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En attendant de marcher dans ses pas… 

 

« La tradition n’est pas l’ennemi mais le support de l’audace. 
Je rêvais de vacciner tous les enfants du monde et je 
commençais ma carrière en saignant les vaches dans le Jura 
pour la production du sérum anti aphteux » 

Dr. Charles Mérieux (1907-2001) 

 

 

  

Dr. Charles Mérieux, 1937 (Ressources web Institut Mérieux) 
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Introduction générale 

I. Généralités sur la fièvre aphteuse 

1) Historique de la fièvre aphteuse  

La fièvre aphteuse (FA) est une maladie hautement contagieuse du bétail, connue 

depuis l’Antiquité et longtemps confondue avec d’autres affections telles que la peste 

bovine (1). Cependant, les premiers écrits décrivant un tableau clinique pouvant 

correspondre à la fièvre aphteuse ne datent que de 1514. Cette description est l’œuvre 

de Girolamo Fracastoro, aussi connu sous son nom latin Hieronymus Fracastorius, un 

moine vénitien qui a rapporté que les bovins malades présentaient des rougeurs et des 

aphtes dans la cavité buccale et au niveau des pattes (2). La maladie doit plus tard son 

nom à Francisco Toggia et à ses observations dans le Piémont en 1799. Des cas de fièvre 

aphteuse ont fréquemment été rapportés en France, en Allemagne et en Italie au cours 

des XVIIe et XVIIIe siècles. La maladie a été décrite pour la première fois en Asie en 

1842, en Amérique du Sud en 1871 puis en Afrique en 1892 (3). 

L’agent étiologique responsable de la fièvre aphteuse, connu aujourd’hui sous le nom 

de FMDV (Foot-and-Mouth Disease Virus) a été mis en évidence en 1897 par Loeffler 

et Frosch (4). Il s’agissait là d’une découverte historique puisqu’il s’agit de la première 

démonstration d’une maladie animale causée par un agent filtrable, et donc le premier 

virus animal mis au jour.  

La découverte de la sensibilité du cobaye au virus de la fièvre aphteuse par Waldmann 

et Pape en 1920 a permis de définir un premier modèle expérimental permettant 

l’étude de cette maladie (5). En 1922, Vallée et Carré ont démontré la pluralité séro-

immunologique du virus de la fièvre aphteuse en caractérisant deux sérotypes qu’ils 

ont nommés Vallée O et Vallée A d’après leur région de provenance respective (le 

département de l’Oise en France et l’Allemagne) (6). L’existence d’un troisième 
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sérotype, nommé Waldmann C a été démontrée quatre ans plus tard, en 1926, par 

Waldmann et Trautwein (7). Les noms de Vallée O, Vallée A et Waldmann C ont par la 

suite été raccourcis en O, A et C. 

Trois sérotypes ont ensuite été découverts en 1948 à partir d’échantillons provenant 

du Botswana, de Zambie et du Zimbabwe, d’où leurs noms de SAT 1 (Southern African 

Territories 1), SAT 2 et SAT 3 (8).  

Le septième et dernier sérotype décrit à ce jour, nommé Asia 1, a été identifié dans les 

années 1950 à partir d’échantillons provenant d’Inde et du Pakistan (9). 

Le sérotype C du FMDV n'ayant pas été détecté depuis 2004 (au Kenya et au Brésil), il 

pourrait être considéré comme le premier sérotype connu à ne plus circuler et à 

s’éteindre (10).  

2) La fièvre aphteuse en France 

Jusqu’au début du XXe siècle, la fièvre aphteuse revêtait un caractère enzootique en 

France et était considérée comme l’une des maladies les plus difficiles à combattre. 

Nocard et Leclainche, entre autres, décrivirent ainsi pas moins de huit épizooties au 

cours du XIXe siècle, dont certaines longues de plusieurs années (11). 

Entre la Première Guerre mondiale et 1950, la maladie s’est faite plus rare en France 

et est devenue épizootique, l’origine des foyers détectés provenant alors 

essentiellement du Moyen-Orient, d’Afrique du Nord ou d’Allemagne (12).  

Les années 1950 marquent le début de la vaccination des bovins sur le territoire 

français. Cette mesure sera rendue obligatoire en 1962, dans le cadre d’une politique 

nationale de lutte médico-sanitaire, impliquant également l’élimination systématique 

de tous les animaux des espèces sensibles à proximité d’un foyer. L’efficacité de ces 

mesures fut rapidement prouvée puisque dès le début des années 1960, le nombre de 
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foyers atteints par le virus lors des épizooties se comptait en centaines, puis en 

dizaines, contre plusieurs centaines de milliers durant la première moitié du siècle.  

Après deux brefs épisodes dans les années 1970, la fièvre aphteuse a touché 18 foyers 

en 1981, avant de disparaitre du pays pendant 20 ans. En 1991, considérant que la 

fièvre aphteuse était éradiquée, la communauté européenne a décidé d’interdire la 

vaccination du cheptel (13).  

Le 20 février 2001, la mise en évidence d’un foyer de fièvre aphteuse sur des porcs dans 

un abattoir du Sud de l’Angleterre marqua le retour de la fièvre aphteuse en Europe 

occidentale. Le virus ayant été détecté avec quelques semaines de retard, le risque de 

dissémination du virus était important. Après s’être répandu dans tout le Royaume-

Uni, le virus fut détecté pour la première fois en France le 13 mars, puis une seconde 

fois le 23 mars 2001. Les mesures sanitaires ayant été appliquées rapidement et de 

manière drastique en France, la crise sanitaire a été contenue et aucun autre foyer n’a 

été détecté. Il s’agit là des derniers foyers détectés sur le sol français, et le pays a depuis 

recouvré son statut indemne vis-à-vis de la fièvre aphteuse (14).  

3) Répartition géographique de la fièvre aphteuse  

Si, par le passé, la quasi-totalité des régions d’élevage de la planète a déjà été touchée 

par des épizooties de fièvre aphteuse, de nombreuses zones telles que l'Europe 

occidentale, l’Amérique du Nord et centrale et l’Océanie en sont actuellement 

indemnes sans vaccination comme l’indique la Figure 1. La majeure partie de 

l’Amérique du Sud est quant à elle indemne avec ou sans vaccination, selon les zones 

géographiques. A l’inverse, la fièvre aphteuse reste présente sous forme sporadique ou 

enzootique dans de nombreuses régions d’Asie, d’Afrique et du Moyen-Orient ainsi 

qu’au Venezuela (15).  
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Figure 1 : Répartition mondiale de la fièvre aphteuse.  
Répartition au 27 mars 2023 selon le Laboratoire Mondial de Référence pour la fièvre aphteuse. En rouge sont 
représentés les pays considérés comme endémiques pour la fièvre aphteuse. En orange, les pays présentant des 
cas sporadiques. En vert foncé, les pays possédant un statut indemne sans vaccination. En vert clair les pays 
possédant un statut indemne avec vaccination. Crée avec Mapchart.net, selon les données du World Reference 
Laboratory for foot-and-mouth disease. 

