mélanger en pipetant de haut en bas
(facultatif) ;

Séparation pendant 2 min et transfert de I'ARN viral dans des plaques/tubes d'élution.
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2.2.2. Réaction en chaine de polymérase

L'ARN élué a été testé pour la présence du virus de la grippe équine par la technique qRT-PCR
en ciblant une partie du gene codant la protéine matricielle (M1), comme décrit Legrand et al.
(2013). La gRT-PCR a été réalisée dans une réaction de 25 pL avec 2,5 pl d'ARN a l'aide du
kit QuantiTect virus (Qiagen, Hilden, Allemagne) (Tableau 4) conformément aux instructions
du fabricant. Les amorces et la sonde utilisées pour I'amplification étaient Mia-Eqg-Forward
(AATGGCTAAAGACAAGACC), Mia-Eg-Reverse (TTTGGACAAAGCGTCTAC) et Mia-
Eqg-Probe (CTGCAGTCCTCGCTCACTG). Les échantillons ont été incubés a 50 °C pendant
20 min puis & 95 °C pendant 5 min suivis de 45 cycles dans les conditions suivantes : 95 °C
pendant 15 s, 60 °C pendant 45 s et ont été realises sur Mastercycler Ep Realplex (Eppendorf,

France).

Tableau 4 : Composition du kit QuantiTect Virus pour 50 réactions.

Composants Nombre et/ou Volume
5% QuantiTect Virus Master Mix* 0,5 ml

100x QuantiTect Virus RT Mix** 25 pl

Eau sans nucléase 2ml
Dilution d'acide nucléique QuantiTect 1 flacon

* Contains HotStarTaq® Plus DNA Polymerase, QuantiTect Virus Buffer, dANTP mix (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), and ROX passive reference dye.

** Contains a unique formulation of Sensiscript® Reverse Transcriptase.

2.2.3. Séquence et analyse phylogénétique

Parmi tous les écouvillons nasaux positifs par RT-qPCR, nous avons sélectionné deux
échantillons de chaque région pour une caractérisation plus approfondie des génes codant pour
les protéines HA et NA. La transcription inverse en ADNCc a été réalisée a partir de 2 ul d'ARN
extrait en utilisant SuperScript 111 (Thermo scientific). Les synthéses d’ADNCc ont éte réalisées
a l'aide de I'amorce universelle UNI12 (AGCAAAAGCAGG). L'amplification PCR & partir de
2 ul de produits d'/ADNCc a été réalisée a l'aide de I'ADN polymérase de haute fidélité Phusion
(Thermo scientific). Une (1) paire d'amorces a été utilisée pour le gene NA : EQ-N8-2F
(GCAAAAGCAGGAGTTTAAAATG) / EQ-N8-1460R
(GTAGAAACAAGGAGTTTTTTTCG) (Manuguerra et al., 2000), et 2 paires d'amorces pour
le géne HA : EQ-H3 -9F (CAGGGGATATTTCTGTCAATCATG) / EQ-H3-1741R
(AGTAGAAACAAGGGTGTTTTTAACQ), EQ-H3-9F / EQ-HA-1686R
(GCATCTGATGTTGCCTTTTTGGC) (llobi et al., 1998). Les échantillons ont été incubés a
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95°C pendant 3 minutes, suivis de 35 cycles dans les conditions suivantes : 95°C pendant 30
secondes, 55°C pendant 30 secondes, 72°C pendant 120 secondes. Le programme se termine
par un palier de 72°C pendant 5 min. Le séquencage a été réalisé par Eurofins (Cologne,
Allemagne) selon la méthode Sanger. Apres une recherche effectuée a l'aide de I'outil de
recherche d'alignement local de base (BLASTN) disponible dans GenBank, National Center for
Biotechnology Information (NCBI) pour identifier les séquences liées aux isolats d'El dans la
présente étude, l'analyse phylogénétique des séquences partielles HAL a été editée par le
Logiciel Geneious Prime 2022.2.2 et aligné sur la version MEGA X 10.2.6 (Kumar et al., 2018).
L'arbre phylogénétique a été créé a l'aide de la méthode du maximum likelihood et du modeéle
Tamura-Nei avec Nearest-Neighbor-Interchange avec 1000 répétitions bootstraps. La méthode

d’alignement Clustal W a été suivie pour aligner les séquences d’acides aminés HA1.

2.3. Analyse statistique

Dans un premier temps, le test du Chi carré a été utilisé pour comparer le pourcentage
d'anticorps anti-EIV détectés entre les anes et les chevaux, et pour analyser les résultats
sérologiques des 285 chevaux de I'enquéte en étudiant les facteurs épidémiologiques (&ge, race,
sexe et origine géographique) susceptibles d'influencer sur la prévalence de I’EIV. La valeur de
p <0,05 a été considérée statistiquement significative. Une régression logistique ordinaire a été
utilisée pour déterminer les facteurs de risque prédictifs de la séropositivité de I’El (la variable
dépendante) avec des rapports de cotes (OR) et des intervalles de confiance (IC) correspondants
a 95 % calculés pour chaque variable dans des analyses univariées. Toutes les analyses ont été
effectuées a l'aide du logiciel RStudio Desktop (version 2022.07.1+554,
https://www.rstudio.com/). Par ailleurs, le faible effectif d‘anes rend inutile la subdivision de

cette population par tranches d'age et I'étude des différents facteurs épidémiologiques.
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Résultats et discussion
1. Résultats

1.1. Séropositivité de la grippe équine par le test NP-ELISA

Un total de 298 échantillons de sérums équins provenant de 5 Wilayas Algériennes a été
analysés par le test NP-ELISA pour détecter les anticorps dirigés contre la nucléoprotéine de
I’EIV, parmi lesquels 147 (49,3 %) échantillons se sont révéles positifs, 50 % (149/298) négatifs
et 0,7 % (2/298) douteux (Tableau 5).

