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IL7 : interleukine 7 

IL15 : interleukine 15 

NK : natural killer (cellule tueuse naturelle) 
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Introduction 

Les vaccins exploitent la capacité de notre système immunitaire à se souvenir des antigènes 

qu’il a rencontrés. Pierre angulaire des programmes de prévention, ils ont permis le contrôle de 

plusieurs maladies, en santé animale comme en santé humaine. C’est par exemple en grande 

partie grâce à eux que la France doit son statut indemne de rage (Müller, Freuling 2018). La 

protection vaccinale repose sur deux types de réponses, la réponse à médiation humorale, 

faisant intervenir lymphocytes B et anticorps, et celle à médiation cellulaire, impliquant les 

lymphocytes T. En dehors de leur contribution au développement des lymphocytes B dans les 

nœuds lymphatiques, le rôle des lymphocytes T est encore mal caractérisé : il est cependant 



10 
 

clair qu’ils sont indispensables au bon contrôle d’une infection. Les études chez des individus 

immunodéprimés ont montré que l’absence d’anticorps augmentait le risque d’être infecté par 

un agent pathogène, tandis que l’absence de lymphocytes T résultait en une incapacité à en 

maîtriser la multiplication (Pollard, Bijker 2021). À titre d’exemple, chez l’homme, une 

déficience en lymphocytes T rend l’infection par le virus de la varicelle fatale, alors qu’un 

individu avec une déficience en anticorps guérit de la même façon qu’un individu 

immunocompétent. 

En pratique, c’est souvent la mesure du taux d’anticorps qui est utilisée pour évaluer le niveau 

de protection suite à la vaccination. Mesurer ce taux est relativement facile, d’autant plus que 

des plateformes automatisées existent. Quantifier la réponse cellulaire est, au contraire, 

techniquement plus difficile : il faut isoler les cellules mononuclées du sang périphérique 

(PBMC), les mettre en culture, puis les stimuler avec des antigènes. Là où une méthode prend 

quelques heures tout au plus, l’autre prend plusieurs jours. Pourtant, cette réponse cellulaire est 

particulièrement intéressante à étudier. En effet, le taux d’anticorps n’est par exemple pas 

corrélé à une protection efficace pour des maladies comme la leishmaniose (Solano-Gallego et 

al. 2009) ou la calicivirose féline (Poulet et al. 2008). De même, un taux élevé d’anticorps n’est 

pas nécessairement corrélé à une réponse cellulaire importante : réponses humorales et 

cellulaires peuvent être indépendantes, en termes de magnitude ou de persistance dans le temps 

(Schwarz et al. 2022). 

Isoler et stimuler les PBMC n’est pas forcément nécessaire pour quantifier la réponse cellulaire. 

En effet il est possible de stimuler directement du sang total. Développée dans différents 

contextes depuis de nombreuses années, cette méthode a connu un nouvel essor avec la 

recherche autour des vaccins contre le SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome 

Coronavirus 2). En stimulant quelques heures du sang de patients vaccinés avec un mélange 

d’antigènes de la protéine S du virus, plusieurs équipes de recherche sont parvenues à quantifier 

différents effecteurs de la réponse cellulaire, à la fois par PCR (Polymerase Chain Reaction) et 

par ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Schwarz et al. 2022; Borobia et al. 2021). 

En plus d’être rapide, cette méthode est particulièrement peu onéreuse : l’incubation a lieu dans 

un simple incubateur, directement dans le tube de prélèvement. 

Stimuler du sang total chez les carnivores domestiques avec des peptides correspondant aux 

principaux agents pathogènes contre lesquels des vaccins existent permettrait de quantifier la 

réponse vaccinale, presque au chevet du patient. À notre connaissance, ceci n’a jamais été 
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réalisé jusqu’à présent, à l’exception de rares études sur la leishmaniose, où des versions 

légèrement plus complexes de cette méthode sont utilisées (Martínez-Orellana et al. 2017).  

Nous souhaitons montrer que la stimulation du sang total par des mélanges de peptides issus 

d’un agent pathogène est un moyen simple, efficace et précis, permettant d’évaluer la réponse 

immunitaire à médiation cellulaire dans un contexte vaccinal, au travers de l’exemple de la 

parvovirose canine. Ce choix repose sur différents critères : il s’agit d’une maladie grave et 

endémique, faisant partie des principales causes de mortalité du chiot, malgré l’existence d’un 

vaccin utilisé en routine (Decaro, Buonavoglia, Barrs 2020). 

Nous nous attendons à trouver différents gènes ou différentes protéines, spécifiques de 

l’activation des lymphocytes T, qui nous permettrons de quantifier (par PCR ou par ELISA) la 

réponse immunitaire à médiation cellulaire des animaux vaccinés. 

 

A. Étude bibliographique 

I.  La parvovirose canine 

 Le parvovirus canin : présentation 

 Classification 

Le genre Parvovirus contient de nombreux virus qui ont tous la particularité de se développer 

dans les cellules en multiplication des mammifères ou des oiseaux. De part cette propriété, ce 

sont les entérocytes qui en sont la cible préférentielle, voire les cardiomyocytes chez de très 

jeunes individus. Parmi les différents virus du genre, nous nous intéresserons aux parvovirus 

canins et plus particulièrement aux parvovirus canins de type 2a (CPV-2a), 2b (CPV-2b) et 2c 

(CPV-2c) qui sont les agents pathogènes responsables de la parvovirose canine, une maladie 

endémique dans la plupart des pays, dont la France (Parrish et al. 1991; Doki et al. 2006; 

Calderon et al. 2009; Meers et al. 2007; Buonavoglia et al. 2001). 

 Importance épidémiologique et médicale 

La parvovirose canine est une maladie très contagieuse qui se caractérise principalement par 

une entérite hémorragique. Elle affecte les chiens non vaccinés, insuffisamment vaccinés ou 

mal vaccinés. Le taux de mortalité lié à cette maladie varie de plus de 90 % chez des individus 
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non traités à environ 14 % chez des animaux pris en charge médicalement (Horecka et al. 2020; 

Sarpong, Lukowski, Knapp 2017). Ce taux de mortalité est d’autant plus important que l’animal 

est jeune. De plus, 3,3 % des cas répertoriés de parvovirose canine le sont chez des individus 

vaccinés dans les 12 derniers mois et parmi ces cas 89,5 % étaient des animaux de moins d’un 

an (Ling et al. 2012). 

 Résistance 

Les parvovirus étant des virus nus, ils sont extrêmement résistants dans l’environnement : ils 

peuvent survivre jusqu’à un an à température ambiante dans un milieu organique. Leur 

résistance est également avérée dans des conditions de froid positif ou négatif, en milieu acide 

ou basique (3 ≤ pH ≤ 9). En revanche, même s’ils supportent relativement bien la 

déshydratation, cette dernière nuit à leur pouvoir pathogène. De plus, ils sont détruits par les 

rayons ultraviolets, la javel diluée au 30ème, le formol dilué au 100ème ou un traitement d’une 

minute à 100 °C (Polycopié de Virologie, Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, 2006/2007). 

 Morphologie et génome 

Un virion de parvovirus canin a une structure icosaédrique d’environ 25 nm de diamètre et un 

poids moléculaire allant de 5,5. 10³ à 6,2. 10³ kD. Sa capside est composée d’un assemblage de 

trois protéines structurales différentes : VP1 (Viral Protein 1), VP2 et VP3, présentes en 60 

exemplaires. VP2 représente 90 % de la capside et possède 10 sites antigéniques qui font 

protrusion à la surface du virion. Les dépressions de la protéine permettent, quant à elles, la 

fixation de la particule virale à la cellule cible (Tsao et al. 1991). 

Le génome des parvovirus canins est composé d’une molécule d’ADN (acide 

désoxyribonucléique) monocaténaire d’environ 5200 nucléotides de longueur. Il contient deux 

promoteurs qui permettent la synthèse de deux ARNpm (acide ribonucléique pré-messager) 

qui, après épissage alternatif, permettront la synthèse des protéines structurales VP1 et VP2 et 

de deux protéines non structurales : NS1 et NS2 (Parrish 1999). VP3 est obtenue par clivage de 

15 à 20 acides aminés de l’extrémité N-terminale de VP2 (Tsao et al. 1991) (Figure 1). 
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Figure 1 : Génome d’un parvovirus canin : ADN et ARN (acide ribonucléique). D’après Parrish 1999. 

Les parvovirus utilisant les ADN polymérases de leurs hôtes, ils devraient avoir le même taux 

de substitution de nucléotides qu’eux. En réalité, si cela semble vrai pour les virus à ADN 

bicaténaire, ce n’est pas le cas des virus à ADN simple brin. Ainsi, les parvovirus ont un taux 

de substitution de nucléotides élevé, qui se rapproche davantage des taux connus pour les virus 

à ARN (Shackelton et al. 2005; Drake 1991; Parrish et al. 1991). Cela explique donc la grande 

diversité des variants existants et l’évolution des souches de CPV depuis l’identification du 

CPV-2 en 1978 (Parrish et al. 1988). 

 

II. Cycle viral 

Le cycle viral du parvovirus peut être découpé en cinq étapes : l’attachement, la pénétration, la 

phase d’éclipse, la production de nouveaux virions et l’excrétion. 

L’attachement, qui se produit entre le virion et la cellule à infecter, se fait, entre autres, par 

liaison entre une partie en dépression de la protéine structurale VP2 et le récepteur à la 

transferrine (TfR) (Hueffer et al. 2003). 

La pénétration intervient ensuite par endocytose. Elle nécessite une température de 38 à 39 °C 

pour être optimale et un pH acide à l’intérieur de l’endosome pour que le virion puisse s’en 

échapper. Il faut également la présence des protéines qui interviennent classiquement lors 

d’endocytose notamment les clathrines et les microtubules. Par la suite, le virion est guidé vers 

le noyau cellulaire grâce à son interaction avec les microtubules. Le mécanisme par lequel le 

virus pénètre à l’intérieur du noyau et son désenveloppement est, quant à lui, mal connu. Même 

si l’extrémité N-terminale de VP1 forme un signal de localisation nucléaire et que 

théoriquement la petite taille de la capside permettrait son passage à travers les pores nucléaires, 
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en réalité, il a été démontré que ce mécanisme n’existe pas. En effet, le blocage expérimental 

des pores nucléaires n’empêche pas l’infection (Harbison, Chiorini, Parrish 2008). 