 

Il convient toutefois de noter que seul un nombre restreint de pays et/ou régions, 

indemnes de fièvre aphteuse depuis plusieurs années pour l’extrême majorité, 

possèdent un statut officiel vis-à-vis de cette maladie, délivré par l’Organisation 

Mondiale de la Santé Animale (OMSA, fondée en tant qu’Office International des 

Epizooties (OIE)) (cf. Coordination internationale). Ainsi, la quasi-totalité des 

territoires où circule la fièvre aphteuse n’est pas officiellement recensée. Les épizooties 

sont déclarées de manière très hétérogène et il n’existe pas de distinction officielle 

entre les territoires où la maladie est enzootique et ceux affectés de manière 

sporadique.  

En ce qui concerne la distribution des sept sérotypes du virus de la fièvre aphteuse dans 

le monde, leur répartition n’est pas uniforme. En effet, les sérotypes ubiquitaires, A et 

O, circulent dans l’ensemble des régions touchées à l’exception de l’Afrique australe, 
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alors que les sérotypes SAT 1-2-3 sont présents en Afrique subsaharienne, et que le 

sérotype Asia 1 est cantonné à l’Asie et au Moyen-Orient. Il existe toutefois quelques 

exceptions à cette distribution à l’image de la présence du sérotype Asia 1 en Grèce en 

1984 et en 2000 et sa dissémination vers le Nord de l’Asie (Kirghizistan, le Tadjikistan, 

l'Ouzbékistan, Chine) durant les années 2000 (16,17). De même, le sérotype SAT 2, 

normalement limité à l’Afrique subsaharienne, a été détecté au Moyen-Orient, en 

Egypte et en Libye, et plus récemment en Irak, Jordanie puis en Turquie (18–21).  

En se basant sur la répartition des différentes souches de fièvre aphteuse, les agences 

de santé animale que sont l’OMSA et l’Organisation des Nations unies pour 

l'alimentation et l'agriculture (FAO, pour Food and Agriculture Organisation) ont pu 

définir sept pools de sérotypes co-circulants dans les régions enzootiques (Figure 2). 

Les pools 1, 2 et 3 correspondent respectivement à l’Asie du Sud-Est, au sous-continent 

indien et au Moyen-Orient, zones où co-circulent les sérotypes O, A et Asia 1. Le pool 

4, couvrant l’Afrique de l’Est et une partie de l’Afrique centrale, regroupe les sérotypes 

O, A et SAT 1-2-3. Le pool 5 s’étend de la côte Ouest de l’Afrique jusqu’au Nord du 

Maghreb et à l’Afrique centrale, où il chevauche le pool 4. Le pool 5 contient les 

sérotypes O, A et SAT 1-2. Le pool 6 correspond à l’Afrique australe et abrite 

uniquement les sérotypes SAT 1-2-3. Enfin, le pool 7, recouvrant une grande partie de 

l’Amérique du Sud, renferme les sérotypes O et A.  
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Figure 2: Répartition mondiale des pools de virus de la fièvre aphteuse.  
Les sept cercles représentent les zones de circulation des sept pools de virus de la fièvre aphteuse ainsi que leur 
composition au 27 mars 2023. En rouge sont représentés les pays considérés comme endémiques pour la fièvre 
aphteuse. En orange, les pays présentant des cas sporadiques. Crée avec Mapchart.net, selon les données du 
World Reference Laboratory for foot-and-mouth disease. 

 

4) Enjeux économiques et sociaux associés à la fièvre 

aphteuse 

La fièvre aphteuse, listée parmi les quarante-neuf maladies réglementées par la 

nouvelle Loi de Santé Animale 2021 et parmi les cinq maladies majeures citées dans 

l’article 5 de cette loi, représente un véritable fléau pour l’élevage, non pas pour sa 

létalité, qui demeure relativement limitée, mais pour les conséquences socio-

économiques qui en découlent. En effet, cette maladie engendre des retards de 

croissance, des avortements ainsi que des baisses de production laitière chez les 

animaux de rente, induisant une perte considérable de leur valeur économique. La 

détection d’un foyer de fièvre aphteuse a également pour conséquence l’instauration 

de restrictions commerciales à long terme dans la zone touchée dont les conséquences 

peuvent être désastreuses, ainsi que l’abattage des animaux sensibles à la maladie dans 
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les pays précédemment indemnes et qui pratiquent cette politique d’éradication 

(22,23). Ces dernières décennies, les épizooties de fièvre aphteuse ont principalement 

touché des pays en développement (Figure 3). 

 

Figure 3 : Répartition mondiale des foyers de fièvre aphteuse déclarés entre 2021 et juin 2023.  
En rouge sont représentés les pays considérés comme endémiques pour la fièvre aphteuse. En orange, les pays 
présentant des cas sporadiques. Les foyers sont marqués par une étoile à douze branches. Crée avec Mapchart.net, 
selon les données du World Reference Laboratory for foot-and-mouth disease. 

 

Ces pays, principalement africains, moyen-orientaux et asiatiques, ont pour la plupart 

un niveau de richesse considéré comme faible et sont fortement tributaires de l’élevage. 

En effet, la FAO considère cette activité comme essentielle à la sécurité alimentaire 

humaine des pays en développement puisqu’elle permet de transformer les résidus de 

récolte en denrées à forte teneur nutritive et à haute qualité nutritionnelle, et de 

garantir l’approvisionnement alimentaire même en cas de mauvaises récoltes (24). De 

plus, l’élevage constitue souvent un des principaux produits d’échange intra- et 

interrégionaux (25). Ces échanges très fréquents d’animaux, souvent élevés par de 

petits exploitants en semi-liberté - au contact d’animaux sauvages potentiellement 

porteurs de la maladie, comme le buffle, - participent ainsi grandement à la diffusion 
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de la fièvre aphteuse et sont à l’origine de nombreux foyers dans ces territoires. A titre 

d’exemple, le Népal a recensé près de 45 foyers (types A et O) au cours du premier 

semestre 2017, mettant en péril la fragile situation économique et par conséquent la 

survie d’une partie de la population (26). D’après l’OMSA, 75 % des dépenses liées à la 

prévention et à la lutte contre la fièvre aphteuse concernent les pays à faible revenu et 

à revenu intermédiaire inférieur, preuve de l’importance prépondérante de cette 

maladie dans les régions très dépendantes de l’élevage (15). Le coût annuel associé à la 

fièvre aphteuse dans les régions enzootiques a été estimé entre 6,5 et 21 milliards de 

dollars US par Knight-Jones et al. (23). Cette estimation prend en compte l’impact 