1.2. Facteurs de risque associés a la séropositivité de la grippe équine

1.2.1. Séroprévalence de la grippe équine en fonction de I’espece

Nos résultats montrent que la prévalence des anticorps anti-EIV variait selon I’espéece d'équidés
testés (Tableau 5). En effet, la prévalence des anticorps anti-EIV chez les chevaux était
significativement plus élevee (Test du Chi carré, p < 0,005) que chez les anes. Ainsi, 51,2 %
(146/285) des chevaux possédant des anticorps reconnaissant la NP de I’EIV, alors que
seulement 7,7 % (1/13) des anes ont €té détectés positifs.

Tableau 5 : Séroprévalence du virus de la grippe équine détectée par le test NP-ELISA chez

298 équidés en Algérie, en 2021.

Nb. de Odds

SErUMS testés Positif Negatif Douteux X2 p-value Ratio 95% ClI
Anes 13 1(7,7%) 12 (92,3%) 0 (0,0%) <0.005 1
Chevaux 285 146 (51,2 %) 137 (48,1%) 2 (0,7%) ’ 11,26 2,16 - 277,61
Total 298 49,3% (147/298)  50% (149/298)  0,7% (2/298)

Nb. Nombre

1.2.2. Séroprévalence de la grippe équine en fonction de la race

La race du cheval semble influencer le taux de séropositivité de I’EIV. Les résultats ELISA
(Tableau 6) indiquent une prévalence significativement plus élevée d'anticorps anti-EIV chez
les chevaux Arabe — Barbe (p < 0,0001), Selle Francais (p < 0,0001), les autres races (p < 0,005)
et les Pur-Sang Arabes (p < 0,005) par rapport aux chevaux Pur-Sang Anglais et ceux de la race
Barbe. Les taux de séropositivité de I’EIV les plus élevés étaient respectivement de 76,5 %, 61
%, 54,2 % et 47,4 % chez les races Arabe — Barbe, Selle Francais, autres races et Pur-Sang
Arabe. A D’inverse, les Pur-Sang Anglais et les chevaux de race Barbe ont montré une
séroprévalence de 25 % et 16,3 %, respectivement. Parmi les 52 chevaux Arabe — Barbe
détectés séropositifs, 40 (58,9%) ont été échantillonnés dans les régions de Bordj Bou Arrérid]
et de Skikda, avec 35 (51,5 %) et 5 (7,3 %) pour chacune de ces régions, respectivement
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(Tableau 7). Par ailleurs, parmi les 25 chevaux de Selle Francgais seropositifs, 21 (51,2 %)
avaient été vaccinés contre I’EIV (Tableau 6).
Tableau 6 : Séroprévalence de I’EIV détectée par le test NP-ELISA au sein des races équines

algériennes en 2021.

Race . Nb. de . Positif Chev_afo Chevagx,non X2 p-value 00ds 9505 1
sérums testés vaccinés vaccinés Ratio

Ar-Barbe 68 52 (76,5%) 0 (0%) 52 (76,5%)  <0,0001 1 014-056

PS Ar 97 46 (47,4%) 28(28,9%) 18 (18,6%)  <0,005 029 021-113

Selle FR 41 25 (61%) 21 (51,2%) 4 (9,8%) <0,0001 0,48 0,02-0,17

Barbe 43 7 (16,3%) 0 (0%) 7 (16,3%) 006  0,02-042

PS Ang 12 3 (25%) 0 (0%) 3 (25%) 0,11 0,14 -1

Autres 24 13 (54,2%) 1 (4,2%) 12 (50%) < 0,005 0,37

Total 285 146 (51,2%) 50 (17,5%) 96 (33,7%)

IC : Intervalle de confiance ; Ar-Barbe : arabe-Barbe, PS Ar : Pur-sang arabe, Selle Fr : Selle Frangais,
PS Ang : Pur-sang anglais.
Tableau 7 : Séroprévalence de I’EIV détectée par le test NP-ELISA chez les chevaux de race

Arabe-Barbe dans les différentes régions algériennes de 1’étude, en 2021.

Chevaux de race Arabe - Barbe

Region Nb. de sérums testés Positif Négatif
Batna 25 12 (17,6%) 13 (19,1%)
Bordj Bou Arréridj 37 35 (51,5%) 2 (2,9%)
Sétif 1 0 1 (1/5%)
Skikda 5 5 (7,3%) 0
Total 68 52 (76,5%) 16 (23,5%0)

1.2.3. Séroprévalence de la grippe équine en fonction de la région

La séroprévalence de I’EIV chez les chevaux variait selon les régions étudiées, notamment
Bordj Bou Arréridj, Mostaganem, Sétif et Batna (Tableau 8), avec 65,7%, 57,6%, 35,4% et
31,7%, respectivement. Présentant des résultats significatifs au test Chi carré (p < 0,005 a p <
0,05). Ainsi, les 8 (100 %) chevaux de la région de Skikda ont été testés séropositifs a I’'EIV.
De plus, parmi les 54 chevaux protégés par le vaccin sous-unitaire a base d'ISCOM, Equilis
Prequenza Te contre I’EIV, dans la Wilaya de Mostaganem, 50 (50,5%) ont été identifiés
comme positifs par le test NP-ELISA.

Tableau 8 : Séroprévalence de I’EIV détectée par le test NP-ELISA en fonction de la région.

. Nb. de o Chevaux Chevaux non Odds
Region sérums testés Positif vaccings vaccinés X2 p-value Ratio 95% CI
Batna 63 20 (31,7%) 0 (0%) 20 (31,7%) 1 1,92-8,41
BBA 67 44 (65,7%) 0 (0%) 44 (65,7%) < 0,005 396 0,51-256
Sétif 48 17 (35,4%) 0 (0%) 17 (35,4%) 1,15
Skikda 8 8 (100%) 0 (0%) 8 (100%) 1,49-573
Mostaganem 99 57 (57,6%) 50 (50,5%) 7 (7,1%) <0,05 2,89
Total 285 146 (51,2%) 50 (17,5%) 96 (33,7%)
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IC : Intervalle de confiance.