La phase d’éclipse commence par le passage d’une molécule d’ADN monocaténaire à une 

molécule bicaténaire grâce au détournement d’une ADN polymérase de la cellule hôte. Cette 

étape ne peut avoir lieu que lors de la phase S de la mitose. S’en suivent les phases de 

transcription puis de traduction grâce au détournement de la machinerie cellulaire de la cellule 

infectée. 

La synthèse de nombreuses protéines structurales ainsi que le clivage de l’ADN double brin en 

ADN simple brin permettent par assemblage de former de nouveaux virions. 

A son profit, le virus inhibe la réplication de l’ADN de la cellule hôte, sa transcription et la 

traduction des ARN (Ihalainen et al. 2009). Cela va donc entraîner la dégénérescence de la 

cellule, permettant ainsi l’excrétion des nouveaux virions. 

 Pathogénicité 

L'âge au moment de l'infection est un facteur majeur de la gravité de la parvovirose. Ce virus a 

un tropisme pour les cellules en division, il se multiplie ainsi principalement dans le myocarde, 

l'épithélium intestinal, la moelle osseuse et les organes lymphatiques. 

La réplication virale commence dans l'oropharynx au cours des deux premiers jours de 

l'infection. La virémie apparaît 3 à 5 jours après le début de l'infection. Des signes cliniques tels 

qu’une hyperthermie et une lymphopénie se manifestent alors, marquant le début de la maladie. 

L'évolution de l'infection dépend fortement de l'âge du chien. En effet, chez des chiots nouveau-

nés les cardiomyocytes se divisent beaucoup plus activement que les entérocytes, ainsi ce sont 

des cibles privilégiées pour le parvovirus. Cependant les myocardites restent rares car, à ce 

stade de vie, la plupart des chiots sont protégés par les anticorps d’origine maternelle transmis 

par le colostrum. Chez les chiots plus âgés, ce sont les intestins qui deviennent la cible 

principale du virus. 

La virémie va permettre au virus d’atteindre les cellules des cryptes intestinales, qui permettent 

la régénération de l'épithélium intestinal. Le pic d’infection de ces cellules est atteint 5 à 6 jours 

post contamination. Les portions intestinales touchées sont l’iléon et le jéjunum ainsi que le 

duodénum dans une moindre mesure. L’estomac et le côlon sont épargnés.  
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L'excrétion du virus commence dès le 3ème jour post infection, avant l'apparition des signes 

cliniques, qui débutent aux jours 5 et 6 (parfois au jour 4). Au niveau intestinal, le parvovirus 

provoque la destruction des cellules germinatives des cryptes intestinales. Cela entraîne la 

nécrose de l’épithélium, l’abrasion des villosités intestinales, des vomissements ainsi que de la 

diarrhée à cause d’une absorption insuffisante. Parallèlement, l’infection des organes 

lymphoïdes entraîne la nécrose et la lyse des cellules des lignées lymphoïdes. On observe alors 

une lymphopénie et dans les cas les plus graves, une panleucopénie.  

La réponse immunitaire se met en place en moins d’une semaine et on peut déjà détecter des 

anticorps circulants au début de la phase clinique. L’infection se propageant par voie sanguine, 

la présence d’anticorps sériques est essentielle à la protection de l’animal contre le parvovirus. 

La rapidité d’apparition de la réponse immunitaire est cruciale pour surmonter la maladie : une 

réponse immunitaire rapidement mise en place entraînera une atteinte bénigne. Une fois la 

phase aiguë de la maladie passée, la guérison est généralement rapide et complète, conférant 

une protection à vie contre une réinfection (Thiry 2015). 

 Réponse immunitaire face au parvovirus canin 

Comme évoqué précédemment, la réponse immunitaire à médiation humorale joue un rôle 

crucial dans la protection face au parvovirus canin. Une partie de cette réponse, et notamment 

les mécanismes de fixation des anticorps à la capside du virus, a été étudiée par une étude 

publiée en 2007 (Nelson et al. 2007). La capside virale possède deux sites de fixation aux 

anticorps : les sites A et B, sans distinction d'affinité. La fixation des anticorps sur les virions 

peut bloquer différentes étapes du cycle viral, en provoquant l'agrégation des virions, en 

empêchant leur liaison aux membranes cellulaires ou aux TfR en modifiant leur conformation. 

Plusieurs autres mécanismes de défense de l'organisme, comme la phagocytose, l'opsonisation 

et la mort cellulaire programmée, contribuent également à combattre l'infection. 

Le virus peut être neutralisé par les "Fab" (fragment antigen binding) des immunoglobulines G 

(IgG). Ces derniers sont composés de la chaîne légère et d'une partie de la chaîne lourde des 

anticorps. Certains Fab ont une forte capacité de neutralisation, tandis que d'autres n'ont que 

peu, voire pas d’effet. Ces différentes capacités de neutralisation dépendent de plusieurs 

facteurs. Par exemple la fixation au site B de VP2 est plus efficace que la fixation au site A. De 

plus, même si tous les Fab testés réduisent l’affinité du virion pour les TfR, certains sont 

capables de bloquer totalement la phase d’attachement du virus, tandis que d’autres ne bloquent 
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pas entièrement cette phase même à forte concentration. Ainsi, même s’il existe 25 sites de 

liaisons entre les Fab et la capside, les Fab les plus neutralisants n’ont besoin de se fixer qu’au 

nombre de 6 sur la capside pour bloquer 80 % des liaisons avec les TfR. Malgré cela, comme 

les TfR subissent très facilement des endocytoses, les cellules seront facilement infectées par 

le parvovirus même si la capside n’est que faiblement liée au TfR (Palermo, Hafenstein, Parrish 

2006).  

Ainsi, le faible nombre de sites de fixation permettant une forte neutralisation et le grand 

nombre d'anticorps nécessaires expliquent pourquoi le parvovirus peut infecter les cellules de 

l'hôte même en présence d'anticorps. Cela est d’autant plus vrai dans le cas d’individus dont 

l'immunité est affaiblie. Ces études sont essentielles pour le développement de vaccins toujours 

plus efficaces.  

La réponse immunitaire à médiation cellulaire intervient également lors d’une infection au 

parvovirus canin mais n’est pas du tout étudiée dans ce contexte. Son fonctionnement lors 

d’infections virales sera traité ultérieurement. 

 La vaccination contre le parvovirus canin 

Pour avoir un vaccin performant, plusieurs paramètres sont à prendre en compte car ils peuvent 

influencer la réponse vaccinale : le titre en virus vaccinal, le degré d’atténuation virale, le mode 

d’administration, la capacité antigénique de la souche. 

 Les enjeux de la vaccination 

Chez les chiens la transmission de l’immunité de la mère aux chiots se fait essentiellement grâce 

au colostrum. En effet le placenta endothéliochorial des chiennes ne permet le passage que de 

5 à 10 % des IgG de la mère (Decaro, Buonavoglia, Barrs 2020). Le reste des anticorps est 

transmis via l’ingurgitation du colostrum durant les premières heures de vie des chiots. Ces 

anticorps d’origine maternelle (AOM) offrent une protection cruciale au jeune chiot et sont 

essentiels pendant ses premières semaines de vie. Cependant, ils peuvent limiter l'efficacité des 

vaccins. En effet, chez un chiot de quelques semaines, lors d’utilisation d’un vaccin à agent 

vivant atténué, les AOM peuvent neutraliser le virus ou la souche vaccinale sans que l’immunité 

adaptative du chiot puisse se mettre en place. Ainsi, après disparition des AOM, le chiot sera 

encore naïf vis à vis du parvovirus. Un titre en AOM de 1:20 suffit à interférer avec la 

vaccination. Le taux d’AOM décroit de manière exponentielle, avec un temps de demi-vie de 
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9,7 jours chez le chiot (Pollock, Carmichael 1982b). Cependant, le titre initial en AOM chez 

les chiots varie d’un individu à l’autre en fonction, notamment, du titre en anticorps de la mère 

et de la quantité de colostrum ingurgitée. Ainsi, les AOM peuvent être présents en quantité 

suffisante pour neutraliser le vaccin jusqu’à 15 semaines après la naissance chez certains chiots. 

Cependant, le titre de 1:20 neutralisant pour un vaccin est bien inférieur au titre minimum de 

1:80 conférant une immunité contre le parvovirus (Pollock, Carmichael 1982b). De cela résulte 

une période de 2 à 3 semaines durant laquelle le chiot n’est pas protégé contre la maladie, mais 

reste réfractaire à la vaccination, appelée fenêtre de sensibilité (Decaro, Buonavoglia, Barrs 

2020) (Figure 2). Le défi de la vaccination est donc de réduire au minimum la durée de cette 

fenêtre de sensibilité. 

 

Figure 2 : Comment les anticorps d’origine maternelle (MDA) interfèrent avec l’immunisation par la 

vaccination précoce des chiots. D’après Squires et al. 2024. 

 Les vaccins à agents vivants atténués : seuls types de vaccins disponibles sur 

le marché français 

Un vaccin à agent vivant atténué correspond à un virus capable d’infecter des cellules et de se 

répliquer, tout en ayant perdu son pouvoir pathogène. A l’inverse, un vaccin à agent inactivé 

contient un virus inactivé par traitement physique ou chimique, incapable d’infecter une cellule 

et de se répliquer. 
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Les vaccins à agents vivants induisent une réponse de type humorale et cellulaire en mimant 

une infection. Cette double réponse permet la mise en place d’une mémoire immunitaire 

durable. De plus, la protection vaccinale est établie dès 7 à 14 jours post vaccination, ce qui 

permet de réduire la fenêtre de sensibilité par rapport aux vaccins inactivés. Malgré tout, cette 

fenêtre est encore assez large, puisqu’elle dure 2 à 3 semaines. 