économique direct de la maladie, à savoir les pertes de production liées à la diminution 

de la quantité et de la qualité du lait, la limitation du gain de poids du bétail, la baisse 

de la fertilité et la perte d’animaux. Elle tient également compte de son impact 

économique indirect associé à la surveillance des troupeaux, au diagnostic, à la 

vaccination, aux potentielles restrictions commerciales et touristiques ainsi qu’aux 

coûts importants relatifs à l’abattage. Outre les fonds alloués à la prévention et à la 

lutte, il s’avère que la circulation du FMDV dans les zones enzootiques a un impact 

économique mondial. En effet, le marché économique international peut être sujet à 

des perturbations lors de certaines épizooties. Il a notamment été montré que le prix 

de la viande de bœuf dépendait grandement du statut sanitaire du pays exportateur 

(27). Alors que les échanges internationaux participent à la propagation de nombreux 

pathogènes dont le FMDV, l’application de politiques sanitaires rend en effet 

impossible l’exportation de bétail ou de produits qui en sont issus depuis les régions 

enzootiques vers les zones indemnes (cf. Epidémiosurveillance et contrôle des 

importations) (28). Or, il est estimé que les régions enzootiques hébergent près de 

trois-quarts du bétail mondial sensible au FMDV, limitant l’accès d’un grand nombre 

d’animaux au marché international (29). Ceci a abouti à la création de deux marchés 
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parallèles, à savoir le marché ouvert aux région enzootiques et le marché 

principalement réservé aux régions indemnes. L’exemple du commerce international 

de viande de bœuf est particulièrement frappant avec des écarts de prix entre les deux 

marchés dépassant les 50% durant la seconde partie du XXe siècle (27). Ces différences 

de prix et la possibilité d’accéder au marché réservé aux zones indemnes peuvent 

constituer une motivation importante pour certains pays. Certains pays enzootiques 

par le passé tels que l’Argentine et l’Uruguay, ont ainsi bénéficié d’une augmentation 

de la richesse générée par leurs exportations agricoles lors de leur accès au marché 

américain à la fin des années 1990 (27).  

L’impact de la fièvre aphteuse sur l’économie mondiale est d’autant plus important 

lorsque des épizooties surviennent dans des pays qui en étaient exempts jusqu’alors. 

L’introduction du FMDV dans les pays indemnes peut provenir de l’importation de 

marchandises contaminées issue de pays touchés, d’une dissémination accidentelle du 

virus, ou encore faire suite à des échanges illégaux d’animaux. L’intensification de la 

circulation des moutons dans les semaines précédant la fête de l’Aïd-el-Kébir constitue 

notamment un facteur de risque important. Les pays exempts de fièvre aphteuse étant 

pour la plupart des pays à revenu supérieur, les conséquences de la maladie sont 

surtout économiques (30). L’exemple le plus frappant est l’épizootie survenue au 

Royaume-Uni en 2001, probablement suite à l'alimentation de porcs avec des eaux 

grasses non traitées issues d’une importation de viande asiatique contaminée. Cet 

évènement a illustré la menace que constitue la fièvre aphteuse pour un pays indemne 

ne vaccinant pas contre la maladie, avec plus de 2000 élevages infectés (31). En 

considérant à la fois les pertes dues à l’abattage de plus de 6 millions d’animaux 

sensibles autour des foyers, l’embargo commercial de plusieurs mois, et la limitation 

du tourisme, cette épizootie a couté près de 8 milliards de livres sterling au pays (32). 

Lors de la survenue d’une épizootie dans une région indemne, l’embargo commercial 
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constitue un frein extrêmement important à l’économie agricole des pays touchés. En 

effet, cette limitation des exportations, causant de lourdes pertes économiques, reste 

appliquée durant plusieurs mois après l’abattage du dernier animal et se traduit par la 

suite par une baisse de confiance des consommateurs (cf. Dispositif de lutte en cas 

d’épizootie) (33). De nombreux travaux de simulation portant sur les conséquences 

possibles d’une introduction du FMDV dans des régions indemnes ont été menés afin 

d’en estimer l’impact financier. Il a notamment été suggéré qu’en cas d’épizootie en 

Australie, sixième plus grand producteur de viande de bœuf et deuxième exportateur 

mondial, l’impact économique sur la seule filière bovine pourrait atteindre les 1,7 

milliard de dollars (34).  
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II. Généralités sur le virus de la fièvre aphteuse 

1) Taxonomie du FMDV  

L’agent étiologique de la fièvre aphteuse est un virus appartenant au genre Aphtovirus 

dans la famille Picornaviridae. Cette famille compte à ce jour, 158 espèces classées en 

68 genres au sein de 5 sous-familles. Les picornavirus sont de petits virus non 

enveloppés, à ARN monocaténaire de polarité positive, dont les génomes mesurent 

entre 6,7 et 10,1kb, et possédant une capside de symétrie icosaédrique (35).  

La plupart des picornavirus connus sont spécifiques à un faible nombre d’espèces 

hôtes, le FMDV et le virus de l’encéphalomyocardite (EMCV, pour 

Encephalomyocarditis virus), virus au large spectre d’hôtes, faisant figure d’exception. 

Les virus de cette famille infectent principalement les mammifères et les oiseaux, mais 

certains ont également été détectés chez des reptiles, des amphibiens ou encore des 

poissons. Ces virus se transmettent de manière horizontale, principalement par voie 

oro-fécale, aérienne ou par contact. Parmi les picornavirus se trouvent plusieurs agents 

pathogènes d’intérêt en médecine humaine et vétérinaire, tels que les poliovirus, 

l’EMCV, le virus de l’hépatite A (HAV, pour Hepatitis A virus), ou encore le virus de la 

fièvre aphteuse.  

Le genre Aphtovirus – du grec aphtha (aphte, ulcère superficiel douloureux de la 

muqueuse) – se compose de quatre espèces virales, pathogènes pour les animaux 

uniquement, à savoir le virus de la fièvre aphteuse, les virus de la rhinite bovine A 

(BRAV, pour Bovine rhinitis virus A) et B (BRBV) et le virus de la rhinite équine A 

(ERAV, pour Equine rhinitis A Virus) (36). Ces quatre espèces virales ont également 

pour point commun leur importante sensibilité aux pH extrêmes et notamment aux 

pH acides (37).  
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2) Structure du FMDV  

Le FMDV est un virus de petite taille (entre 25 et 30nm de diamètre), à ARN simple 

brin de polarité positive, doté d’une capside de symétrie icosaédrique et d’un génome 

d’environ 8,5kb (16).  

a) Organisation de la capside 

La capside du FMDV, dont la structure tridimensionnelle a été déterminée par 

cristallographie aux rayons X, suit une symétrie icosaédrique, caractérisée par la 

présence d'axes de symétrie d'ordre 5, 3 et 2 (Figure 4) (38). Chez les picornavirus, la 

capside est divisée en 60 unités ou protomères, elles-mêmes organisées en 12 

pentamères, constitués de quatre protéines structurales, à savoir : VP1 (pour Viral 

Protein 1), VP2, VP3 et VP4. Chacune de ces protéines est ainsi présente à raison de 60 

copies par capside (39).  

