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EVALUATION IN VITRO ET EX VIVO DES
CAPACITES VIRUCIDES ET ANTIVIRALES D'UN
BIOFLAVONOIDE FACE A L'HERPES VIRUS
EQUIN DE TYPE 1

Alexandra Scipioni, Tatiana Art, Loréne Dams, Brieuc de Moffarts, Pierre Lekeux et Etienne Thiry

Ce texte est la vulgarisation d’une
étude scientifique qui a été partiel-
lement présentée lors du congres
Hippos 2008. (Scipioni et al, 2008)

*étude a été placée sous 1’auto-
rit¢ du professeur Etienne
Thiry (service de virologie de
la faculté de médecine vétéri-
naire de Liege) et conduite en asso-
ciation avec le Docteur Tatiana Art
(service de physiologie de la faculté
de médecine vétérinaire de Liege).
Elle avait pour but 1’évaluation des
capacités virucides et antivirales
d’un bioflavonoide.
Cette étude a été partiellement fi-
nancée par TWYDIL®.

Cette étude a permis de
démontrer:

In vitro: une activité virucide im-
portante du bioflavonoide et une
certaine activité de celui-ci sur les
processus de multiplication virale,
qui reste a confirmer.

Ex vivo: suite a une administration
per os de ce bioflavonoide, certains
liquides biologiques ont montré une
activité virucide significative.

INTRODUCTION

Les relations entre pathologies vi-
rales, inflammation et performance
sont de plus en plus étudiées tant
chez le sportif humain que chez le
cheval. Il faut rappeler que chez ce
dernier, les affections du systéme

respiratoire sont la deuxiéme cause
de pauvres performances sportives.
Parmi ces affections, les infections
virales prennent une part non né-
gligeable (elles ont été en partie
développées dans I’article qui pré-
cede: page: 4-9), nous allons revoir
trés succinctement les implications
liées a I’herpés virus équin de type
1 (EHV-1).

L’EHV-1 (famille des Herpes-
viridae) est un pathogéne ma-
jeur du cheval. Présent a [I’état
endémique dans le monde, il est
responsable  d’avortements et

de myéloencéphalopathies tandis
que I’ EHV-4 est responsable de la
rhinopneumonie. Malgré 1’existan-
ce de vaccins contre ’EHV-1 (et la
protection croisée qu’ils conférent
face a ’EHV-4), le cheval n’est pas
totalement protégé contre ces infec-
tions.

Il y a de nombreuses années, des
molécules antivirales ont été déve-
loppées pour traiter les infections
liées aux herpés virus humain. Leur
efficacité contre 'EHV-1 avait été
testée et bien que les résultats in vitro
aient été encourageants, les résultats
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La deuxiéme phase de I’étude s’est
intéressée a montrer un effet éven-
tuel du flavonoide circulant dans
le plasma et/ou le lavage broncho-
alvéolaire (BAL) aprés administra-
tion orale de I’extrait de complé-
ment alimentaire, pendant 7 jours,
a 6 chevaux hébergés en conditions
standardisées.

in vivo furent malheureusement dé-  Figure 1 : culture cellulaire (RK13) infectée
par I'EHV-1 en dose décroissante de gauche

cevants. Suite a ces constatations, 3 droite (plaque de dénombrement par la Afin d’éviter des interférences en-

la recherche de molécules capables
d’aider, prévenir ou lutter contre les
infections virales du cheval fit de
plus en plus intense. Différents ex-
traits de plantes riches en flavonoide
ont montré une certaine activité face
a des virus humains (HIV, herpés vi-
rus, ...).

Rappelons peut-étre a ce stade que
les affections virales du cheval,
qu’elles soient cliniques ou sub-
cliniques, engendrent des pertes
économiques trés importantes qui
peuvent méme étre catastrophiques
pour I’économie d’un pays tout en-
tier (AQUIS report 2009).

PRESENTATION DE L'ETUDE :

L’étude s’est déroulée en deux pha-
ses, une premicre in vitro et une
deuxiéme ex vivo.

1. Etude in vitro

L’activité antivirale du composé

contenant des flavonoides. Son effet

(virucide et sur la multiplication vi-

rale) face a ’EHV-1 a été évalué sur

lignée de cellules RK 13 par mesure
de la réduction du titre viral.