1.2.4. Séropreévalence de la grippe équine en fonction du sexe

Cette étude a montré une différence significative (p < 0,05) dans la séroprévalence de I’EIV
entre les males (59,4 %) et les femelles (46,4 %) (Tableau 9). Ainsi, parmi les chevaux
séropositifs, 28 males (26,4%) et 22 femelles (12,3%) avaient été vaccinés contre I’EIV.
Tableau 9 : Séroprévalence de I’EIV détectée par le test NP-ELISA en fonction du sexe du

cheval en Algérie, en 2021.

Sexe  Nb.de Positif Chevaux — Chevauxnon ;e Q995 o506 ¢
serums testes vaccines vaccines Ratio

Femelle 179 83 (464%) 22 (123%) 61 (34.1%) o0 1 1,05-281

Male 106 63 (50,4%)  28(264%) 35 (33%) ! 171

Total 285 146 (51,2%) 50 (17,5%) 96 (33,7%)

IC : Intervalle de confiance.

1.2.5. Séroprévalence de la grippe équine en fonction de I’age

La prévalence des anticorps anti-EIV démontre I’existence d’une différence significative en
fonction de I'age des chevaux testés, comme l'indique le Tableau 10. Le taux de séropositivité
le plus élevé de I’EIV (61,9 %) a été observé chez les jeunes chevaux (< 2,5 ans). Ainsi, parmi
les 39 jeunes chevaux séropositifs, 30 (47,6 %) ont été vaccinés contre I’EIV. En revanche, la

prévalence de I’EIV chez les animaux les plus agés (> 10 ans) est de 40,4 %.

Tableau 10 : Séroprévalence de I’EIV détectée par le test NP-ELISA en fonction de I’age du

cheval en Algérie, en 2021.

Age . . Nb. de . Positif Chev.atfx Chevagx ,non p-value  Odds Ratio 95% ClI

(Année)  sérums testés vaccinés vaccinés

<25 63 39 (61,9%) 30 (47,6%) 9 (14,3%) 1 0,35-1,27
3-5 101 53 (52,5%) 18 (17,8%) 35 (34,7) <0.05 0,66 0,26 — 1,06
6-9 74 35 (47,3%) 1(1,4%) 34 (45,9) ' 0,53 0,18-0,88

>10 47 19 (40,4%) 1(2,1%) 18 (38,3%) 0,40

Total 285 146 (51,2%) 50 (17,5%) 96 (33,7%)

IC : Intervalle de confiance.

1.3. Epizootie de la grippe équine qui & sévit en Algérie en 2021

1.3.1. La maladie clinique

La premiére information sur le déclenchement de cette épizootie a été regu de la région d'El-
Eulma (Wilaya de Sétif), au cours de la premiere semaine du mois de Mars 2021, marquant le
début de 1’apparition des premiers cas de chevaux affectés par la grippe équine en Algérie. Par
la suite, la maladie s’est rapidement propagée a diverses régions du pays, affectant a la fois les
populations de chevaux Pur-Sang et non Pur-Sang (Figure 13). Touchant ainsi plus de 1500

chevaux et entrainant I'annulation des courses a I'échelle nationale pendant deux mois.
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Le taux de morbidité au cours de cet épisode respiratoire a atteint 100 %, ce qui signifie que
tous les chevaux non vaccines présentaient des signes cliniques suite a une infection par I’'EIV.
Les manifestations cliniques chez les animaux infectés comprennent de la fievre allant de 39 a
40,6°C, un écoulement nasal muqueux, une toux séche et quinteuse et une fatigue modérée.
Dans les 2 a 3 jours qui suivent la maladie, 1’écoulement nasal est devenu mucopurulent.
Généralement la durée moyenne des symptémes est de 5 a 7 jours, alors que dans certains cas,
la toux séche et I'écoulement nasal mucopurulent persistaient jusqu'a 2 semaines. On a rapporté

aussi quelques cas isolés de chevaux anorexiques.
1.3.2. Confirmation de la grippe équine par le laboratoire

La grippe équine a été confirmée par la détection du virus dans 39 ENPs par qRT-PCR. De
plus, la séroconversion de 5 sérums par le test NP-ELISA (Tableau 11).

Nos résultats obtenus par qRT-PCR ont révélé la présence du génome de I’EIV dans des
échantillons prélevés dans diverses régions de I’Est du pays, dont vingt-sept chevaux d'El-
Eulma, six de Barika et six de Merouana (Tableau 12).

Tableau 11 : Evaluation de la séroconversion et la détection du virus de la grippe équine (EIV)
par le test NP-ELISA et qRT-PCR, respectivement, chez 5 chevaux malades non vaccinés

durant I'épizootie de grippe équine qui a sévit en Algérie en 2021.

Localisation/Ville ID du Race Sexe Age (Année) Résultat ELISA Résultat
cheval PCR
Période d'échantillonnage
Mars 2021 Avril 2021

1 Ar. TB M 5 - + +
2 Ar. TB F 4 - + +
El-Eulma/Sétif 3 Ar.TB F 8 - + +
4 Ar. TB F 4 - + +
5 Ar. TB F 3 - + +

1.3.3. Caractérisation de la souche virale impliquée dans 1’épizootie de la grippe équine
qui a sévit en Algérie en 2021

Les résultats des séquences des génes codant pour les glycoprotéines de surface HA et NA ont
identifié I'agent pathogéne comme étant le virus de la grippe A (H3N8). Toutes les séquences
des génes HA et NA décrites dans cette étude sont disponibles sur la base des données GenBank
sous les numéros d'acces : OR405051 a OR405056 pour le géne HA et OR405057 a OR405061
pour le gene NA.