Les protéines VP1, VP2 et VP3, aux structures assez similaires, sont situées sur la face 

externe de la capside. Les protéines VP1 étant localisées autour de l'axe de symétrie 

d'ordre 5, tandis que les protéines VP2 et VP3 sont réparties de manière alternée 

autour de l'axe de symétrie d'ordre 3. A l’inverse, les protéines VP4 sont localisées sur 

la face interne de la capside, à proximité de l’ARN viral (38). Cet assemblage de 

multiples sous-unités identiques permet aux virus à symétrie icosaédrique d’assurer 

les fonctions essentielles de protection du génome viral et d’attachement aux 

récepteurs de surface de la cellule hôte. Cette structure, plus économique pour le virus 

que l’association de structures plus larges selon une symétrie hélicoïdale, ne permet 

toutefois que l’encapsidation d’un génome de taille limitée (40).  
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Figure 4 : Capside du virus de la fièvre aphteuse.  
Chacune des faces de la capside est divisée en 60 unités, elles-mêmes organisées en 12 pentamères, constitués de 
quatre protéines structurales, VP4, VP2, VP3 et VP1. Chacune de ces protéines est ainsi présente à raison de 60 
copies par capside. Les protéines VP1, VP2 et VP3, aux structures assez similaires, sont situées sur la face externe 
de la capside, tandis que VP4 est située sur la face interne. Créé avec Biorender.com. 

 

b) Organisation du génome  

Le génome du FMDV est constitué d’une molécule d’ARN simple brin de polarité 

positive mesurant environ 8,5 kb (Figure 5). Il est subdivisé en trois régions 

principales, à savoir la région non codante 5'UTR (Untranslated Region), la région 

codant la polyprotéine précurseur et la région non codante 3 'UTR (41). 

 

Figure 5 : Structure du génome du virus de la fièvre aphteuse et expression des protéines virales. 
Le virus de la FA possède un génome de petite taille (environ 8,5 kb) codant 4 protéines structurales, VP4, VP2, 
VP3 et VP1, formant la capside, et 11 protéines non structurales, Lab pro, Lb pro, 2A, 2B, 2C, 3A, 3B1, 3B2, 3B3, 
3C et 3D, responsables du cycle infectieux. De Sarry et al. 2022 (42). Créé avec BioRender.com. 
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i. Région non codante  

5’UTR 

La région 5’UTR du FMDV, mesurant environ 1,3kb, est particulièrement longue par 

rapport à celle des autres picornavirus (43). Cette région à la structure secondaire 

complexe, composée de doubles hélices et de boucles, comprend cinq éléments ARN 

hautement structurés impliqués dans la traduction et la réplication virale, à savoir le 

segment S, le fragment polyribocytidylate (poly-C), deux à quatre structures de 

pseudo-noeuds, l'élément réplicatif en cis (cre, pour cis acting replicating element) et 

le site d'entrée interne du ribosome (IRES, pour Internal ribosome entry site). 

Le fragment S est une structure de tige-boucle de 360 nucléotides (nt) décrite comme 

jouant un rôle dans le maintien de la stabilité du génome, la réplication du génome 

viral, et la pathogénèse du FMDV (44–47).  

Le fragment poly-C est un élément de taille variable (100 à 250 nt) composé de résidus 

cytidines (48). Cet élément variable n’a été retrouvé que chez quelques espèces de 

picornavirus dont le FMDV. Alors que des études ont avancé un potentiel impact du 

fragment poly-C sur la réplication virale, la pathogénicité et la virulence du FMDV, son 

rôle biologique reste encore mystérieux à ce jour (49,50).  

En aval du fragment poly-C, se trouve un nombre variable de pseudo-nœuds, ou 

pseudoknots, dont les fonctions sont largement méconnues. Il a toutefois été démontré 

assez récemment que ces structures sont associées au spectre d’hôte du virus, à la 

réplication virale, à l’assemblage du virion ainsi qu’à la pathogénèse du FMDV (51,52).  

L’élément cre est une courte structure tige-boucle d’environ 55 nt comprenant un motif 

conservé (AAACA) au niveau de la boucle (53). Ce motif, essentiel à l'initiation de la 

réplication du génome viral, est impliqué dans l’uridylylation de la VPg (pour Viral 

Genome Linked Protein) par l’ARN polymérase (47,54) (cf. Réplication).  
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L’IRES, dernière structure rencontrée dans la région 5’UTR, est une structure 

d’environ 450 nt servant à la fixation du ribosome et à l'initiation de la traduction de 

l’ARN viral de manière coiffe-indépendante (55,56). Cette séquence hautement 

conservée se subdivise en cinq domaines structuraux nommés de H à L, et contient une 

région riche en pyrimidines précédant immédiatement les codons d'initiation de la 

traduction AUG du génome (57).  

3’UTR 

La région 3’UTR, située en aval du codon stop du cadre ouvert de lecture (ORF, pour 

Open Reading Frame), est composée d’environ 90 nt formant deux structures tiges-

boucles suivies d’une queue poly-A de longueur variable (54,58). Cette région a été 

décrite comme pouvant moduler l’efficacité de réplication et la virulence du FMDV par 

le biais d’interactions avec le fragment S et/ou l’IRES (59–61).  

ii. Région codante  

Le génome du FMDV, comme tous les picornavirus, comprend un ORF codant une 

seule grande polyprotéine précurseur formée de plus de 2300 acides aminés (aa). Cette 

polyprotéine n’est quasiment jamais observée sous sa forme intacte puisqu’elle subit 

un traitement co- et post-traductionnel consistant en une succession de clivages 

essentiellement opérés par les protéases virales Lpro et 3C. Ces clivages successifs 

aboutissent à la production de divers précurseurs, et in fine à quinze protéines matures. 

Parmi ces protéines matures figurent les quatre protéines structurales impliquées dans 

l’architecture de la capside et onze protéines non structurales impliquées à la fois dans 

l’accomplissement du cycle viral ainsi que dans l’échappement du virus à la réponse de 

l’hôte (42,62–65).  

Les quatre protéines structurales VP4, VP2, VP3 et VP1 proviennent du précurseur 

P1/2A (66). Ce précurseur subit une myristoylation de son extrémité N-terminale, puis 
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un clivage médié par la protéase 3C, aboutissant à la production de VP0, VP3 et VP1, 

ainsi que le peptide 2A (67). A la fin de l’étape d’assemblage de la particule virale, VP0 

subit un nouveau clivage, dont le mécanisme n’est pas décrit, pour donner VP4 et VP2 

(65).  