Pour diminuer encore cette période à risque, de nouvelles générations de vaccins ont été mises 

au point : les vaccins à agents vivants atténués à haut titre. Dans ces derniers, non seulement 

l’atténuation des souches virales est plus légère, mais surtout le titre en antigènes viraux est 

fortement augmenté. Prenons l’exemple, d’une étude menée sur 61 chiots de 5 à 11 semaines 

qui a comparé l’efficacité de la vaccination avec la souche CPV-2 NL-35-D à différentes 

concentrations : 105,4 DICC50 (dose infectante pour 50 % des cultures cellulaires), 105,7 DICC50, 

107,0 DICC50 et 107,6 DICC50 (Burtonboy et al. 1991). Les vaccins utilisés conventionnellement 

à l’époque avaient un titre en antigène viral inférieur à 107,0 DICC50. Il a alors été démontré que 

les vaccins les plus concentrés donnaient lieu à une meilleure réponse vaccinale et ce même en 

présence d’un taux d’AOM plus important (Buonavoglia et al. 1992). Dans les faits, la mise au 

point de cette nouvelle génération de vaccin a permis de réduire la fenêtre de sensibilité à une 

dizaine de jours. 

Les vaccins vivants atténués présentent des risques minimes. En effet, il est théoriquement 

possible que la souche vivante atténuée retrouve sa virulence après inoculation, mais pour le 

moment, un tel cas n’a jamais été mis en évidence dans le cadre de la vaccination contre le 

parvovirus. Le virus vaccinal peut également être excrété dans les selles 4 à 7 jours après la 

vaccination en quantité théoriquement suffisante pour être infectieuse. Cependant une 

contamination par ce biais a été exclue (Doki et al. 2006). 

 Importance des variants de CPV utilisés 

Actuellement, la majorité des vaccins disponibles sur le marché français utilise le variant CPV-

2, pourtant quasiment disparu, et un seul utilise le variant CPV-2b. Le variant initial CPV-2 

continue d’être utilisé aujourd’hui car il a été prouvé qu’il induit une protection croisée face 

aux nouveaux variants 2a, 2b et 2c, avec des concentrations en anticorps certes moins 

importantes pour les nouveaux variants, mais bien au-dessus des valeurs minimales requises. 

Cela a été démontré in vitro (Pratelli et al. 2001; Cavalli et al. 2008), mais également in vivo 

(Greenwood et al. 1995; Spibey et al. 2008). Ces preuves, notamment concernant le variant 
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CPV-2c, restent malgré tout discutées par certains auteurs (Hernández-Blanco, Catala-López 

2015). De plus, des exemples d’infection au CPV-2c chez des adultes vraisemblablement 

correctement vaccinés avec le variant original CPV-2 existent. Cela a notamment été le cas en 

2007 dans un élevage canin italien (Decaro et al. 2008). 

Les vaccins contenant le variant CPV-2b ont également montré leur efficacité face aux autres 

variants (Wilson et al. 2014). 

 Les spécialités autorisées sur le marché français 

A ce jour, l’Agence nationale du médicament vétérinaire (ANMV) recense 27 vaccins ayant 

une autorisation de mise sur le marché (AMM) en France contre le parvovirus canin, dont le 

plus vieux date de 1982. La plupart d’entre eux sont combinés à d’autres valences : hépatite de 

Rubarth, maladie de carré, leptospirose ou rage. Quatre laboratoires se partagent le marché : 

Boehringer Ingelheim (avec leur gamme CANIGEN® et PARVIGEN®), MSD (avec leur 

gamme NOBIVAC®), Virbac (avec leur gamme EURICAN® et PRIMODOG®) et Zoetis 

(avec leur gamme VERSICAN® et VANGUARD®). Les différentes spécialités vaccinales sont 

résumées dans le Tableau 1. 

Tout d’abord, il est à noter que seuls MSD et Zoetis proposent des vaccins à agents vivants 

atténués à haut titre. Ensuite, Boehringer Ingelheim, MSD et Virbac utilisent des souches de 

CPV-2 tandis que Zoetis utilise désormais une souche de CPV-2b. Ces vaccins possèdent une 

AMM pour une utilisation dès 6 semaines d’âge pour les chiots. En 2020, MSD a mis au point 

un nouveau vaccin qui est vivant atténué recombinant et qui possède une AMM pour une 

utilisation dès 4 semaines d’âge : le NOBIVAC DP PLUS®. Ce vaccin serait capable d’induire 

une immunité protectrice face à des niveaux élevés d'anticorps d’origine maternelle. La souche 

de parvovirus utilisée est la souche CPV-2 INT154 hautement immunogène classiquement 

employée dans la gamme NOBIVAC®, mais elle exprime désormais une protéine de capside 

de CPV-2c. L’efficacité de ce nouveau vaccin ayant été établie chez des chiots issus de mères 

vaccinées avec la souche CPV-2 INT154, il semble donc nécessaire, dans les années à venir, de 

vérifier si ce vaccin est toujours efficace en présence d’AOM de chiennes vaccinées avec le 

NOBIVAC DP PLUS®. De plus, l’immunité induite par ce vaccin n’a pas été étudiée au-delà 

de 8 semaines (Pearce et al. 2023). Ce dernier est donc à réserver aux chiots de moins de 8 

semaines d’âge et doit être couplé avec au moins une autre injection d’un vaccin différent. 
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Laboratoire 
Gamme du 

vaccin 

Souche de 

parvovirus 

Titre en 

parvovirus 

Année de 1ére 

mise sur le 

marché 

Boehringer 

Ingelheim 

CANIGEN® CPV-2 780916 10⁵ - 10⁷ DICC50 1985 

PARVIGEN® CPV-2 780916 10⁵ - 10⁷ DICC50 1982 

PRIMODOG® CPV-2 780916 105,5 DICC50 1983 

Virbac EURICAN® CPV-2 CAG2 
104,9 - 107,1 

DICC50 
1984 

MSD 

NOBIVAC® CPV-2 INT154 ≥ 10⁷ DICC50 1986 

NOBIVAC DP 

PLUS® 
CPV-2 630a 

105,1 - 106,7 

DICC50 
2020 

Zoetis 

VERSICAN® CPV-2b Bio 12/B 
104,3 - 106,6 

DICC50 
2014 

VANGUARD® CPV-2 NL 35D ≥ 10⁷ DICC50 1995 

Tableau 1 : Spécialités vaccinales disposants d’une AMM en France. D’après la Base de données publique des 

médicaments vétérinaires autorisés en France 

 Directives de vaccination canine contre le parvovirus canin 

En 2024, le Comité de Directives de la Vaccination (CDV) de la World Small Animal 

Veterinary Association (WSAVA) a mis à jour ses directives de vaccination datant de 2016 (M. 

J. Day et al. 2016). Un protocole vaccinal contre le parvovirus canin y est clairement défini afin 

de minimiser le risque d’infection. Concernant la primo-vaccination, le comité préconise que 

la première injection soit réalisée entre 6 et 8 semaines puis toutes les 2 à 4 semaines jusqu’à 

l’âge de 16 semaines. Ainsi, dans le cas le plus courant où un intervalle de 4 semaines est choisi 

entre chaque injection, quatre injections de primo-vaccination devront être administrées si la 

vaccination débute avant 8 semaines et seulement trois injections suffiront si la vaccination a 

débuté à 8 ou 9 semaines. La dernière injection de primo-vaccination doit être effectuée à 16 

semaines ou plus. À noter que la vaccination avant 4-6 semaines est contre-indiquée en raison 

de risques d’hypoplasie cérébelleuse. 
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D’après le CDV le 1er rappel de vaccin devrait se faire entre 6 mois et 1 an d’âge et de préférence 

le plus proche possible des 6 mois afin de réduire la fenêtre de sensibilité en cas de non réponse 

à la primo-vaccination. Cependant il est important de noter qu’actuellement, aucune donnée 

n’indique clairement qu’une interaction entre la vaccination et les anticorps d’origine 

maternelle soit possible après 16 semaines d’âge. D’ailleurs, les références bibliographiques 

utilisées pour justifier cette recommandation (Friedrich et Truyen, 2000; Thibault et al. 2016) 

sont en faveur d’une dernière injection de primo-vaccination à 16 semaines d’âge plutôt qu’à 

un premier rappel à 26 semaines. 

Les chiens âgés de plus de 16 semaines au moment de leur primo-vaccination peuvent ne 

recevoir qu’une seule dose pour être correctement immunisés. Ensuite un rappel avant l’âge 

d’un an est également préconisé. 

Enfin pour le reste du protocole vaccinal, une injection tous les 3 ans est recommandée (Squires 

et al. 2024).  

Ces recommandations sont finalement identiques aux dernières directives alors que l’arrivée 

récente sur le marché du NOBIVAC® DP PLUS aurait pu modifier le protocole conventionnel 

de primo-vaccination. En effet la WSAVA ne se prononce pas encore sur l’utilisation de ce 

produit dès 4 semaines d’âge, considérant simplement qu’il « offre une protection similaire aux 

vaccins à agents vivants atténués ». 

 

III. La réponse immunitaire antivirale à médiation cellulaire 

La réponse immunitaire à médiation cellulaire fait partie de la réponse immunitaire adaptative 

aussi appelée immunité spécifique. Cette dernière entre en jeu après la réponse immunitaire 

innée qui est non spécifique et qui, en règle générale, permet d’éliminer 99,9 % des pathogènes. 

La réponse immunitaire adaptative fait donc face aux micro-organismes qui ont résisté à cette 

première ligne de défense immunitaire. Ce sont donc des pathogènes plus résistants, car mieux 

adaptés à leur hôte. 

Le système immunitaire adaptatif enclenche une réaction antivirale lorsqu’il reçoit un signal 

médié par les interférons de type I. 
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 Les interférons de type I : signal synonyme d’infection virale 

Les interférons sont des cytokines. Ces molécules peuvent être synthétisées par toutes les 

cellules et servent de messagers dans la communication intercellulaire. Les interférons de type 

I (IFN-I) font partis de l’immunité non spécifique, mais permettent de faire le lien avec 

l’immunité adaptative. Ces derniers sont synthétisés par les cellules lorsqu’elles reçoivent un 

signal d’agression virale : l’attachement d’un virus à la membrane plasmique, la présence de 

génome viral dans le cytoplasme… Ainsi, la sécrétion d’IFN-I est synonyme d’infection virale. 

Toutes les cellules expriment le récepteur à l’IFN-I de manière constitutive, donc toutes les 

cellules peuvent réagir à ce signal. Les IFN-I ont une fonction autocrine et paracrine. 