La comparaison des séquences nucléotidiques des génes HA et NA a montré une similitude de

100 % entre les six isolats, indiquant qu'il s'agissait de la méme souche virale qui s'est propagée
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dans les régions de I’étude. La caractérisation moléculaire des séquences nucléotidiques des
genes HA1 et NA des séquences algériennes de 2021, comparées a celles de 90 HA1 et 50 NA
disponibles sur la base de données GenBank, démontrent un résultat phylogénétique trés
intéressant. L’analyse phylogénétique de la séquence nucléotidique partielle du gene HAL
(Figure 14A) et la séquence nucléotidique du gene NA (Figure 14B) montre que les séquences
algériennes détectées en 2021 appartiennent a la Clade 1 du sous-groupe Florida au sein du
lignage Américain. Les sequences identifiées dans notre étude forment un cluster avec les virus
isolés dans la période allant de 2018 a 2022 en Afrique, en Amérique, en Asie et en Europe,
présentant un pourcentage d'identité allant de 98,58 % a 99,70 % pour le HAL et de 97,43 % a
99,63 % pour la NA.

L'alignement des séquences partielles des acides aminés de la protéine HA a révélé que les
séquences algériennes de 2021 sont identiques aux isolats : A/Equus_caballus/Paris/1/2018,
A/Horses/Saudi_Arabia/CVRL-AIi/2019, Alequine/United_Kingdom/PM081 /2019 et
Alequine/New_York/036952/2020, et ont montré une homologie comprise entre 96,04 % a
99,39 % avec les isolats: A/donkey/Nigeria/19RS459-5/2019, A/equine/Ohio/OH21-
6023/2021, Alequine/lowa/1/2021, Alequine/Florida/2/2022, Alequine/Yokohama/aql/2022,
Alequine/Kentucky/9/2004, A/equine/Ohio/1/2003 et A/Equine/South Africa/4/03.

Aussi, l'alignement de la séquence d'acides aminés de la protéine NA a confirmé le sous-type
N8 des séquences algériennes détectées en 2021 et a montré une homologie de 99,62% avec les
isolats :  A/Horses/Saudi_Arabia/CVRL-AIi/2019, Alequine/New  York/034924/2020,
Alequine/United_Kingdom/PM080/2019 et A/Equus_caballus/Pas_de_Calais/1/2018 et variait
de 96,07 % a 96,15 % avec les isolats : A/equine/Ohio/1/2003 et A/Equine/South Africa/4/03.
De plus, I'alignement de la séquence protéique de la HAL avec celle des souches vaccinales de
référence du groupe Clade 1 du sous-lignage Florida, A/equine/Ohio/1/2003 et A/Equine/South
Africa/4/03, a montré sept substitutions en AA (R62K; N63D; D104N; A138S; T163l; N188T
et V223l) (Tableau 13, en vert); et avec la souche de référence du groupe Clade 2,
Alequine/Richmond/1/2007, montre la présence de trois autres substitutions en AA (V78A,;
N159S et E291D) (Tableau 13, en jaune et bleu respectivement). Par ailleurs, I'analyse réalisée
sur la protéine NA a révélé que les séquences algériennes détectées dans la présente étude
different des souches de référence du groupe Clade 1 du sous-lignage Florida,
Alequine/Ohio/1/2003 et A/Equine/South Africa/4/03, en identifiant douze substitutions en AA
(174M; R76K; V1471; K187R; R252K; D258N; R260K; E271G; S337N; R3777K; G416E et
T434K) et neuf substitutions en AA (V1471; K187R; R252K; D258N; R260K; S337N;
R3777K; G416E et T434K), respectivement. Ainsi, la révélation de treize substitutions en AA
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(K109R; V1471; K187R; 1191V; N235D; R252K; D258N; R260K; S337N; R377K; R415K;
G416E et S434K) (Tableau 14) par rapport a la souche algérienne de 2011, du groupe Clade 2
du sous-lignage Florida (A/equine/Tiaret/1/2011).
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Tableau 12 : Détection de I’EIV par qRT-PCR en fonction de la répartition géographique, la

race, du sexe et de I’age des chevaux affectés durant I'épizootie de la grippe équine qui & sévit
en Algérie en 2021.

Localisation ID du Race Sexe Age Résultat gRT-PCR Nom de la séquence
cheval (Année) EIV Act
. Alequine/Barika/cDNA22D563-
Barika 1  EngTB F 2 * * HA021
2 Ar.TB M 5 + + -
3 Ar.TB F 3 + + -
4 Eng. TB F 2 + + -
+ + Alequine/Barika/cDNA22D567-
5 Eng. TB F 5 HA/2021
6 Eng. TB M 3 + + -
El-Eulma 7 Ar.TB F 1 - + -
8 Ar. TB F 1 + + -
9 Eng. TB M 3 + + -
10 Ar.TB F 3 + + -
11 Ar. TB M 5 + + -
12 Ar. TB F 4 + + -
13 Ar. TB M 5 + + -
14 Ar. TB F 8 + + -
15 Ar.TB F 6 + + -
16 Ar.TB F 5 + + -
17 Ar.TB F 4 + + -
18 Ar.TB M 4 + + -
19 Ar. TB F 8 + + -
20 Ar. TB M 3 + + -
21 Ar. TB F 3 + + -
22 Ar. TB F 3 + + -
23 Eng. TB F 3 + + -
+ + Alequine/El-
24 Ar. TB M 4 Eulma/cDNA22D586-HA/2021
25 Ar.TB F 4 + + -
26 Ar.TB F 4 + + -
27 Ar.TB F 2 + + -
28 Ar.TB F 11 + + -
29 Ar. TB F 4 + + -
30 Ar. TB F 3 + + -
31 Ar. TB F 1 + + -
32 Ar. Barb F 3 + + -
33 Ar.TB M 8 + + -
+ + Alequine/El-
34 Ar. TB F 5 Eulma/cDNA22D596-HA/2021
Merouana 35 Ar. Barb F 3 + + -
+ + Alequine/Merouana/cDNA22D5
36 Ar. Barb M 2 58-HA/2021
37 Ar. Barb F 3 + + -
38 Ar. Barb F 5 + + -
+ + Alequine/Merouana/cDNA22D5
39 Ar. TB F 4 61-HA/2021
40 Ar. Barb M 5 + + -

EIV : virus de la grippe équine ; gRT-PCR : réaction en chaine par polymérase par transcription inverse
quantitative en temps réel ; Act : le géne de la B-actine ; Ar. TB : pur-sang arabe, ing. TB : pur-sang
anglais, Ar. Barbe : Barbe arabe ; F : Femelle, M : Male.
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Figure 14 : Analyse phylogénétique des genes HA et NA du sous-type H3N8 de ’EIV des
souches algériennes détectées en 2021. (A) Phylogénie du géne HA1 de 90 souches de I’EIV.
(B) Phylogénie du géne NA de 50 souches de ’EIV. L'arbre phylogénétique a été créé en

utilisant la méthode du maximum likelihoode et du modéle Tamura-Nei avec 1000 bootstraps.