VP4 

La protéine VP4 est la plus petite des protéines structurales du FMDV, composée de 

85 aa, et située sur la face interne de la capside. Cette région du génome est hautement 

variable parmi les picornavirus. Cette protéine, pour laquelle assez peu de données 

sont disponibles dans la littérature, contribue à l’assemblage de la capside via le 

groupement myristate ajouté à son extrémité N-terminale par myristoylation (38). Un 

rôle secondaire de la VP4 a également été mis en évidence dans la facilitation de la 

réplication virale par inhibition de la réponse immunitaire innée (cf. Immunité innée).  

VP2 

La protéine structurale VP2, est formée de 218 aa dont une région riche en acides 

glutamiques servant probablement de site de liaison du calcium et pouvant jouer un 

rôle important dans la stabilité de la capside (38). VP2 participe également à la stabilité 

de la capside en formant des liaisons disulfures avec la protéine VP1. En outre, il a été 

montré que VP2 pouvait favoriser la réplication du FMDV en stimulant certaines voies 

de l’autophagie (68) (cf. Immunité innée). 

VP3 

La protéine VP3, constituée de 220 aa, est la protéine structurale la plus conservée 

parmi les picornavirus. Bien que figurant sur la face externe de la capside, la protéine 

VP3 possède une extrémité N-terminale plus ou moins hydrophobe, dirigée vers 

l’intérieur de la capside, qui favorise l’association des protomères de protéines 
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structurales en pentamères (38). Des dimères de VP3 peuvent également se former, 

par des ponts disulfures, participant de fait, au maintien de la capside virale. La 

protéine VP3 est également impliquée dans la pathogénicité du FMDV. En effet, il a été 

montré qu’une mutation unique pouvait favoriser la fixation du virus aux héparanes 

sulfate (HS), un corécepteur utilisé par certaines souches, en augmentant la charge 

positive de la surface virale (69). De plus, VP3 a été montré comme participant à la 

modulation de la réponse immunitaire innée médiée par le FMDV, en ciblant 

notamment la réponse interféron (IFN) de type I (cf. Immunité innée).  

VP1 

La protéine structurale VP1 se compose de 213 aa formant de multiples boucles 

extrêmement exposées, ce qui en fait la protéine la plus antigénique du FMDV (65). 

Son caractère antigénique dépend notamment de deux régions très variables (70). 

L’une de ces région est la boucle G-H qui présente un motif conservé Arg-Gly-Asp 

(RGD) (71). Ce dernier joue un rôle central dans le cycle de vie du FMDV puisqu’il 

constitue un site de liaison aux récepteurs principaux du virus, à savoir les intégrines 

(72). Tout comme la protéine VP3, VP1 possède une extrémité N-terminale, dirigée 

vers l’intérieur de la capside, qui participe à l’association et au maintien des différents 

éléments de cette dernière (38). La protéine VP1 est la protéine structurale du FMDV 

pour laquelle le rôle dans la subversion de la réponse immunitaire est le plus 

documenté (42). En effet, cette protéine, figurant parmi les premières protéines virales 

détectées par la cellule hôte, a été montrée comme capable d’interagir avec de 

nombreux acteurs de la réponse interféron de type I (cf. Immunité innée).  
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Labpro/ Lbpro 

La protéine leader, Lpro, première protéine du FMDV à être traduite, est une protéase 

à cystéine de type papaïne, qui se libère de la polyprotéine par clivage entre son 

domaine C-terminal et le domaine N-terminal de VP4 au cours de la maturation virale 

(73,74). Il existe deux codons AUG d’initiation de la traduction de Lpro distants de 84 

nt (75). Selon le codon AUG à partir duquel débute la traduction, deux formes 

alternatives de la protéine peuvent être produites, à savoir la forme longue de 200 aa 

Labpro, et la forme courte de 170 aa Lbpro, qui est la forme prédominante in vivo (76). 

Bien que cela ne soit pas certain, il semblerait que la séquence séparant les deux AUG 

soit impliquée dans le choix du codon d’initiation de la traduction par le biais 

d'interactions avec un facteur de régulation (77). Qu’elle soit sous sa forme courte ou 

sa forme longue, la protéase Lpro est un déterminant majeur de la virulence du FMDV. 

Il a ainsi été montré qu’une délétion de la région Labpro complète était létale pour le 

virus, tandis qu’un virus dépourvu de Lbpro présente un taux de réplication plus faible, 

et une propension largement inférieure à induire des signes cliniques par rapport à un 

virus sauvage (78–81). Lpro est également impliquée dans la facilitation de la synthèse 

des protéines virales au détriment des protéines cellulaires. En effet, cette protéine est 

responsable du clivage des facteurs d'initiation de la traduction eIF4G-I (eukaryotic 

translation Initiation Factors 4 Gamma I) et eIF4G-II, résultant en l’interruption de 

la traduction de l’ARN messager (ARNm) de l’hôte (82–84). La traduction de l’ARN du 

FMDV, médiée par l’IRES, étant indépendante des facteurs eIF4G, le virus peut de ce 

fait détourner entièrement la machinerie cellulaire de son hôte (85). Cette inhibition 

de la traduction des ARN cellulaires constitue un moyen efficace de lutte contre la 

réponse immunitaire de l’hôte. Ce n’est toutefois pas le seul mécanisme de lutte 

impliquant Lpro, bien au contraire. Plus de vingt interactions protéiques faisant 
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intervenir Lpro ont notamment été décrites comme participant à la subversion de la 

réponse interféron de type I (42,62,86). Lpro figure ainsi parmi les protéines du FMDV 

les plus importantes dans la lutte contre la réponse cellulaire antivirale (cf. Immunité 

innée).  

2A 

Alors que la protéine 2A du FMDV a longtemps été considérée comme codée par la 

région P2 du génome, il se trouve qu’elle provient en réalité du précurseur P1/2A. En 

effet, cette protéine de 18 aa, bien plus petite que celle des autres picornavirus et 

dépourvue d’activité protéase, se dissocie de la protéine 2B en induisant un 

« ribosomal skipping » ou saut ribosomal (87). Ainsi, une séquence NPG(P) située en 

C-terminal de la 2A favorise l’hydrolyse de la liaison entre P1/2A et 2B, séparant 

simultanément P1/2A du reste de la polyprotéine et permettant au ribosome de 

continuer à synthétiser les protéines situées en aval (88). Très peu de données 

concernant la 2A sont actuellement disponibles et le rôle biologique de ce petit peptide 

reste pour l’heure méconnu.  

2B 

La protéine 2B, codée par l'une des régions les plus conservées du génome du FMDV, 

est une protéine transmembranaire hydrophobe de 154 aa appartenant à la classe des 

viroporines (89). Elle possède deux domaines transmembranaires impliqués dans le 

réarrangement des membranes cellulaires. Après homodimérisation, les domaines 

hydrophobes s’associent pour endommager la bicouche lipidique induisant ainsi une 

augmentation de la perméabilité membranaire et favorisant de fait la libération des 

particules virales (90,91). Les dommages causés à l’intégrité des membranes 

provoquent aussi des anomalies au niveau de la concentration en Ca2+ cytoplasmique 
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activant certaines voies de l’autophagie (cf. Immunité innée). Les réarrangements 

membranaires aboutissent également à la formation de niches intracellulaires qui 

permettent au FMDV de ne pas être détecté par les senseurs de l’immunité cellulaire. 