 Effet autocrine 

Dès que l’interféron est sécrété, il va se fixer sur les récepteurs avoisinants, dont ceux de la 

cellule productrice. Chez cette dernière, cela va déclencher une cascade aboutissant à 

l’activation d’environ 300 gènes à fonction antivirale, qui vont par exemple aboutir au blocage 

de la production protéique et des polymérases virales, à l’activation d’enzymes dégradant les 

ARN ou bloquant la transcription… 

Enfin, la cellule va être capable d’autoévaluer l’efficacité des mécanismes mis en place et 

d’estimer s’ils sont insuffisants. Si c’est le cas, alors la fin de la signalisation induite par les 

IFN-I aboutit à l’apoptose de la cellule infectée. L’apoptose est un mécanisme de choix pour 

l’immunité antivirale. Elle permet une dégradation complète du matériel génétique de la cellule 

infectée (celui du virus compris) et ne s’accompagne pas d’une explosion de la cellule, évitant 

ainsi la dissémination du matériel viral. Dans le cas où les mécanismes mis en places sont 

suffisants pour arrêter l‘infection de la cellule, celle-ci va tout simplement devenir réfractaire 

au virus. 

 Effet paracrine 

Les IFN-I sécrétés par la cellule infectée vont diffuser dans le milieu interstitiel et se fixer aux 

cellules avoisinantes. Cette fixation va pré-engager les cellules dans la cascade évoquée 

précédemment. Cependant, pour éviter d’induire des apoptoses à tort, les cellules ne 

déclencheront la cascade d’activation que si elles reçoivent 2 signaux d’activation simultanés : 

la reconnaissance de l’IFN-I par le biais de son récepteur et la fixation du virus au contact de la 

cellule. Ainsi, les cellules entourant la cellule infectée vont devenir résistantes au virus 
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beaucoup plus rapidement et vont former une couronne de cellules réfractaires autour de la 

première cellule infectée, limitant ainsi la propagation du virus. 

Les IFN-I ont également un effet paracrine sur les cellules appartenant au système immunitaire. 

En effet, leur fixation aux cellules dendritiques va d’une part permettre leur maturation en 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA) et d’autre part transmettre l’information que c’est à 

une infection virale que l’organisme est confronté. 

 L’interaction entre les pathogen recognition receptors (PRR) et les 

pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) : un autre signal 

d’infection virale 

Les PRR sont des récepteurs exprimés par les cellules, principalement les CPA, à leur surface, 

dans le cytoplasme, le ribosome, le réticulum... Cela leur permet de détecter des pathogènes 

intra ou extra cellulaires. Leur fonction est de reconnaître des ligands particuliers : les PAMPs, 

retrouvés chez les micro-organismes. Les PAMPs sont des motifs antigéniques qui ont une très 

faible variabilité et qui sont très conservés par les micro-organismes. Ce sont des molécules 

différentes des molécules du soi. Parmi les PRR, nous pouvons citer les toll-like receptors 

(TLR), dont il existe plusieurs types, chacun étant spécifique d’un ligand bien particulier, 

spécifique d’un virus, une bactérie, un protozoaire… Ainsi les interactions PRR-PAMPs 

signalent à la cellule le type de pathogène auquel elle est confrontée.  

Par la suite, les CPA, d’une part activées par les IFN-I et d’autre part qui ont reconnu le 

pathogène grâce à l’interaction PRR-PAMPs, vont migrer jusqu’au nœud lymphatique drainant 

la zone infectée. 

 Rôle des lymphocytes T CD4 dans la réponse immunitaire à médiation 

cellulaire 

Au sein des nœuds lymphatiques, les CPA présentent les antigènes aux lymphocytes T CD4 

(LT CD4) via le complexe majeur d'histocompatibilité de classe deux (CMH-II). Cette 

interaction associée à la synthèse de cytokines par la CPA va permettre la différenciation des 

LT CD4. Dans le cadre d’une infection virale, les cytokines sécrétées vont être des interleukines 

(IL) 12 et s’accompagnent également de la sécrétion d’IFN-I. L’ensemble de cette signalétique 

va aboutir à l’obtention de lymphocytes T helper 1 (LTh1) qui vont synthétiser des interférons 

gamma (IFN-γ). Ensuite Les LTh1 et les CPA vont interagir avec les lymphocytes T CD8 (LT 
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CD8). Les CPA présentent les antigènes aux LT CD8 via le CMH-I pour que les LT CD8 soient 

spécifiques du pathogène rencontré et les IFN-γ produits par les LTh1 permettent leur 

différenciation en cellules effectrices : les LT cytotoxiques (LTc). Les LTh1 activent aussi les 

lymphocytes B et leur différenciation en plasmocytes. 

Les premières cellules activées effectrices de la réponse immunitaire à médiation cellulaire sont 

donc les LTh1. Ces derniers sont indispensables à l’activation des autres cellules 

effectrices, notamment par le biais de la sécrétion d’IFN-γ, qui est la cytokine essentielle de 

l’immunité cellulaire et de la lutte antivirale. 

 Rôle des LTc dans la réponse immunitaire à médiation cellulaire 

Les LTc sont attirés sur le lieu de l’infection par les chimiokines CXCL (CXC motif chemokine 

ligand) 9 et 10. Ensuite les LTc recherchent activement une cellule infectée qu’ils vont 

reconnaître grâce aux antigènes présents à sa surface. Les deux cellules vont se lier l’une à 

l’autre et le LTc va libérer des molécules de perforine et de granzyme par exocytose. Ce couple 

de molécule va activer un autre couple de protéines : les caspases initiatrices et effectrices qui 

vont enclencher le programme d’apoptose de la cellule infectée (Figure 3 et 4). Les LTc peuvent 

également induire l’apoptose des cellules par la voie des récepteurs de mort : des ligands du 

LTc se fixent à des récepteurs spécifiques, ce qui conduit à l’activation des caspases, puis à 

l’apoptose. Une fois la cellule infectée neutralisée, le LTc pourra répéter ces opérations avec de 

nouvelles cellules infectées. 

 

Figure 3 : Schéma simplifié de l’apoptose d’une cellule induite par le système perforine-granzyme d’un LTc. TCR 

signifie récepteur des lymphocytes T. D’après Calvez 2018. 
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Figure 4 : Microscopie en fluorescence temporelle d’un lymphocyte T cytotoxique et d’une cellule cible de souris 

en présence de 100 μM de iodure de propidium (rouge) et 2,5 μM de colorant nucléaire vert SYTO 24. Les 

images sont acquises toutes les 20 secondes. La flèche blanche indique le LTc. Les images montrent la diffusion 

cytosolique des molécules des granules lytiques dans la cellule cible à partir du point de contact avec le LTc (0 

seconde) jusqu’à l’apoptose de la cellule cible (3 à 23 minutes). Échelle, 10 μm. D’après Lopez et al. 2013.  

 Mise en mémoire des lymphocytes 

Lorsque les antigènes commencent à se raréfier au sein de l’organisme certains lymphocytes 

sont mis en mémoire. Cela est vrai pour les LTh et les LTc. Cette mise en mémoire permettra 

une réponse plus rapide et plus importante lors d’une infection ultérieure. C’est la réponse 

immunitaire secondaire. C’est sur cette dernière qu’est basé le principe de vaccination. 

On distingue les LT mémoires centraux et les LT mémoires effecteurs. Les premiers sont 

inactifs, mais activables rapidement lors d’une nouvelle rencontre avec l’antigène spécifique. 

C’est à partir d’eux que sont régénérés les effecteurs lors de la réponse secondaire. Ils 

recirculent en permanence dans les organes lymphoïdes secondaires. Ils ont une très grande 

durée de vie. Ils sont dépendants de l’IL7 et l’IL15 pour leur survie et leur différenciation en 

effecteurs. 

Les LT mémoires effecteurs sont activés et circulent dans les tissus. Ils permettent une 

protection immédiate dès l’entrée d’un pathogène mais leur durée de vie est plus réduite. 

 

IV.Méthodes d’étude de la réponse immunitaire à médiation cellulaire 

 Stimulation de sang total ou stimulation des PBMC 

Pour étudier la réponse immunitaire à médiation cellulaire, deux méthodes sont possibles : la 

stimulation de sang total ou la stimulation des PBMC. Les stimulations en elles-mêmes sont 

relativement similaires. Elles consistent à mélanger des agents pathogènes ou des antigènes, 
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dans un cas au sang total, dans un autre cas aux PBMC, dans le but de stimuler les cellules 

immunitaires sanguines. La différence réside dans la nature de la matrice stimulée. En effet, les 

PBMC correspondent seulement aux lymphocytes et aux monocytes et sont isolés de 

l’environnement sanguin habituel tandis que le sang total contient par définition toutes les 

cellules immunitaires. Ainsi, la stimulation de sang total se rapproche davantage des conditions 

in vivo puisque tous les types cellulaires sanguins sont présents dans le prélèvement, permettant 

ainsi d’éventuelles interactions entre eux, mais aussi avec les facteurs sériques. Au-delà de cette 

différence majeure chacune des méthodes présente des avantages et des inconvénients (Tableau 

2). Par exemple le nombre de PBMC peut être choisi et ajusté tandis qu’avec du sang total la 

quantité de cellules est inhérente au volume du prélèvement. Cependant, l’isolement des PBMC 

est une méthode pouvant être longue et fastidieuse, qui retarde l’étape de stimulation, expose 

les cellules à un environnement non physiologique et peut induire une préactivation de ces 

dernières alors que l’utilisation de sang total permet de débuter les analyses immédiatement et 

donc de s’affranchir de tous ces biais en limitant au maximum les manipulations. En revanche, 

le sang total ne peut être cryoconservé, contrairement aux isolats de PBMC. Cela nécessite donc 

que les prélèvements soient traités rapidement et empêche ainsi la mise en place d’analyses 

ultérieures par lots. 
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Tableau 2 : Comparaison entre la stimulation de sang total et la stimulation de PBMC. D’après Müller et al. 

2024. 

De plus, la stimulation de sang total permet d'étudier les effets de perturbations ex vivo de 

manière sûre et contrôlée. Cette approche offre une meilleure compréhension des réponses 

immunitaires à des stimuli qui ne peuvent pas être administrés en toute sécurité à un être vivant 
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in vivo, ou à des processus imprévisibles comme les infections aiguës, où il est difficile de 

collecter des échantillons à un stade précoce. 