Les souches algériennes détectées en 2021 sont en rouge, les souches algériennes de 2011 sont

colorées en bleu et la souche algérienne de 1972 est colorée en magenta.
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Tableau 13 : Alignement des séquences d'acides aminés HAL prévues des souches algériennes de 2021 par rapport aux souches de référence de I'OIE
incluses dans les vaccins (FC1 et FC2), aux souches FC1 récemment détectées et aux souches algériennes de 2011.

Position des acides aminés
62 63 78 103 104 112 138 159 163 188 223 230 237 252 291
FC1 Alequine/Merouana/cDNA22D558-HA/2021 K D A P N \% S S | T | | Vv Vv D
Alequine/Merouana/cDNA22D561-HA/2021
Alequine/Barika/cDNA22D563-HA/2021
Alequine/Barika/cDNA22D567-HA/2021
Alequine/El-Eulma/cDNA22D586-HA/2021
Alequine/El-Eulma/cDNA22D596-HA/2021 . . . . . . . . . . . . .
Alequine/Ohio/OH21-6023/2021 . . . . . . . : : . : . .
Alequine/lowa/1/2021 . . . . . . . : : . : . .
Alequine/New_York/036952/2020
Aldonkey/Nigeria/19RS459-5/2019
A/Horses/Saudi_Arabia/CVRL-AIi/2019
Alequine/United_Kingdom/PM081/2019
AJEquus_caballus/Paris/1/2018
Alequine/Ohio/1/2003
Alequine/South_Africa/4/2003
Alequine/Kentucky/9/2004

Lignée Séquence

=z -

FC2 Alequine/Tiaret/1/2011
Alequine/Tiaret/2/2011 N .
Alequine/Richmond/1/2007 N -
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Tableau 14 : Alignement des séquences d'acides aminés NA prévues des souches algériennes de 2021 par rapport aux souches de référence de I'OIE
incluses dans les vaccins (FC1 et FC2), aux souches FC1 récemment détectées et aux souches algériennes de 2011.

Position des acides aminés

Lignee  Sequence 74 75 76 78 109 147 187 191 211 235 252 258 260 262 271 337 377 397 410 415 416 434

FC1 Alequine/Merouana/cDNA22D558-NA/2021 M E K S R | R \Y% \Y% D K N K | G N K P \Y K E K
Alequine/Barika/cDNA22D563-NA/2021 - - - - - -
Alequine/Barika/cDNA22D567-NA/2021
Alequine/El-Eulma/cDNA22D586-NA/2021
Alequine/El-Eulma/cDNA22D596-NA/2021 . . .
Alequine/Florida/2/2022 - .
Alequine/Ohio/OH21-6023/2021 .
Alequine/New_York/034924/2020 . .
Aldonkey/Nigeria/19RS459-5/2019 B
A/Horses/Saudi_Arabia/CVRL-Ali/2019
Alequine/United_Kingdom/PM081/2019
AJ/Equus_caballus/Pas_de_Calais/1/2018 . . . . . .
Alequine/Ohio/1/2003 | I Y
Alequine/South_Africa/4/2003 - - - -

FC2 Alequine/Tiaret/1/2011 - - - - \% - .

Pl e

U 0o o

T U DD
(@)

- »n o+

Alequine/Richmond/1/2007 | . R P . \Y
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2. Discussion

La présente étude, a permis de mettre en évidence apres une décennie, depuis 2011
(Laabassi et al., 2015), la présence et la circulation du virus de la grippe au sein de la population
équine Algérienne.

La seroprévalence de I’EIV par le test NP-ELISA sur les 298 sérums a montré que 49,3
% des équidés présentaient des anticorps anti-EIV. Ces données sont en accord avec ceux
obtenus dans des études antérieures, réalisées en Algérie (Laabassi et al., 2012), en Arabie
Saoudite (Hemida et al., 2019), au Maroc (Dilai et al., 2018) et au Nigeria (Olufemi et al.,
2022). L’infection des chevaux par I’EIV stimule la production des anticorps dirigés contre
toutes les protéines de la particule virale, y compris la NP (Fougerolle et al., 2019). La
vaccination contre I'El n'est pas systématiquement pratiquée par les vétérinaires praticiens, car
elle n'est pas obligatoire en Algérie, et malgré les preuves de circulation de I’El dans la
population équine algérienne (Laabassi et al.,, 2012; Laabassi et al., 2015). A notre
connaissance, la détection d'anticorps contre I’EIV dans la population naive de notre pays qui
n‘avait connu aucun foyer depuis 2011, a indiqué que les animaux avaient été recemment
infectés par ’EIV.