La viroporine 2B est principalement localisée au niveau des membranes du réticulum 

endoplasmique (RE), où elle interagit avec la protéine 2C afin de bloquer la sécrétion 

de protéines, affectant ainsi le transport des molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) et donc les voies de signalisation impliquées 

dans la réponse cellulaire (92,93).  

2C 

La protéine 2C, composée de 318 aa, est l’une des molécules les plus conservées parmi 

les protéines virales codées par le FMDV. Cette protéine possède notamment, à son 

extrémité N-terminale, une hélice amphipathique hautement conservée au sein des 

picornavirus (94). Cette structure permet à la protéine 2C de se lier aux membranes 

cellulaires du RE et du Golgi, contribuant ainsi à la formation des complexes de 

réplication du FMDV (95) (cf. Réplication). Le rôle de cette protéine dans la réplication 

virale est d’autant plus important qu’elle possède un domaine hélicase permettant la 

liaison à la région 3’UTR de l’ARN viral, potentiellement impliqué dans la transcription 

du brin positif (96,97). Au sein des complexes de réplication, une fois l’ARN viral néo-

synthétisé, 2C peut interagir avec la protéine VP3, permettant l’assemblage de la 

capside et l’empaquetage de l’ARN. La localisation subcellulaire de la protéine 2C, à 

proximité des membranes, détermine également les voies de signalisation bloquées par 

2BC, et permet, de fait, l’inhibition de la réponse immunitaire (92,93). De manière plus 

générale, la protéine 2C fait partie des régulateurs importants de la réponse antivirale 

de l’hôte, modulant diverses voies de signalisations liées à l’apoptose, l’autophagie et 
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la réponse interféron de type I, afin de favoriser la prolifération du FMDV (cf. 

Immunité innée).  

3A 

Le précurseur 3AB possède un domaine transmembranaire hydrophobe permettant 

son insertion dans la membrane du complexe de réplication virale, où il est clivé par 

l’intermédiaire de la protéase 3C. Ce clivage aboutit à la libération de la protéine 3A 

d’une part, et de la 3B d’autre part. La protéine 3A se compose de 153 aa, ce qui en fait 

la plus longue protéine 3A parmi les picornavirus, du fait d’une extension de son 

domaine C-terminal. Alors que cette protéine fait partie des protéines les plus variables 

du FMDV avec seulement 37% d'acides aminés invariants, son domaine N-terminal 

contenant un domaine hydrophile et un domaine hydrophobe, est hautement conservé 

d’un sérotype à l’autre (60,98). Contrairement à la protéine 3A de la plupart des autres 

picornavirus, celle-ci, bien qu’étant localisée au niveau des membranes du RE et du 

Golgi, n’est pas directement impliquée dans le réarrangement des membranes 

intracellulaires. Cependant, la protéine 3A du FMDV joue un rôle clé dans la réplication 

du virus, puisqu’elle est impliquée dans la formation du complexe de réplication virale, 

ainsi que dans la virulence, le tropisme et le spectre d’hôte du virus. En effet, la région 

C-terminale de cette protéine est particulièrement sujette à des mutations ponctuelles 

pouvant affecter la pathogénicité du virus. Il a ainsi été démontré qu’une mutation 

unique pouvait aboutir à l’infection d’un hôte non naturel comme le cobaye (99). 

D’autres études ont identifié des isolats de virus présentant des délétions de 10 à 20 aa, 

associées à une virulence accrue chez le porc et à une virulence extrêmement réduite 

chez les bovins (99,100). En outre, la protéine 3A du FMDV fait partie des moyens 

utilisés par le virus pour faciliter sa réplication et éviter sa détection par le système 

immunitaire. Cette protéine est ainsi impliquée dans de nombreuses interactions avec 
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des protéines des voies de signalisation cellulaires responsables de la réponse 

antivirale de l’hôte (cf. Immunité innée). 

3B  

L’ARN génomique du FMDV présente la particularité d’être lié de façon covalente à 

une petite protéine virale de 23 ou 24 aa nommée 3B ou VPg. Cette protéine essentielle 

à la réplication du FMDV se lie à chaque molécule d’ARN viral via une liaison 

phosphodiester entre une tyrosine et l'acide uridylique terminal (101,102). Au cours du 

cycle viral, la protéine VPg, sous forme uridylée VPg(pU), sert d’amorce pour la 

synthèse des brins d’ARN négatifs ainsi que celle des brins positifs (103) (cf. 

Réplication). Contrairement à la plupart des autres virus de sa famille, le FMDV ne 

possède pas une mais trois copies similaires mais non identiques de 3B, à savoir 3B1, 

3B2 et 3B3 (104). Si chacune des trois versions de la protéine 3B peut servir d’amorce 

à la polymérase virale, 3B3 s'avère être le substrat le plus efficace. Ainsi, il a été 

démontré qu’un virus délété de 3B3 aboutissait à la production d’un ARN non 

infectieux, tandis que les virus délétés de 3B1 ou 3B2 ne présentent qu’une réduction 

de l’efficacité de réplication (105,106). Alors que tous les isolats de FMDV recensés à 

travers le monde possédaient jusqu’alors les trois copies de la protéine 3B, la souche 

O/SKR/01/2014, identifiée en Corée du Sud présente une mutation délétère de 3B1. 

Cette découverte est d’autant plus intéressante que cette souche a été associée à une 

très faible virulence chez le porc, soulignant un potentiel rôle de 3B dans la 

pathogénicité du FMDV (107). Les mécanismes sous-jacents restent encore à élucider, 

tout comme le rôle occupé par la protéine 3B dans la lutte contre la réponse 

immunitaire, qui est pour l’heure peu documenté.  
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3C 

La protéine 3C du FMDV est une protéase à cystéine de type chymotrypsine, 

responsable de la plupart des clivages nécessaires à la maturation de la polyprotéine 

virale (108) (cf. Clivage). Tout comme la protéine Lpro, 3C est associée à l’inhibition de 

la traduction des ARNm de l’hôte, puisqu’elle est aussi responsable du clivage d’eIF4G, 

mais de manière plus tardive et au niveau d’un site de clivage différent (109). Cette 

protéase est également à l’origine du clivage protéolytique d’eIF4A, une autre sous-

unité du complexe eIF4, dont l’activité hélicase est nécessaire au déroulement des 

structures secondaires de l’ARNm. Comme pour les autres picornavirus, la protéine 3C 

du FMDV a la capacité d'entrer dans le noyau de la cellule hôte, grâce à une séquence 

d’adressage (NLS, pour Nuclear Localisation Signal) située à l'extrémité N-terminale 

du précurseur 3CD (110). Une fois dans le noyau, cette protéine peut cliver de 

nombreux facteurs de transcription cellulaire (111,112). De plus, la protéase 3C a été 

montrée comme participant au remodelage des membranes intracellulaires médié par 

2B et 2C, responsable du blocage de la sécrétion des molécules du CMH-I (93). Par 

ailleurs, 3C est considérée comme la seconde protéine la plus importante en ce qui 

concerne la subversion de la réponse antivirale de l’hôte (42) (cf. Immunité innée).  