Ces méthodes, bien que présentant des différences, sont pour autant toutes les deux valides pour 

étudier la réponse immunitaire à médiation cellulaire (Damsgaard et al. 2009, Novak et al. 

2023). 

 Protocoles de stimulation du sang total 

La première occurrence de stimulation de sang total pour évaluer la réponse immunitaire à 

médiation cellulaire date de 1975 (Felsburg, Reilley, Sinnigen 1980) mais cette dernière a 

connu un nouvel essor avec la recherche autour des vaccins contre le SARS-CoV-2 et ses 

résultats ont été plus que probants. Cependant, il existe actuellement des disparités de 

protocoles. En effet, les milieux de culture, leurs concentrations, les témoins négatifs et les 

durées d’incubation changent d’une étude à l’autre. Par exemple, si beaucoup privilégient le 

milieu de culture Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 d’autres préfèrent utiliser 

l’Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM). Certains ajoutent également du sérum. 

Malgré tout, la plupart des études se rejoignent sur le fait d’ajouter des antibiotiques (pénicilline 

et streptomycine) à leur milieu de culture. Les témoins négatifs contiennent du PBS (phosphate 

buffered salin) ou du DMSO (diméthylsulfoxyde). Le temps d’incubation varie de 15 à 24h 

(Zhao et al. 2024; Damsgaard et al. 2009; Kathrani, Hall 2019; Schwarz et al. 2022).  

 Protocoles d’isolement et de stimulation des PBMC 

L’isolement des PBMC repose sur le principe de centrifugation par gradient de densité. Du 

sang, parfois dilué avec du PBS, est placé dans un tube contenant une solution de densité égale 

à 1,077. Cette solution est variable selon les études mais sa densité reste toujours la même. Par 

la suite le mélange est centrifugé. La durée et la vitesse de centrifugation est variable ou n’est 

pas toujours précisée dans la littérature mais il est important que la décélération soit lente pour 

ne pas perturber l’interface entre la solution de séparation et les PBMC. Par la suite la phase 

contenant les PBMC est récupérée et est soumise à un ou plusieurs lavages. Pour ces derniers 

différents produits sont utilisés mais une association de RPMI 1640, de sérum fœtal, de 

pénicilline et de streptomycine est couramment employée. Ces derniers sont également utilisés 

en tant que milieu de culture. La durée de culture et de stimulation des PBMC est, une fois 

encore, très variable mais dure, le plus souvent, 24 à 72 heures. Dans les cas où la culture ou la 

stimulation dépassent les 24 heures, le milieu de culture est régulièrement remplacé ou 
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complémenté (Rodrigues et al. 2009; Rolland-Turner, Farré, Boué 2006; Novak et al. 2023; 

Hartley, Tarleton 2015; Chamizo, Moreno, Alvar 2005). 

 Différentes méthodes de quantification et d’évaluation de la qualité de 

la réponse immunitaire 

 Cytométrie en flux 

La cytométrie en flux nécessite au préalable d’isoler les PBMC. Elle permet d’identifier chaque 

famille de leucocyte présent dans un prélèvement et de les dénombrer. Cette technique est basée 

sur les propriétés optiques (diffusion, réfraction) intrinsèques des cellules ou particules 

couplées à une analyse de la fluorescence obtenue par des marquages spécifiques. Cette 

méthode est l’une des plus sensible et spécifique, mais a le désavantage d’être chronophage. 

 ELISA 

Suite à la période d’incubation, le surnageant des échantillons peut être récupéré afin de réaliser 

des tests ELISA. Ces derniers permettent d’identifier les cytokines et chimiokines présentes 

dans le prélèvement et de les quantifier (Schwarz et al. 2022). Il existe de nombreux automates 

utilisant des variantes de la technologie ELISA. La référence dans le domaine a longtemps été 

l’automate ELISpot (Enzyme-Linked Immuno Spot) qui utilise la technique d’immunospot. Le 

principe repose sur la capture de molécules sécrétées par des cellules sur un support solide 

sensibilisé. Une fois les cellules éliminées, les immunocomplexes sont révélés par une méthode 

ELISA qui utilise un substrat chromogène insoluble. La précipitation localisée de ce substrat 

produit des taches colorées, appelées immunospots (Janetzki, Rabin 2015). Cette méthode 

présente l’avantage d’être sensible et reproductible, mais nécessite de nombreuses 

manipulations qui complexifient son utilisation et empêchent son utilisation dans des études à 

grande échelle incluant de nombreux prélèvements. De nouveaux automates : ELLA et Olink 

présentent des sensibilités et spécificités similaires, mais sont plus simples d’utilisation et ont 

donc un meilleur rendement (respectivement ≥ 0,90 et ≥ 0,80) (Schwarz et al. 2022). 

 RT-qPCR (Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction) 

Après stimulation du sang total ou des PBMC, il est possible d’étudier la réaction immunitaire 

à médiation cellulaire en réalisant des RT-qPCR ciblant des gènes impliqués dans cette 

immunité. Il existe alors deux méthodes possibles, toutes les deux décrites et comparées en 

2022 (Schwarz et al. 2022). La première méthode nécessite un traitement préalable afin de lyser 
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les hématies de l’échantillon, d’extraire les molécules d’ARN et de les purifier. Les RT-qPCR 

sont ensuite réalisées. La seconde méthode consiste à réaliser les RT-qPCR directement sur le 

prélèvement sanguin stimulé. L’inconvénient principal de la RT-qPCR est qu’elle ne permet 

d’évaluer que l’expression des gènes impliqués dans l’immunité, et non pas la production des 

effecteurs protéiques. 

 Tests à base de billes 

Ce type de test repose sur les principes de la cytométrie en flux fluorescente ou de la 

microscopie fluorescente quantitative. Les échantillons de sang total stimulés sont déposés dans 

des puits qui contiennent jusqu’à 80 billes qui ont chacune une affinité pour une protéine 

particulière grâce à des anticorps spécifiques de la protéine en question. Ensuite, les protéines 

se lient aux billes. Des anticorps marqués par fluorescence et ayant une affinité pour toutes les 

protéines sont ajoutés. Deux lasers sont ensuite utilisés. Un premier reconnaît les billes, tandis 

que le second mesure l’intensité de la fluorescence, donc la quantité de protéines liées à la bille 

et donc par extension la quantité de protéines dans l’échantillon. Ainsi, on peut savoir quelles 

protéines sont présentes dans un échantillon et dans quelles quantités (Luminex Platform 

Technology - FR). Cette méthode a notamment été utilisée par Lesueur et al. en 2022. C’est 

une technique multiplex coûteuse, mais qui permet d’analyser à la fois un grand nombre 

d’échantillons et un grand nombre de cytokines ou chimiokines. 

 Quels marqueurs de la réponse immunitaire à médiation cellulaire 

étudier ? 

Pour étudier la réponse immunitaire à médiation cellulaire nous avons fait le choix d’utiliser 

des RT-qPCR. Nous allons donc nous concentrer sur les marqueurs qui peuvent être quantifiés 

par cette technique. 

 Les gènes induits par l’IFN-γ : des biomarqueurs de choix 

Tout d’abord, il est important d’identifier les gènes dont la transcription serait corrélée à la 

réponse immunitaire à médiation cellulaire et plus précisément corrélée à la présence et 

l’activation des LT. Pour cela, en 2022, des chercheurs ont réalisé un profil transcriptionnel du 

sang total stimulé par des peptides du SARS-CoV-2 chez des individus : naïfs, guéris de la 

COVID-19 (coronavirus disease 2019) ou vaccinés contre le virus (Schwarz et al. 2022). Ce 

transcriptome a été établi grâce à la méthode de séquençage Illumina. Un autre transcriptome a 
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également été réalisé sans stimulation, mais avec simplement la solution contrôle de DMSO, 

afin de connaître l’expression basale des gènes. De cette étude préliminaire, il ressort que 410 

gènes sont activés par la stimulation du sang total : 224 chez les individus guéris de la COVID-

19 et 307 chez les individus vaccinés. Parmi ces gènes, 121 sont communs aux deux groupes, 

soit environ 30%. De plus, parmi ces derniers, ceux associés à la réponse immunitaire à 

médiation cellulaire induite par la voie de signalisation de l’IFN-γ sont significativement plus 

nombreux. Cela est donc le témoin de l’activation des LT spécifiques des antigènes utilisés lors 

de la stimulation. Par la suite, six gènes ont été sélectionnés afin d’étudier leur expression par 

PCR : CXCL10, ANKRD22 (ankyrin repeat domain 22), GBP1 (guanylate binding protein 1), 

CXCL9, IL2 et IFN-γ. Ces gènes ont été choisis car ils étaient en lien avec l’expression de 

l’IFN-γ et qu’ils étaient les gènes dont l’expression différentielle par rapport au témoin était la 

plus forte (Figure 5).  

 

Figure 5 : A. Dénombrement normalisé des gènes candidats sélectionnés pour la validation en aval en fonction 

de l’expression différentielle par rapport au DMSO. Les comparaisons montrent une significativité calculée à 

l'aide de DESeq2 (bilatéral) et corrigée à l'aide de la méthode Benjamini-Hochberg. Naïf, N = 11 ; convalescent 

N = 8 ; vacciné, N = 16 échantillons biologiquement indépendants. B. Corrélation entre le gène candidat et 

l'expression de l' IFN-γ (dénombrement normalisé des gènes). Le traitement et le groupe sont respectivement 
indiqués par une couleur et un symbole (voir la légende). La corrélation R et les p-values ont été calculées à 

l'aide de l'indice de Spearman. Les bandes grises représentent l'intervalle de confiance à 95 % du modèle 

linéaire. D’après Schwarz et al. 2022. 

L'étude a également examiné les variations d'expression des gènes qui pourraient exister pour 

un même échantillon analysé plusieurs fois. Ainsi, parmi les six gènes testés, CXCL10 est celui 

dont les mesures d’expression étaient les moins variables. Il est donc le biomarqueur de la 

réponse immunitaire à médiation cellulaire le plus fiable pour des analyses par PCR. À noter 

que la protéine IP-10 (interferon gamma-induced protein 10), codée par le gène CXCL10, est 

un marqueur beaucoup moins fiable, car elle est abondamment stockée dans les neutrophiles et 
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monocytes sans qu’il y ait pour autant de réaction immunitaire à médiation cellulaire et donc 

production d’IFN-γ. 