La détection des anticorps anti-EIV par le test NP-ELISA dans les échantillons prélevés
chez des chevaux protégés par le vaccin Equilis Prequenza Te, qui contient les sous-unités
purifiées des molécules HA et NA et adjuvé par ISCOM matrix, a révélé la présence possible
de traces de la proteine NP (Galvin et al., 2013). Cependant, la quantité de la NP contenue dans
ce vaccin utilisé chez les animaux de 1’étude est inconnue. Le test ELISA détecte a la fois les
anticorps post-vaccinaux et les anticorps provenant d'équidés infectés (Dannacher et al., 1977,
Fontaine et Moraillon, 1980; Alzieu et Bichet, 1989; Sugiura et al., 1997). Ainsi, le test NP-
ELISA est incapable de différencier les chevaux infectés de ceux vaccinés par le vaccin, Equilis
Prequenza Te (Galvin et al., 2013). L’analyse de nos échantillons par des tests plus sensibles
que la technique ELISA détectant seulement les anticorps dirigés contre la nucléoprotéine, a
savoir le test d’inhibition de I'némagglutination ou I'hémolyse radiale (Galvin et al., 2013) en
utilisant les souches des groupes FC1 et FC2, circulantes actuellement, est recommandé pour
savoir plus d'informations détaillées sur les souches ayant circulé en Algérie et de confirmer
nos résultats chez les équidés naifs et les chevaux vaccinés par un vaccin sous-unitaire a ISCOM
matrix. Il est intéressant de noter que sur la base de leur réponse en anticorps NP-ELISA, la
présente étude démontre que la protection vaccinale des chevaux des cing régions algéeriennes
étudiées met en évidence que seulement 17,5 % des chevaux sont protégés contre la grippe

équine. Le faible taux de la protection vaccinale de la population équine algérienne étudiée
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pourrait fournir une explication de la détection de I’EIV lors de 1’épizootie de mars 2021,
affectant un grand nombre de chevaux dans de nombreuses régions du pays. Cette enquéte
démontre pour la premiere fois, le dépistage de I’EIV chez la population asine en Algérie. Un
(1) seul échantillon de sérum sanguin préleve sur un ane a révelé des anticorps dirigés contre
I’EIV, par le test ELISA. Des résultats similaires ont été observés dans différentes études
réalisées dans la région du Maghreb (Ellouze, 1980; Chabchoub et al., 2001; Boukharta et al.,
2014). Les anes sont également sensibles au virus de la grippe équine et présentent les mémes
signes cliniques que ceux observés les chevaux (Ahearne et al., 2022; Lazi¢ et al., 2023).

Cette étude suggeére que la séroprévalence de I’EIV dans la population équine algérienne
varie selon les especes. L'infection des anes par les virus de la grippe équine est rare (Yang et
al., 2018). La séroprévalence de la grippe équine chez les chevaux atteints est de 51,2 %. La
faible sensibilité des anes (7,7 %) a l'infection par I’EIV pourrait s'expliquer par le plus grand
nombre d'échantillons de chevaux dépistés par rapport aux anes, ou pourrait étre liée a la densité
des équidés dans chaque espece (Yongfeng et al., 2020). Par ailleurs, le cheval est plus sensible
a l'infection par I’EIV que I'ane (Cruciére et al., 1989; Boussetta et al., 1994; Ghram et al.,
1997). Cependant, certains auteurs ont signalé quelques épizooties graves d'El chez 1’ane dans
différentes régions du monde (Yang et al., 2018; Moreira et al., 2019; Yongfeng et al., 2020;
Ahearne et al., 2022; Badji et al., 2022).

Nos données montrent une association entre la race des chevaux testés et la
séroprévalence de I’EIV, confirmant les résultats obtenus par Laabassi et al. (2012), qui ont
montré une différence significative dans la prévalence de I’EIV entre les chevaux de race Pur-
Sang Arabe et ceux de la race Pur-Sang Anglais en Algérie. A l'inverse, certains auteurs ont
montré une séropositivité de I’EI trés élevée chez les chevaux de race Barbe que chez les
chevaux Pur-Sang (Ellouze, 1980; Boussetta et al., 1994). La détection d'anticorps contre la
nucléoprotéine de I’EIV semble significativement plus élevée chez les races de chevaux Arabe-
Barbe et Selle Francais que chez les chevaux Barbe et Pur-Sang Anglais. Cette trouvaille
pourrait s'expliquer par la période de la réalisation des prélevements et le statut vaccinal des
chevaux, car la majorité des chevaux Arabe-Barbe séropositifs (42/52) appartenant aux régions
de Bordj Bou Arréridj et de Skikda ou les sérums ont eté collectés apres le foyer de 2021, ainsi
parmi les 25 chevaux de race Selle Francais détectés séropositifs, 21 sont vaccinés contre le
virus de la grippe équine.

La présente étude montre que le taux de séropositivité de I’EIV dans les régions de Bordj
Bou Arreridj (65,70%) et de Mostaganem (57,6%) était significativement plus élevé que ceux
obtenus chez les chevaux stationnés dans les régions de Batna (31,70%) et de Sétif (35,4%). En

effet, tous les chevaux (8/8) de la région de Skikda étaient infectés par I’EIV. Ces disparités
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dans la prévalence de I’EIV peuvent étre liées a la circulation de I’EIV, a la densité (notamment
dans la région de Batna) et au statut vaccinal des chevaux (principalement dans la région de
Mostaganem) dans chaque région. De plus, les niveaux de séroprévalence étaient susceptibles
d'étre fortement influencés par le moment de I'échantillonnage, car nos échantillons n'avaient
pas été collectés aux mémes périodes. Ainsi, les échantillons de sérum des régions de Batna et
de Sétif ont été collectés avant 1’épizootie de 2021, tandis que ceux des régions de Bordj Bou
Arréridj et de Skikda ont été collectés apres le foyer de la grippe équine de 2021. Il a été décrit,
que le test ELISA est approprié pour la surveillance de I’El dans une population naive (Galvin
et al., 2013). Ce résultat renforce I'nypothése que ces populations de chevaux ont été infectées
pour la premiére fois de leur vie par I’EIV.