Ce travail s’est déroulé en plusieurs

étapes :

- Lamise en suspension du composé
en testant différents solvants ;

- La mesure de la cytotoxicité des
solvants et du composé solubilisé
sur culture de cellules RK13 ;

- L’évaluation de D’effet virucide
des composés :

Le principe est de mesurer 1’ef-

fet virucide éventuel des suspen-

sions de flavonoides sur ’EHV-1
en culture de cellules RK13. Pour

méthode DICC, )

cela, I’échantillon est ajouté¢ a la
suspension virale avant d’infecter le
tapis cellulaire. Différents temps de
contact (allant de 10 secondes a 30
minutes) ont été testés.

Le titre viral est mesuré apres 3 jours
d’incubation par la méthode de la
dose infectieuse en culture de cellu-
les responsables de 50% de lyse des
supports cellulaires (DICC, ).

L’évaluation de P’action du com-
posé, sur la multiplication du vi-
rus :

L’objectif est de mesurer I’effet
du composé sur la multiplication
de ’EHV-1 en culture de cellu-
les RK13. Différentes concentra-
tions du composé ont été mises en
contact avec les cellules au mo-
ment de I’infection virale. Deux
jours plus tard, on recherche sur
les boites de culture 1’apparition
des effets cytopathogenes caracté-
ristiques de ces virus (syncytium et
plages de lyse).

2. Etude ex vivo

tre I’effet du complément et la pré-
sence potentielle d’anticorps contre
I’EHV-1 (les chevaux pourraient en
effet étre déja immunisés contre ce
virus et ce a des degrés variables), le
virus utilisé pour cette phase était le
virus de lamaladie d’ Aujeszky (suid
herpes virus 1 ; SuHV-1), apparte-
nant a laméme famille que ’EHV-1.
Toutes les expériences réalisées
avec I’EHV-1 ont été validées avec
le SuHV-1. Ceci permet de ne tenir
compte que des effets du flavonoide
et non des anticorps potentiellement
en présence.

Des prélevements de sang et des

lavages broncho-alvéolaires ont été

réalisés a trois moments (J- 1, JO

et J+7) et leur effet virucide a été

testé.

Ces prélévements se sont déroulés

comme suit:

- J-1: sang et BAL prélevés comme
controle

- JO: sang prélevé (4 heures apres la
premiere administration)

-J+7: sang et BAL prélevés
(4 heures apres la derniére admi-
nistration)

L’objectif était de voir si, suite a

Réduction significative
160E+09 de 99.9898%
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0 g O0E+DB Figure 2 : Réduction du titre
ﬂ' viral aprés mise en contact
« in vitro » du bioflavonoide
avec ’'EHV-1.
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une absorption orale, le flavonoide
était présent dans le sang et/ou dans
le BAL et s’il s’y retrouvait & une
concentration suffisante pour ob-
tenir un effet virucide ex vivo. Le
mode opératoire est en tout point
similaire aux tests in vitro, en y in-
cluant les contrdles d’usage.

RESULTATS DE L'ETUDE

1. Etude in vitro

Apreés vérification, les conditions
expérimentales se sont avérées adé-
quates. La figure 1 représente une
plaque de dénombrement du EHV-1
sur cellules RK13 aprés inocula-
tion par le virus EHV-1. Les zones
bleues indiquent que les cellules
sont présentes et les zones blanches
que les cellules ont été lysées.

Deffet virucide du composé sur
PEHV-1 s’est avéré significatif.
Seules dix secondes de contact a
une concentration de 0.125 pg/ml
ont suffi a réduire le titre viral de
presque 100 %. La figure 2 illustre
ces résultats.

Les résultats obtenus laissent penser
qu’un effet du composé sur la mul-
tiplication virale serait possible. La
figure 3 indique I’absence de réac-
tion cytopathogéne de ’EHV-1 sur
les cellules RK13 en culture lorsque
le bioflavonoide est inclus dans le
milieu de culture. Toutefois, 1’effet
virucide pourrait interférer avec un
effet sur la multiplication virale.
Ces résultats indiquent clairement
un effet virucide et laissent penser
qu’un effet sur la multiplication
virale du bioflavonoide existe. Ce
dernier effet devra faire I’objet

Figure 4 : Réduction du titre viral aprés mise en contact
des liquides de lavage broncho-alvéolaire ex vivo avec
"EHV-1

Figure 3 : observation
apres 24 heures des
effets cytophatogenes
induits en culture de
cellules par I'EHV-1
pré-incubé avec ou sans
bioflavonoide. MOI :
multiplicity of infection,
représente le nombre
de particules virales par
cellule
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d’études complémentaires afin d’en
caractériser le mécanisme d’action
éventuel.