3Dpol  

La protéine 3Dpol, dernière protéine codée par le génome du FMDV et constituée de 

470 aa hautement conservés, est une ARN polymérase ARN-dépendante (113). Alors 

que la protéase 3C contenue dans le précurseur 3CD est active, la polymérase 3Dpol ne 

devient active qu’après le clivage du précurseur (114). Une fois active, la 3Dpol, associée 

à d’autres protéines non structurales, catalyse la réplication de l’ARN viral au sein des 

complexes de réplication (cf. Réplication). Comme la plupart des ARN polymérases 

ARN-dépendantes, la 3Dpol du FMDV possède une structure en forme de main, 
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composée de sous domaines appelés « paume », « doigts » et « pouce » permettant la 

reconnaissance du substrat au niveau du site catalytique (115,116). Le site catalytique 

de 3Dpol est localisé au niveau de la « paume », sous domaine le plus conservé et 

composé de motifs spécifiques, à savoir un feuillet-β flanqué de deux hélices-α. Ces 

motifs sont nécessaires au maintien de l’intégrité du site catalytique, ainsi qu’à la 

reconnaissance et à la liaison des nucléotides (117). A l’image de la protéine 3B, le rôle 

de 3Dpol dans la réplication de l’ARN viral est bien caractérisé, cependant son 

implication dans la lutte contre la réponse antivirale n’est que très peu documentée 

pour le FMDV (cf. Immunité innée). 

3) Variabilité génétique du FMDV 

a) Variation génétique  

La grande diversité du FMDV, illustrée par l’existence de sept sérotypes, de plus de 

soixante sous-types et d’une infinité de quasi-espèces, i.e. populations composées de 

virus génétiquement apparentés mais non identiques, s’explique principalement par la 

faible fidélité de la polymérase virale et son absence d’activité correctrice (6,118,119). 

Les caractéristiques de son ARN polymérase, associées à un cycle réplicatif 

extrêmement court, induisent en effet une évolution génomique très rapide du FMDV. 

Bien que le taux d’erreur de la polymérase virale soit constant, la forte dérive génétique 

observée au sein des populations de FMDV n’est pas homogène d’une région 

génomique à l’autre.  

Ainsi, la diversité génétique du virus ne dépend pas que de la polymérase mais d’autres 

facteurs tels que la pression de sélection, la fixation des mutations et les évènements 

de recombinaison (120–122). En effet, la dérive génétique est d’autant plus importante 

pour les régions codant les protéines de capside, soumises à une plus forte pression de 

sélection par le système immunitaire. Le taux de substitution nucléotidique de ces 
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régions est de l’ordre de 10-3 nt par site et par an (31,123,124). Alors que le pourcentage 

d’identité moyen en prenant en compte tous les sérotypes est de 73%, il ne dépasse que 

légèrement les 50% d’identité dans le cas de la région codant la protéine VP1 (125). La 

pression de sélection peut être due à une grande diversité de paramètres liés à l’hôte 

tels que les récepteurs spécifiques dont il est pourvu, son statut immunitaire, ou à 

l’environnement extérieur. La fixation des mutations joue également un rôle majeur 

dans l’évolution des populations virales. Alors que certaines mutations ponctuelles 

n’ont pas d’impact sur la vitalité du virus, d’autres peuvent par exemple induire des 

avantages vis-à-vis de la pression de sélection ou des désavantages réplicatifs. 

Certaines régions extrêmement importantes dans le cycle de vie du FMDV, pour 

lesquelles une mutation est délétère, sont ainsi très hautement conservées entre les 

sérotypes, notamment au niveau des régions codant 3B et 3Dpol (126). Il est considéré 

que plus de 64 % du génome du FMDV est susceptible d’être affecté par une mutation 

sans que cela n’affecte la vitalité du virus (127). 

Alors que l’impact des recombinaisons entre deux souches virales dans la diversité 

génétique du FMDV a longtemps été considéré comme mineur, les données récoltées 

ces dernières années tendent à montrer que ces évènements constituent un facteur 

important de la variabilité génétique du FMDV (128,129). En effet, il a été montré que 

dans le cas de co-infections expérimentales de buffles par deux sous-populations 

différant par leur séquence de capside, le taux de recombinaison de la protéine VP1 est 

semblable au taux de substitution nucléotidique (130). Des phénomènes de trans-

encapsidation, i.e. d’empaquetage de l’ARN génomique d’une souche dans la capside 

d’une souche hétérologue ont également été mis en évidence dans le cas de co-

infections (131,132). Ces phénomènes sont accentués par la présence d’animaux 

infectés de manière persistante, plus susceptibles aux co-infections (cf. Persistance du 

FMDV). Ainsi, il a été montré que des buffles africains, naturellement co-infectés par 
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les sérotypes SAT1 et SAT2, peuvent contribuer à l'émergence de nouveaux virus suite 

à des évènements de recombinaisons intersérotypiques (133). De même, il a été montré 

que des co-infections et des surinfections expérimentales de bovins préalablement 

infectés de manière persistante peuvent aboutir à l'émergence des recombinants 

échappant à la réponse immunitaire de l’hôte (134,135). Les évènements de 

recombinaison et de trans-encapsidation sont d’autant plus susceptibles de se produire 

dans les régions enzootiques pour le FMDV, où co-circulent plusieurs sérotypes et 

sous-types, et où les infections persistantes et les co-infections sont fréquentes. De 

nouvelles souches virales voient ainsi le jour régulièrement, facilitant l’infection des 

populations sensibles, en échappant aux anticorps circulants, et rendant toujours plus 

difficile le contrôle de la maladie (cf.Persistance du FMDV & Méthodes de lutte contre 

la fièvre aphteuse).  

b) Variation antigénique  

La variation antigénique découle de l’importante variabilité génétique du FMDV. En 

effet, les divergences intersérotypiques, voire au sein même des sérotypes, sont 

responsables de l’échappement du virus à la neutralisation médiée par des anticorps 

dirigés contre une autre souche. Ce concept a été mis en lumière il y a 100 ans, lorsque 