Selon la littérature, jusqu’a ce jour, aucune différence de susceptibilité a I’infection par
I’EIV n’a été rapportée en médecine équine entre males et les femelles. Nos résultats
démontrent pour la premiere fois, I’existence d’une association entre le sexe du cheval testé et
la séroprévalence de I’EIV. La détection d’anticorps dirigés contre I’EIV semble
significativement plus élevée chez les chevaux males que chez les femelles. Ce résultat pourrait
s'expliquer par le statut vaccinal des chevaux, car parmi les 63 chevaux males détectés
séropositifs, 28 sont protégés contre I’EIV par un vaccin sous-unitaire a ISCOM matrix.
Effectivement, certains auteurs ont rapporté que le sexe des équidés ne constitue pas un facteur
de risque de Il'infection par I’EIV (Nyaga et al., 1980; Laabassi et al., 2012; Olufemi et al.,
2022).

La detection d'anticorps dirigés contre la NP de I’EIV semble étre significativement plus
élevée chez les jeunes chevaux (< 2,5 ans) que chez les chevaux 4gés (> 10 ans). Cette
découverte a été démontrée précedemment par Waldeman et al. (1934). Cependant, ces résultats
ne sont pas en accord avec ceux obtenus dans d’autres études, dans lesquelles la séroprévalence
de ’EIV était significativement plus élevée chez les chevaux adultes que chez les jeunes
chevaux (Newton et al., 2006; Barquero et al., 2007; Laabassi et al., 2012; Diallo et al., 2020;
Olufemi et al., 2022). Dans la présente étude, la forte prévalence des anticorps anti-grippe chez
les chevaux de moins de 2,5 ans pourrait étre due principalement a la vaccination contre 1’El,
car la majeure partie des jeunes chevaux séropositifs (30/39) étaient vaccines. Le faible taux
d’équidés séropositifs de plus de 10 ans pourrait s’expliquer par une circulation virale de faible
amplitude (Laabassi et al., 2015).

La compraison entre les séquences nucléotidiques des virus détectés durant le foyer
actuel, de mars 2021, Al/equine/Merouana/1/2021 (H3N8), Alequine/Merouana/2/2021
(H3N8), Alequine/Barika/1/2021 (H3N8), Alequine/Barika/2/2021 (H3N8), Alequine/El-

Eulma/1/2021 (H3N8) et Alequine/El-Eulma/2/2021 (H3N8), démontre que les génes HAL et
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NA sont complétement identiques, avec une similarité de 100 %. Il est important de noter qu’un
niveau élevé de similarité des séquences peut suggeérer que les séquences proviennent de la
méme souche du virus de la grippe équine mais ont été obtenues a partir d’échantillons distincts,
collectés dans des périodes et des lieux différents. De plus, nos séquences présentent des
pourcentages d'identité allant de 98,58 % a 99,70 % pour le géne HAL et de 98,90 % a 99,62 %
pour le gene NA, par rapport aux souches isolées en Europe, en Amérique, en Asie et en Afrique
entre 2018 et 2022. Cette similarité pourraient s'expliquer par les mouvements des chevaux
participant dans les compétitions internationales en constituant une source importante de la
propagation des maladies infectieuses (Herholz et al., 2008; Dominguez et al., 2016), et pourrait
donc étre a I’origine de 1’actuelle introduction de I’EIV en Afrique du Nord. Récemment, au
Japon, la souche A/equine/Yokohama/aql/2022 a été isolée chez un cheval Canadien pendant
la quarantaine & Yokohama en 2022 (Nemoto et al., 2023). Entre 2018 et 2019, I’EIV a été
introduit au Nigéria par I’importation de chevaux argentins infectés et les virus se sont ensuite
propagés a d’autres pays de I’ Afrique de 1’Ouest.

La séquence d'acides aminés de la protéine HAL des nouvelles séquences algériennes a
une identitt a 100% avec les souches  A/Equus_caballus/Paris/1/2018,
A/Horses/Saudi_Arabia/CVRL-AIi/2019, Alequine/United_Kingdom/PM081/2019 et
Alequine/New_York/036952/2020. Ces souches ont été caractérisées en France, en Arabie
Saoudite, au Royaume-Uni et aux Etats-Unis, respectivement. Les autres virus les plus
apparentés a nos souches et qui sont clustrés au sein du lignage Américain sont
A/donkey/Nigeria/19RS459-5/2019 isolé du Nigeria, et A/equine/Ohio/OH21-6023/2021,
Alequine/ lowa/1/2021 et Alequine/Florida/2/2022 isolés aux Etats-Unis d’Amérique. Ainsi,
les virus détectés en Algérie lors de 1’épizootie de 2021 sont tres similaires a ceux isolés a partir
de chevaux malades depuis 2018 dans diverses régions du monde, dont I’Europe (Fougerolle et
al., 2019; OIE, 2019; Paillot et al., 2019; Olguin-Perglione et Barrandeguy, 2021), I’Amérique
du Sud (Mena et al., 2018; Castro et al., 2019; Olguin-Perglione et al., 2020; Olguin-Perglione
et Barrandeguy, 2021), I’Asie (Alagl et al., 2022; Nemoto et al., 2023) et I’Afrique (Diallo et
al., 2020; Shittu et al., 2020). Ces données suggerent que ce virus de la grippe équine a circulé
dans la partie occidentale et centrale de I'Afrique ainsi que dans les pays du Moyen-Orient avant
2021 et qu’il a continué de se propager dans la population équine de I'’Amérique du Nord
jusgu'en au moins 2022. Il est important de noter que I'alignement de la séquence du gene HAL
a montré que les isolats A/equine/Tiaret/1/2011 a A/equine/Tiaret/10/2011 responsables de
I’épizootie de 2011 en Algeérie appartenant au Clade 2 du sous-lignage Florida du lignage
Américain et n’appartenant pas étroitement aux virus détectés dans la présente épizootie. A

I’exception d’un virus du clade 2 identifi¢ en Chine, tous les virus isolés et caractérisés a partir
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des foyers détectés entre avril et juillet 2022 appartenant au clade 1 du sous-lignage Florida. Ils
sont similaires a ceux identifiés en Europe et aux Etats-Unis en 2019. Les virus du clade 1 sont
endémiques aux Etats-Unis et depuis 2019 semblent avoir supplanté les virus du clade 2 en
Europe (OIE, 2022), en Asie et en Afrique. Nos données démontrent clairement que I’EIV
circulant dans la région du Maghreb appartient aux mémes virus du sous-lignage Florida, isolés
ces dernieres années chez des chevaux malades dans les 5 continents.