 Les fonctions de CXCL10 

CXCL10 est sécrétée par différents types cellulaire : essentiellement les monocytes mais aussi 

les neutrophiles, les éosinophiles, les cellules épithéliales, les cellules endothéliales et les 

fibroblastes (Schwarz et al. 2022 ; Dyer et al. 2009; Luster, Ravetch 1987 ; Lo et al. 2010). 

Cette production est activée par l’IFN-γ. CXCL10 se lie aux récepteurs CXCR3 (CXC motif 

chemokine receptor 3) qui sont présents à la surface des LT, des cellules natural killers (NK), 

des macrophages, des lymphocytes B et des cellules dendritiques. Ces récepteurs possèdent 

deux isoformes A et B. Le premier a un effet activateur en favorisant la migration cellulaire sur 

les lieux d’une inflammation et la prolifération des leucocytes, tandis que le deuxième a la 

fonction inverse, inhibant les processus cités précédemment (Elemam, Talaat, Maghazachi 

2022). 

 

B. Étude expérimentale 

I. Matériel et méthode 

 Donneurs et prélèvements des échantillons 

Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique Science et santé animales numéro 115, sous 

le numéro SSA_2022_017. 

Les prélèvements de sang total ont été réalisés sur trois groupes d’individus différents. Aucun 

des chiens ne présentait d’antécédent de parvovirose. Le premier groupe était constitué de trois 

chiens, jeunes adultes (entre 2 et 3 ans), de races et de sexes différents : une femelle croisée 

montagne des Pyrénées/berger allemand (individu 1) et un mâle golden retriever (individu 2) et 

un mâle retriever de la Nouvelle-Écosse (individu 3). Tous les trois ont été correctement 

vaccinés contre le parvovirus. Ils ont reçu une primo-vaccination en trois injections dont la 

dernière effectuée à 16 semaines d’âge, puis un rappel 1 an plus tard.  Les vaccins utilisés sont 

précisés dans le Tableau 3. 
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Le deuxième groupe comportait une chienne fox terrier à poil dur de 5 ans (individu 4), une 

chienne pinscher nain croisée border collie de 9 mois (individu 5) et un chien créole de 11 ans 

(individu 6). 

 Le troisième groupe était constitué de quatre chiots golden retriever (deux mâles et deux 

femelles) de 16 semaines ayant reçu deux injections de primo-vaccination. 

 Primo-vaccination Dernier rappel 

Individu 1 CANIGEN® VERSICAN® 

Individu 2 EURICAN® EURICAN® 

Individu 3 CANIGEN® et EURICAN® EURICAN® 

Individu 4 NOBIVAC® NOBIVAC® 

Individu 5 NOBIVAC® Pas encore effectué 

Individu 6 EURICAN® NOBIVAC® 

3ème groupe NOBIVAC® Pas encore effectué 

Tableau 3 : Protocoles de vaccination des individus ayant participé à l’étude 

3 mL de sang ont été prélevés à la veine céphalique dans un tube hépariné stérile. 

 Stimulation du sang total 

 Expérience 1 : utilisation de concentrations en peptides de CPV faibles à 

modérées 

Cette première expérience a été réalisée avec les individus du groupe 1. Sous une hotte, 500 

µL de sang ont été mélangés à 100 µL de RPMI, de la pénicilline et de la streptomycine de 

sorte à avoir une concentration finale de 1%, et de la BSA (Bovine Serum Albumin) de 

manière à obtenir une concentration finale de 0,2%. Trois conditions ont été testées : une 

stimulation avec des peptides (JPT Peptide Technologies, Berlin, Allemagne) correspondant à 

la protéine VP2 du parvovirus canin (à trois concentrations différentes : 1 µg/mL, 5 µg/mL et 

10 µg/mL ; toutes les trois proches des concentrations utilisées par Lesueur et al. en 2022), un 

témoin positif stimulé à la concanavaline A (5 µg/mL) (Arneth 2010; Martínez-Orellana et al. 

2017) et un témoin négatif non stimulé. Selon les conditions dans chaque puits a été ajouté 

respectivement : 0,6 µL de peptides, 3 µL de peptides, 6 µL de peptides, 1,2 µL de 

concanavaline A et 3 µL de DMSO. Ces mélanges ont ensuite été mis dans un incubateur à 

38°C pendant 16h (Figure 6). 
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Figure 6 : Schéma du protocole expérimental 1 

 Expérience 2 : utilisation de fortes concentrations en peptides de CPV  

Cette deuxième expérience a également été réalisée avec les individus du groupe 1. La 

stimulation précédente n’induisant pas une expression suffisante du gène CXCL10 nous avons 

émis l’hypothèse que la quantité de peptides utilisés était peut-être trop faible pour stimuler 

correctement le sang total. Il a donc été décidé de renouveler l’expérience en augmentant la 

concentration en peptides. Ainsi le protocole est identique à l’expérience précédente mais cette 

fois des concentrations en peptides de 50 et 100 µg/mL ont été testées pour stimuler le sang 

total associées respectivement à 62 et 32 µL de RPMI. De plus un nouveau paramètre a été mis 

en place en ajoutant au mélange réactionnel initial du vaccin PRIMODOG® qui contient la 

souche vivante atténuée 780916 du CPV-2 de telle sorte à avoir 500 DICC50 (Figure 7). 

L’objectif était de déterminer si le virus vivant atténué induit une stimulation du sang total. 
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Figure 7 : Schéma du protocole expérimental 2 

 Isolation des PBMC et stimulation 

 Isolation des PBMC 

L’expression du gène CXCL10 étant toujours insuffisante nous avons émis l’hypothèse qu’il 

était peut-être nécessaire d’isoler les PBMC avant de réaliser la stimulation. La quantité de 

cellules immunitaires obtenue serait alors bien supérieure à la quantité présente dans seulement 

500 µL de sang.  

Nous avons dilué 2 mL de sang dans 4 mL de PBS, puis ajouté 6 mL de Ficoll directement au 

fond du tube. Le tout a été centrifugé à 650 rcf pendant 10 minutes à température ambiante. Il 

est important de respecter une accélération et une décélération lente. L’anneau blanc situé entre 

le Ficoll et le plasma est récupéré et mélangé à 50 mL de PBS. Ensuite le mélange est centrifugé 

10 minutes à 220 rcf à 12°C puis le surnageant est éliminé en retournant le tube. Le comptage 

cellulaire alors effectué donne une quantité de cellules de l’ordre de quelques millions par 

millilitre. On réalise ensuite un ensemencement en P12 avec 4. 106 cellules par puits. Le milieu 

de culture contient du RPMI 10%, du sérum de veau fœtal (SVF), 1% P/S et de l’amphotéricine 

B à 1 µg/mL. Après 24 heures de culture les PBMC sont prêtes à être stimulées (Figure 8). 
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Figure 8 : Schéma du protocole d’isolation des PBMC 

 Expérience 3 : stimulation des PBMC 

Cette troisième expérience a été réalisée avec les individus du groupe 2. Pour la stimulation des 

concentrations en peptides de 1, 5 et 10 µg/mL ont été testées. La solution contenant les peptides 

a directement été ajoutée à 1 mL du milieu de culture des PBMC. Les mêmes témoins ont été 

utilisés que dans l’expérience précédente à savoir un témoin positif contenant 5µg/mL de 

concanavaline A (Ritt et al. 2015; Rolland-Turner, Farré, Boué 2006), un autre avec 500 DICC50 

correspondant à la souche du vaccin PRIMODOG® et un dernier témoin négatif complémenté 

en DMSO. Le tout a été placé dans un incubateur à cellules à 38°C dans 5% de dioxyde de 

carbone (CO2) pendant 24 heures (Figure 9). 

 

Figure 9 : Schéma du protocole expérimental 3 
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 Expérience 4 : utilisation de jeunes individus en cours de primo-

vaccination 

Cette quatrième expérience a été réalisée avec les individus du groupe 3. L’expérience 

précédente n’étant toujours pas concluante, nous avons émis l’hypothèse qu’après une injection 

de vaccin contre le parvovirus canin, la quantité de cellules immunitaires circulantes spécifiques 

du virus devenait rapidement trop faible pour que l’on puisse induire une stimulation suffisante. 

Nous avons donc réalisé une dernière expérience sur des chiots de 16 semaines en cours de 

primo-vaccination ayant reçu une première dose à 8 semaines et une nouvelle à 12 semaines 

afin d’optimiser la quantité de leucocytes circulants spécifiques du virus. Le protocole est 

identique à celui de l’expérience précédente à l’exception que le paramètre PRIMODOG® n’a 

pas été renouvelé. 

 Extraction d’ARN 

Les différents mélanges ont été transférés dans des colonnes d’extraction d’ARN et traités selon 

les instructions du fabricant (NucleoSpin RNA Blood kit ; Macherey-Nagel, Düren, 

Allemagne) à partir de 200µL de sang total. 

 RTq-PCR 

L’expression des gènes CXCL10 et GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) a 

été étudiée grâce à la réalisation de RT-qPCR sur un LightCycler® 96 (Roche) en plaques 96 

puits contenant un volume final de 10 µL préparés selon les instructions du fabricant (iTaq™ 

Universal SYBR® Green One-Step Kit). Les échantillons contenant de l’héparine, un inhibiteur 

connu des polymérases, il a été décidé dans un premier temps, lors de l’expérience 1, de réaliser 

les RT-qPCR sur les échantillons purs et dilués au dixième afin de déterminer laquelle de ces 

méthodes donnait les meilleurs résultats. La quantification relative a été faite en utilisant la 

méthode 2-∆∆Ct en utilisant comme gène de ménage pour la normalisation le gène GAPDH. Les 

séquences des amorces utilisées sont décrites dans le tableau 4. 
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Gène 
Direction de la 

séquence de l’amorce 
Séquence de l’amorce Référence 

 

 

CXCL10 

 

sens 
CTT GAA TGA ACC AAA 

GTG CTG TTC 
 

Karlsson et al. 