2. Etude ex vivo

Rappelons-nous que I’activité viru-
cide du sang et du BAL a été tes-
tée par les mémes méthodes que
développées précédemment mais
en utilisant le virus de la maladie
d’Aujeszky (SuHV-1) en remplace-
ment de ’EHV-1. Les résultats des
dénombrements ont été comparés
avec ceux des controles. Ils sont
repris dans les figures 4 et 5. Avec
le plasma aucun effet virucide signi-
ficatif n’a pu étre montré a JO (soit
4h apres la premiere administration
orale du bioflavonoide). Par contre
a J+7 une réduction significative du
titre viral a été observée aussi bien
avec le plasma qu’avec le lavage
broncho-alvéolaire.

Dans cette phase de 1’étude, I'uti-
lisation du SuHV-1 nous protége
d’un biais qui serait dii a la présen-
ce d’anticorps contre ’EHV-1.Mais
une autre source d’erreur possible
est la présence du virus EHV-1 lui-
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Figure 5 : Réduction
du titre viral aprés mise
en contact des liquides
plasmatiques ex vivo
avec I’'EHV-1
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méme ! Si tel était le cas, le virus pour-
rait lyser les cellules RK13 en contact
et induire un résultat faux-positif. Pour
¢liminer ce risque, les échantillons de
sang et de BAL ont été préalablement
mis en contact avec les cellules RK13
sans ajouter le virus SuHV-1. Aucun
effet cytopathogéne n’a été observe, ce
qui atteste que les animaux n’étaient
pas en phase d’excrétion virale.

Les chercheurs ont par ailleurs essayé
de mesurer la concentration du flavo-
noide dans les liquides physiologi-
ques et de fagon assez surprenante, la
concentration n’a pas changé de fagon
significative au cours de 1I’expérience

Suite a une administration orale du
composant, I’activité virucide des
liquides biologiques face a ’EHV-1 a
été observée.

L’ensemble des résultats nous permet
de penser que I’activité virucide ob-
servée est due a la présence dans le
sang de métabolites du bioflavonoide
(ceux-ci n’ayant toutefois pas été
recherchés au cours de I’étude)
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CONCLUSIONS GENERALES

Cette étude a permis de démontrer :

In vitro : que le bioflavonoide posséde une activité virucide et qu’il
aurait un effet sur les processus de multiplication virale.

Ex vivo : que suite a ’administration orale du bioflavonoide, certains
liquides biologiques ont présenté une activité virucide significative.

QUESTIONS AU PROFESSEUR
ETIENNE THIRY

HPH: Ces résultats sont-ils surprenants ?
Est-il fréquent de trouver ce type d’activité ?

Prof. E. Thiry: Le niveau de virucidie observé
in vitro est trés important. D’autres ¢tudes ont
montré ce type d’activité envers des virus, mais
il est vrai que, jusqu’a présent, ce type d’effet
avait été étudié pour des bactéries et non des virus. Ces résultats prometteurs
permettent d’envisager un effet chez le cheval infecté par ’EHV-1.

HPH: Une activité antivirale a été mise en évidence mais quel est, a votre
avis, le mode d’action de la molécule ?

Prof. E. Thiry: Il est prématuré de préciser le mode d’action antiviral de la mo-
lécule, car certains résultats doivent étre confirmés. Concernant I’effet virucide,
I’inactivation des virus est probablement due & un effet des flavonoides sur
I’enveloppe externe des virus.

HPH: Ce type de dérivés pourrait-il étre actif face a d’autres virus tel
que, par exemple, le virus influenza ou face a des virus d’autres espéces
animales?

Prof. E. Thiry: Si I’action se situe au niveau de I’enveloppe virale, il se pourrait
alors que le bioflavonoide ait un effet sur d’autres virus enveloppés, comme
les virus influenza. Des études particuliéres sont cependant nécessaires pour
confirmer cette hypotheése.

HPH: Quelles perspectives ce type de recherche peut-il ouvrir ?

Prof. E. Thiry: La vaccination est la seule voie de prévention des maladies vira-
les chez le cheval a I’heure actuelle. Elle pourrait donc étre utilement complétée
par 'utilisation de substances a effet virucide, voire antiviral, qui offrent la
perspective de traiter les chevaux, principalement de maniére préventive avant
qu’ils ne soient placés dans des environnements a risque d’infection.
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