Par rapport aux souches vaccinales FC1, recommandées par I'OIE, représentées par
Alequine/South Africa/4/2003 et Al/equine/Ohio/1/2003, les séquences Algériennes de 2021
présentaient sept (7) mutations aux positions : R62K, N63D, D104N, A138S, T163l, N188T et
V223l. Cependant, il existe des différences antigéniques mineurs entre les souches vaccinales
et les souches circulant dans le monde depuis 2019, ce qui suggere que les souches vaccinales
FC1 actuelles recommandées par WOAH sont toujours efficaces contre le FC1 circulant
actuellement (OIE, 2022; Nemoto et al., 2023).

Le taux de morbidité élevé (100%) observé lors de cette épizootie chez les chevaux non
vaccines stationnés dans les régions de Batna et Sétif prouve que cette population équine n'est
pas protégee naturellement contre I’EIV en raison de la faible circulation de I’EIV dans ces

régions de I'Est algérien depuis 1’épizootie de 2011.
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Conclusion

Le virus de la grippe équine du sous-type H3N8 est devenu une véritable menace pour
la sante équine, entrainant d'importantes pertes economiques a I'échelle mondiale. Face a cette
situation, une intervention rapide avec une mise en place d'une surveillance globale sont
nécessaires pour la détection précoce de I'émergence ou de la réémergence des virus de la grippe
équine en Algérie. De plus, il est important de mettre a jour les vaccins de nouvelle génération

afin d'assurer une immunité plus proche de celle induite par les souches sauvages.

L’enquéte sero-épidémiologique approfondie, menée en 2021 et portant sur la
prévalence, la distribution et les caractéristiques du virus de la grippe équine circulant dans
différentes régions Algériennes, offre des informations cruciales sur la dynamique de la

circulation de I’EIV et ses impacts potentiels sur la population équine.

Notre étude démontre que I'épizootie de la grippe équine qui a sévi en Algérie en 2021
a été causeée par la souche H3N8 appartenant au sous-lignage Florida Clade 1 au sein du lignage
américain, similaire a celles circulantes actuellement a 1’échelon mondiale. Il est important de
noter qu’il s’agit de la premiére détection et caractérisation moléculaire de la souche FC1 du
virus de la grippe équine dans la région du Maghreb. Les résultats de cette étude fournissent
une image épidémiologique bien détaillée sur la grippe équine en Algérie, qui pourrait étre utile
pour orienter des stratégies de diagnostic, de prévention et de contréle efficaces contre ce virus

dans notre pays.

Afin de renforcer la lutte contre la grippe équine, il est nécessaire de renforcer la
surveillance épidémiologique a travers un réseau national dédié, de développer des vaccins
modernes pour une meilleure efficacité, de mener des études de suivi longitudinales pour
surveiller I’évolution du virus, de sensibiliser les acteurs du secteur équin a I’importance des
mesures de prévention et de biosécurité, et de renforcer la collaboration internationale pour
accéder a des outils et expertises avancés. Enfin, des recherches approfondies sur les
mécanismes d’adaptation du virus et ses interactions avec 1’hdte s’imposent pour mieux

anticiper les dynamiques épidémiologiques et concevoir des stratégies de lutte adaptées.
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Résumé

La grippe équine (EI) est l'une des infections respiratoires les plus contagieuses chez les
chevaux, les anes et les mulets, causee par le virus influenza équin (EIV) du genre
Alphainfluenzavirus de la famille des Orthomyxoviridae. Deux sous-types d’EIV sont
responsables de la grippe équine : le sous-type H7N7 et le sous-type H3N8. Cependant, le sous-
type H3NS a persisté jusqu’a ce jour. Au cours de la premiére semaine du mois de Mars 2021,
une épizootie de la grippe équine a été signalée dans la région d'El Eulma (Wilaya de Sétif), se
propageant rapidement dans différentes régions du pays. Cette étude vise a évaluer la
séroprévalence de la grippe équine en Algérie en fonction de I'age, de 1I’espéce, de la race, de la
région, du sexe des équidés et du statut vaccinal des chevaux, sachant que la vaccination contre
la grippe équine n'est pas obligatoire dans notre pays, tout en incluant I’analyse phylogénétique
des geénes HA et NA de I’EIV responsable de la récente épizootie. Cette étude démontre pour
la premiere fois la détection de la souche FC1 de I’EIV dans la région du Maghreb.

Mots clés :
Grippe équine, H3N8, FC 1, NP-ELISA, Séro-épidémiologie, Phylogénie, Algérie.



Abstract

Equine influenza (EI) is one of the most contagious respiratory infections in horses, donkeys,
and mules, caused by equine influenza virus (EIV) belonging to the genus Alphainfluenzavirus
in the family Orthomyxoviridae. Two subtypes of EIV have been responsible for causing equine
influenza: H7N7 subtype and H3N8 subtype. However, the H3N8 subtype has persisted to this
day. During the first week of March 2021, an outbreak of equine influenza was signaled in the
region of El Eulma (Wilaya of Sétif), spreading rapidly to different regions of the country. This
study aims to evaluate the seroprevalence of equine influenza in Algeria according to age,
species, breed, region, sex of equines and the vaccination status of horses, knowing that
vaccination against equine influenza is not mandatory in our country, while including the
phylogenetic analysis of the HA and NA genes of the EIV responsible for the recent epizootic.
This study demonstrates for the first time the detection of the FC1 strain of EIV in the Maghreb

area.

Keywords:
Equine influenza H3N8, Florida clade 1, NP-ELISA, Seroepidemiology, Phylogeny, Algeria
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