2015 antisens 
ACA GCG TAT AGT TCT 

AGA GAG AGG 

 

 

GAPDH 

 

sens 
TTC CAC GGC ACA GTC 

AAG 
 

Menezes-Souza et 

al. 2012 antisens 
ACT CAG CAC CAG CAT 

CAC 

Tableau 4 : Amorces utilisées pour les RT-qPCR 

 

II. Résultats 

 Expérience 1 

Que l’on utilise des échantillons purs ou dilués au dixième, la stimulation du sang total avec 

des concentrations en peptides de CPV de 1, 5 ou 10 µg/mL n’induit aucune augmentation de 

l’expression du gène CXCL10 par rapport au témoin non stimulé. Il n’y a pas non plus, entre 

ces concentrations, d’expressions significativement différentes. En revanche, la concanavaline 

A permet bien une augmentation de l’expression du gène CXCL10 par rapport au témoin 

négatif. De plus, il semblerait que lorsqu’on dilue les échantillons au dixième avant de procéder 

aux RT-qPCR on obtienne une stimulation légèrement plus importante (Figure 10). Par la suite, 

les échantillons ont systématiquement été dilués au dixième avant de faire les RT-qPCR. 

Les concentrations testées en peptides de CPV ne permettent donc pas une stimulation efficace 

du sang total.  
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Figure 10 : Expression du gène CXCL10. A. RT-qPCR réalisées sur des échantillons dilués au dixième. B. RT-

qPCR réalisées sur des échantillons non dilués. Les niveaux d’expression du gène CXCL10 ont été normalisés en 

utilisant la méthode du 2-ΔΔCt. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le test de Student. Les résultats sont 

exprimés en moyennes ± l’erreur standard de la moyenne 

 Expérience 2 

La stimulation du sang total avec des concentrations plus élevées en peptides de CPV (50 et 

100 µg/mL) n’induit pas une expression plus importante du gène CXCL10 par rapport au 

témoin non stimulé (Figure 4). De plus, la stimulation à l’aide du vaccin PRIMODOG® ne 

montre, elle aussi, aucune différence significative par rapport au témoin négatif et aux 

stimulations par les peptides viraux (Figure 11). 

  

Figure 11 : Expression du gène CXCL10. Les niveaux d’expression du gène CXCL10 ont été normalisés en 

utilisant la méthode du 2-ΔΔCt. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le test de Student. Les résultats sont 

exprimés en moyennes ± l’erreur standard de la moyenne. 
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 Expérience 3 

La stimulation des PBMC par des concentrations en peptides de CPV de 1, 5 et 10 µg/mL 

n’induit pas d’augmentations significatives de l’expression du gène CXCL10 par rapport au 

témoin non stimulé. Cependant, les stimulations au PRIMODOG® et à la concanavaline A 

permettent bien d’augmenter l’expression du gène CXCL10 par rapport aux autres tests et ceux 

de manière plus importante encore pour la concanavaline A (Figure 12).  

 

Figure 12 : Expression du gène CXCL10. Les niveaux d’expression du gène CXCL10 ont été normalisés en 

utilisant la méthode du 2-ΔΔCt. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le test de Student. Les résultats sont 

exprimés en moyennes ± l’erreur standard de la moyenne. 

 Expérience 4 

Aucun test n’a donné de résultats significativement différents des autres (Figure 13). 

Cependant, il est à noter que chez le chiot 1, l’expression du gène CXCL10 est d’autant plus 

importante que la concentration en peptides utilisée pour stimuler le sang est forte (Figure 14). 
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Figure 13 : Expression du gène CXCL10. Les niveaux d’expression du gène CXCL10 ont été normalisés en 
utilisant la méthode du 2-ΔΔCt. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le test de Student. Les résultats sont 

exprimés en moyennes ± l’erreur standard de la moyenne. 

 

Figure 14 : Expression du gène CXCL10. Les niveaux d’expression du gène CXCL10 ont été normalisés en 

utilisant la méthode du 2-ΔΔCt. 

 

III. Discussion 

 Les peptides viraux ne semblent pas permettre la stimulation du sang 

total lors des trois premiers protocoles 

Au cours de la première expérience, nous n’avons pas réussi à stimuler le sang total de sorte à 

obtenir une expression accrue du gène CXCL10. Les concentrations en peptides viraux 
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employées étaient pourtant égales ou jusqu’à plus de 3 fois supérieures à celles décrites comme 

efficaces dans la littérature (Lesueur et al. 2022). 

Nous avons donc décidé de réaliser le même protocole en augmentant significativement les 

concentrations en peptides de CPV (50 et 100 µg/mL) et en ajoutant un nouveau paramètre : 

une stimulation avec le vaccin PRIMODOG®. Nos résultats montrent, alors que les 

concentrations en peptides de CPV utilisées ainsi que le virus vivant atténué ne stimulent pas 

suffisamment le sang pour induire une augmentation significative de l’expression du gène 

CXCL10. De plus, l’utilisation du vaccin PRIMODOG® n’induit aucune différence 

significative dans l’expression du gène CXCL10 par rapport à l’utilisation de peptides viraux. 

Il est surprenant que l’utilisation du virus vivant atténué ne parvienne pas à stimuler les 

monocytes et donc les lymphocytes du sang total. En effet, lors de cette expérience, les 

conditions in vitro se rapprochent des conditions in vivo d’un rappel de vaccination. Rappel de 

vaccination qui, par définition, permet de réactiver la réponse immunitaire adaptative dont fait 

partie la réaction immunitaire à médiation cellulaire. La différence majeure étant que dans notre 

expérimentation le virus se retrouve directement dans le sang, environnement différent du tissu 

sous cutané dans lequel est habituellement injecté le vaccin. 

Nous avons donc émis l’hypothèse que la concentration en peptides de CPV n’était pas le 

facteur limitant de nos expériences mais que ce dernier pouvait être la quantité de cellules 

immunitaires sensibles à la stimulation présente dans notre volume de réaction. Ainsi, par la 

suite, il a été décidé d’isoler les PBMC de nos prélèvements et de les mettre en culture avant de 

procéder aux différentes stimulations afin d’obtenir un nombre de cellules potentiellement 

sensibles plus important.  

Notre premier essai de stimulation des PBMC a donné des résultats relativement similaires à 

l’expérience 1. En effet, le témoin positif augmente très significativement l’expression du gène 

CXCL10 par rapport aux autres conditions testées tandis que les stimulations à l’aide des 

peptides de CPV n’induisent aucune augmentation significative de la production de l’ARNm 

(ARN messager) en question. Ainsi, l’utilisation des PBMC ne suffit pas à obtenir des quantités 

d’ARNm de CXCL10 plus importantes. Il convient également de noter que la stimulation avec 

le vaccin PRIMODOG® a induit, cette fois-ci, une expression du gène CXCL10 accrue par 

rapport au témoin non stimulé et aux tests de stimulation par les peptides. La présence de 

monocytes en quantité plus importante que dans le sang total pourrait en partie expliquer ce 

résultat. En effet, il est possible d’imaginer que les monocytes qui font partie des CPA peuvent 
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reconnaitre les PAMPs du virus vivant atténué via leurs PRR et les présenter aux lymphocytes 

LT CD4 et LT CD8 initiant leur différenciation et leur activation malgré l’absence de cytokine 

et d’autres facteurs d’activation. Cela n’est possible que parce que le virus est entier, les 

peptides viraux n’étant pas des PAMPs. 

 Un dernier protocole aux résultats ininterprétables 

Nous avons émis une dernière hypothèse pour tenter d’expliquer les résultats précédents et 

mettre en place une ultime expérience. Il se pourrait que, rapidement après une vaccination, le 

nombre de cellules immunitaires circulantes, après avoir augmenté, diminue fortement. Ainsi, 

pour optimiser le nombre de cellules immunitaires circulantes nous avons choisi de prélever de 

jeunes individus en cours de primo-vaccination donc ayant reçu une dose de vaccin contre le 

parvovirus canin il y a 4 semaines maximum. Malheureusement, le témoin positif n’ayant pas 

fonctionné, il est impossible d’interpréter les résultats. Notons, tout de même, que les résultats 

obtenus pour le chiot 1 sont encourageants. En effet, pour cet individu, l’expression du gène 

CXCL10 est d’autant plus importante que la concentration en peptides viraux utilisée est élevée. 

Rappelons que les chiots prélevés pour cette expérience ont été vaccinés contre le parvovirus 

canin à 8 puis 12 semaines d’âge. Ainsi il est possible que lors de ces 2 premières injections le 

taux d’AOM ait été encore trop élevé entrainant un échec vaccinal et donc une non activation 

de la réaction immunitaire primaire et par conséquent l’absence de mise en mémoire de cellules 

immunitaires. Cela pourrait éventuellement expliquer pourquoi les résultats obtenus pour les 

chiots 2 et 3 ne sont pas concluants. Afin d’obtenir des résultats interprétables il semble donc 

nécessaire de renouveler cette expérience avec un nombre d’échantillons plus élevé et une 

mesure du taux d’AOM lors de la dernière vaccination ou une mesure du taux d’anticorps anti 

CPV le jour du prélèvement. Cela n’a pas été fait ici faute de temps. 

 La stimulation de sang totale est indépendante de la concentration en 

peptides utilisée 

Nous ne sommes pas parvenus à stimuler de manière concluante le sang total de chien malgré 

les diverses méthodes employées. Pourtant, cette technique a déjà fait ses preuves chez 

plusieurs autres espèces notamment l’humain (Schwarz et al. 2022) et la vache (Lesueur et al. 

2022) et nous avons essayé de reproduire au mieux les protocoles connus pour ces espèces tout 

en adaptant notre méthode aux moyens dont nous disposions et à notre choix de travailler avec 

du sang canin. Nous avons démontré, malgré tout, que la stimulation du sang total ne dépend 
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pas de la concentration en peptides utilisée. Cependant, il est intéressant de noter que si 

l’utilisation de peptides n’a pas permis de stimuler le sang total de manière satisfaisante, 

l’utilisation du vaccin PRIMODOG® a quant à lui induit avec succès une stimulation. Ainsi il 

semble possible d’évaluer la réponse vaccinale à médiation cellulaire en utilisant des vaccins 

comme moyens de stimulation. Cependant, cette méthode serait beaucoup plus coûteuse que 

l’utilisation de peptides et serait donc un frein à son utilisation à grande échelle. De plus, il ne 

serait pas possible d’évaluer la réponse immunitaire à médiation cellulaire en dehors du cadre 

d’une maladie pour laquelle un vaccin existe. L’utilisation de peptides viraux aurait permis de 

s’affranchir de toutes ces limites dans le cas où nos résultats auraient été concluants. 

 La stimulation des PBMC : une méthode aux résultats variables 

La stimulation des PBMC provenant de sang canin est une méthode régulièrement utilisée mais 

dont les résultats sont assez variables malgré l’emploi de protocoles expérimentaux 

relativement similaires. Certaines études ont donnés des résultats de stimulation mitigés 

dépendant notamment des cytokines d’intérêt et du temps d’incubation (Valli et al. 2010). 

D’autres ont obtenu des résultats incohérents (Schmitz et al. 2013) mais certains sont malgré 

tout parvenus à avoir des résultats encourageants (Novak et al. 2023). Par exemple, l’objectif 

de cette dernière étude était d’évaluer la qualité de la réponse vaccinale contre la leptospirose 

avant et après un rappel annuel. Pour évaluer la réponse immunitaire à médiation cellulaire, 

dans un premier temps, les PBMC étaient isolées puis stimulées avec différents sérovars de 

Leptospira interrogans ou mélangées avec seulement du milieu de culture en guise de témoin 

négatif. Ensuite, la quantité de cytokines : CXCL10, IL17 et IFN-γ était mesurée à l’aide d’un 

test à base de billes reposant sur les principes de la cytométrie en flux fluorescente. Même si 

étudier la stimulation des PBMC n’était pas l’objectif de l’étude, il est possible, grâce aux 

différents résultats, d’en tirer des conclusions. Il ressort alors que la stimulation augmente 

significativement la quantité d’IL17 et d’IFN-γ mais pas de CXCL10. Il est donc possible de 

stimuler des PBMC. Concernant le cas de CXCL10, les résultats obtenus par cette étude ne 

signifient pas forcément que notre choix d’utiliser ce gène était inadapté. En effet, dans cet 

exemple c’est la quantité de protéines codées par le gène CXCL10 qui a été mesurée. Or, 

comme expliqué précédemment, la protéine IP-10 codée par le gène CXCL10 est abondamment 

stockée dans les monocytes sans qu’il y ait pour autant de réaction immunitaire à médiation 

cellulaire. Cela en fait donc un marqueur beaucoup moins fiable. De plus, l’étude menée par 

Schwarz et al. en 2022, bien que réalisée sur du sang humain, mettait en évidence le fait que 
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l’ARNm de CXCL10 était le marqueur le plus adapté à l’étude de la réaction immunitaire à 

médiation cellulaire. 

D’autres paramètres, tel que le temps d’incubation, peuvent influencer nos résultats et sont donc 

également à prendre en compte. Une étude s’est par exemple intéressée à la quantité de 

cytokines produites par les PBMC à 4, 24, 48 et 72 heures post stimulation par des agents 

pathogènes (Valli et al. 2010). Les résultats ont montré que la quantité de cytokines 

produites était très variable en fonction du temps et de la cytokine considérée. Il semblerait 

donc que la stimulation des PBMC induise une production de cytokines in vitro très dynamique 

et que, par conséquent, des observations uniques peuvent être trompeuses et difficilement 

interprétables. On peut également penser que les réponses in vivo peuvent être encore plus 

complexes. 

 Des expériences préliminaires avec un nombre d’échantillons limité 

Les résultats doivent néanmoins être nuancés au vu du faible nombre d’individus prélevés pour 

réaliser les expériences. En effet, pour chaque protocole, nous avons utilisé le sang de seulement 

3 ou 4 chiens. Cela s’explique par le fait que ces expérimentations devaient être préliminaires 

à d’autres à plus grande échelle et devaient permettre de mettre au point un protocole valide et 

fonctionnel. Un plus grand nombre d’échantillons aurait peut-être permis d’obtenir des résultats 

plus concluants notamment lors de notre dernière expérience. 

 La stimulation de sang total par des peptides viraux : une méthode 

simple et rapide pouvant se démocratiser 

La stimulation du sang total par des peptides viraux est une méthode qui ne nécessite que peu 

de temps et de matériels. Ainsi elle présentait un fort potentiel de développement au sein des 

cliniques vétérinaires à l’heure où la q-PCR se démocratise de plus en plus avec des automates 

simples d'utilisation. A terme, si la méthode avait fonctionné, les praticiens auraient eu un outil 

très utile au quotidien pour évaluer la réponse vaccinale, parfois entravée par les AOM. Cela 

aurait également pu aboutir à de nombreuse autres valorisations comme l’étude des effets 

immuno-modulateurs de l’anesthésie, du stress chirurgical, ou de certains médicaments, les 

conséquences de l’obésité, des maladies chroniques ou encore l’étude de l’immuno-

sénescence du chien âgé.  Malheureusement, il semblerait que notre méthode fonctionne mal 

ou de manière erratique chez le chien empêchant tout cela.  
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 Des stratégies innovantes permettent de s’affranchir de l’interférence 

des AOM lors de la vaccination 

Afin de limiter les échecs vaccinaux dus aux AOM de nouveaux types de vaccins sont 

développés. C’est le cas notamment du NOBIVAC DP PLUS® qui est vivant atténué 

recombinant et qui possède une AMM pour une utilisation dès 4 semaines d’âge. Ce vaccin 

contient une souche de CPV2 modifiée pour exprimer une protéine de capside de CPV-2c. Il 

est ainsi capable d’induire une immunité protectrice face à des titres en AOM plus élevés que 

tous les autres vaccins disponibles sur le marché français. Du moins cela a été prouvé chez des 

chiots issus de mères vaccinées avec la souche CPV-2 non modifiée. Il est donc légitime de se 

demander si ce nouveau vaccin sera aussi efficace chez des chiots dont la mère aura elle-même 

était vaccinée avec le NOBIVAC DP PLUS®. 

On peut également s’attendre à un essor du développement des vaccins à ARNm. Pour le 

moment, nous ne savons pas dans quelle mesure cette technologie permettra de s’affranchir de 

l’interférence avec les AOM canins, mais le seul vaccin vétérinaire commercialisé pour le 

moment, le vaccin contre le virus influenza aviaire H5N1, a donné des résultats prometteurs 

chez les canards. L’agent de ce vaccin est un ARNm auto-réplicatif et contrairement à ce qui se 

passe en cas d’utilisation d’une souche vivante atténuée, la présence d’AOM n’empêche pas la 

réplication et l’augmentation de la quantité d’antigène. Si un tel vaccin devait voir le jour contre 

la parvovirose canine, il est tout à fait possible que l’interférence soit moindre qu’avec les 

vaccins actuels voire inexistante.  

 

Conclusion 

Aucune des méthodes utilisées dans notre étude ne permet d’évaluer la réponse vaccinale à 

médiation cellulaire chez le chien. Plusieurs explications sont possibles : la trop grande 

variabilité de production de notre marqueur (le gène CXCL10) ou l’incapacité à stimuler le 

sang total ou les PBMC. En effet, la production de cytokines étant très variable en fonction du 

temps, et ce même en situation de stimulation, elles reflètent difficilement l’intensité de la 

réaction immunitaire à médiation cellulaire. La deuxième explication pourrait résider en 

l’absence de cellules immunitaires circulantes spécifiques du CPV. Malgré tout, lors de notre 

dernière expérience, un des trois chiots étudiés a donné des résultats concluants, suggérant que 
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cette dernière méthode pourrait être fonctionnelle. Malheureusement, cette expérimentation 

souffre du fait que nous ignorons si les premières injections de vaccination reçues par les chiots 

ont induit une immunité efficace contre le CPV. Il serait donc intéressant de renouveler cette 

expérience avec des animaux dont le statut immunitaire face au parvovirus canin est connu. 
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Mise au point d'une méthode permettant d'évaluer la réponse vaccinale à médiation cellulaire chez le chien 

Résumé  

Nous avons tenté de mettre au point une méthode permettant d'évaluer la réponse vaccinale à médiation cellulaire 

chez le chien. Pour cela, nous avons utilisé des animaux de tout âge vaccinés contre le parvovirus canin. Dans un 

premier temps, l’objectif était de stimuler du sang total. Pour cela nous avons mélangé au sang, des peptides de 

parvovirus canin à différentes concentrations. Ensuite, afin d’évaluer la réponse immunitaire à médiation 

cellulaire, nous avons mesuré, par RT-qPCR, la quantité d’ARN du gène CXCL10. Les résultats n’étant pas 

concluants il a été décidé de réitérer l’expérience en isolant au préalable les PBMC. Aucune différence significative 

n’a été notée entre le témoin non stimulé et les échantillons stimulés. Nous avons donc conclu que la stimulation 

de sang total ou de PBMC, chez le chien,  ne permet pas d’évaluer la réponse vaccinale à médiation cellulaire 

probablement en raison d’une absence de cellules immunitaires circulantes dirigées contre l’agent vaccinal. 

Mots clés : parvovirus canin, chien, vaccin, immunité à médiation cellulaire, stimulation, sang total, PBMC 

 

Development of a method for assessing cell-mediated vaccine response in dogs 

Abstract 

We set out to develop a method for assessing the cell-mediated vaccine response in dogs. To this end, we used 

animals of all ages vaccinated against canine parvovirus. Initially, the aim was to stimulate whole blood. To 

achieve this, we mixed canine parvovirus peptides at different concentrations with the blood. Then, to assess the 

cell-mediated immune response, we measured the amount of CXCL10 gene RNA by RT-qPCR. As the results 

were inconclusive, we decided to repeat the experiment, isolating PBMCs beforehand. No significant difference 

was observed between the unstimulated control and the stimulated samples. We therefore concluded that 

stimulation of whole blood or PBMC in dogs does not allow assessment of the cell-mediated vaccine response, 

probably due to the absence of circulating immune cells directed against the vaccine agent. 

Keywords: canine parvovirus, dog, vaccine, cell-mediated immunity, stimulation, whole blood, PBMC 
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