Vallée et Carré ont découvert qu’un animal ayant guéri d’une infection par le FMDV 

peut être réinfecté et peut à nouveau présenter des signes cliniques. Le FMDV possède 

ainsi la particularité de ne pas conférer de protection immunitaire croisée efficace entre 

les différentes souches existantes. Cette immunité croisée lacunaire est notamment 

due à une grande variabilité des sites antigéniques du FMDV, localisés sur les protéines 

de capside VP1, VP2 et VP3, qui ne sont pas forcément conservés d’une souche à une 

autre (136,137). Il existe toutefois quelques sites antigéniques majeurs, conservés 

parmi plusieurs sérotypes, à savoir un épitope situé sur la boucle G-H de VP1, un 
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épitope localisé à l’extrémité N-terminale de VP2 ou encore un épitope identifié dans 

la région N-terminale de VP3 (138–142). Les nombreuses boucles de VP1, 

particulièrement exposées, en font la protéine la plus antigénique pour l’ensemble des 

sérotypes. Ce n’est ainsi pas un hasard évolutif, mais bien une conséquence de la 

pression de sélection immunitaire s’il s’agit de la protéine dont la séquence codante est 

la moins conservée. La faible conservation des épitopes conférant une immunité au 

sein des différentes souches circulantes constitue ainsi un obstacle majeur à une 

vaccination efficace et donc au contrôle de la maladie (143) (cf. Vaccination).  
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III. Infection par le virus de la fièvre aphteuse 

1) Espèces sensibles 

Alors que la plupart des picornavirus sont connus pour affecter un nombre d’hôtes très 

restreint, ce n’est absolument pas le cas du FMDV. En effet, ce virus se caractérise par 

un très large spectre d’hôtes comprenant plus de soixante-dix espèces sensibles, 

essentiellement des artiodactyles, i.e. des mammifères bi-ongulés, aussi bien 

domestiques que sauvages (Figure 6). Ce virus constitue une menace socio-

économique majeure puisqu’il peut infecter la plupart des espèces de production, à 

savoir les bovins, les ovins, les caprins et les porcins. Parmi les espèces sauvages 

susceptibles d’être infectées se trouvent des animaux potentiellement en contact avec 

les espèces domestiques tels que les sangliers et les cerfs dans les pays de l’hémisphère 

nord, ainsi que les antilopes, les gnous, les phacochères, les chameaux, et les buffles 

d’Asie et d’Afrique dans l’hémisphère sud (144,145). Les buffles, parfois assimilés à des 

animaux domestiques, utilisés pour le transport et le travail agricole, sont considérés 

comme des réservoirs de virus et jouent un rôle extrêmement important dans la 

propagation du FMDV (146). Quelques cas, considérés comme anecdotiques, ont été 

recensés chez des hôtes non naturels du virus comme l’éléphant d’Asie et d’Afrique, le 

hérisson, le kangourou, l’ours noir du Tibet, le chien domestique et l’Homme (144,147–

150). Seuls de très rares cas sans gravité ont été rapportés chez ce dernier (151).  
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Figure 6 : Espèces sensibles à l’infection par le virus de la fièvre aphteuse.  
Représentation non exhaustive. Ce virus se caractérise par un très large spectre d’hôtes comprenant plus de 
soixante-dix espèces sensibles, essentiellement des artiodactyles, i.e. des mammifères bi-ongulés, aussi bien 
domestiques que sauvages. Créé avec BioRender.com. 

 

2) Cycle viral  

Même si certains mécanismes détaillés restent encore méconnus à ce jour, le cycle de 

réplication du FMDV a fait l’objet de nombreuses études et est bien décrit. Le FMDV 

possède un cycle viral extrêmement court, accompli en quatre à six heures seulement 

(152). Il peut être décomposé en neuf phases distinctes, à savoir l’attachement, 

l'internalisation, la décapsidation, la traduction, le clivage, la réplication, 

l'encapsidation, la morphogenèse et la libération des particules virales matures (Figure 

7). En réalité, certaines de ces phases ne se succèdent pas mais se déroulent 

concomitamment.  
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Figure 7 : Cycle de réplication du virus de la fièvre aphteuse. 
Le cycle viral de ce virus peut être décomposé en neuf phases distinctes : la liaison, l'internalisation, la 
décapsidation, la traduction, le clivage, la réplication, l'encapsidation, la morphogenèse et la libération des 
particules virales matures. Adapté de Sarry et al. 2022 (42). Créé avec BioRender.com. 

 

a) Attachement  

L’infection d’une cellule hôte sensible par le FMDV débute par l’attachement de la 

capside à un récepteur membranaire spécifique. Les récepteurs principaux du FMDV 

sont les protéines de la famille des intégrines. Les intégrines sont des glycoprotéines 

transmembranaires hétérodimériques impliquées dans divers processus biologiques 

comme la différenciation cellulaire ou encore l’apoptose (153). Il existe vingt-quatre 

hétérodimères fonctionnels connus à ce jour, résultant de l’association entre dix-huit 

sous-unités α et huit sous-unités β, et suivant une distribution tissulaire spécifique 

(154). Au sein de la famille des intégrines, certains récepteurs sont privilégiés par le 

FMDV (155). C’est notamment le cas de l’intégrine αvβ6, fortement exprimée à la 
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surface des cellules épithéliales du tractus oropharyngé des ruminants (156,157). Ce 

récepteur est capable d’interagir avec le motif consensus RGD présent sur la boucle G-

H de VP1, impliqué dans la liaison du virus (38,158). Le FMDV peut également se fixer 

sur une autre famille de récepteurs, les héparanes-sulfate (159). Il s’agit de 

glycosaminoglycanes chargés négativement, capables de se lier à la capside du FMDV 

(160). A l’inverse de celle des intégrines, la fixation des HS ne dépend pas d’un site 

spécifique mais repose sur une association d’interactions avec les trois protéines 

formant la capside externe, VP1, VP2 et VP3 (38).  

b) Internalisation  

Une fois adsorbé sur son récepteur spécifique le virus est internalisé. Cette entrée dans 

la cellule se fait généralement par endocytose clathrines-dépendante (161). Il a 

toutefois été démontré que le mécanisme d’endocytose était dépendant du récepteur 

membranaire impliqué dans la fixation du virus. Ainsi, dans le cas d’une liaison du 

FMDV à un récepteur HS, le virus pénètre plutôt dans la cellule par endocytose 

cavéolines-dépendante (162,163).  

c) Décapsidation 

Après avoir été internalisé, le virus est acheminé vers l'endosome précoce où a lieu la 

décapsidation. Bien que les mécanismes de décapsidation du FMDV soient encore 

partiellement incompris, il semblerait que l'acidification de l’endosome soit à l’origine 

de ce phénomène. Il a ainsi été démontré qu’à des valeurs de pH correspondant aux 

endosomes précoces, la capside des aphtovirus, sensible aux pH acides, se dissocie en 

sous-unités pentamériques (164). La dissociation de la capside virale conduit à la 

libération de l’ARN simple brin positif et de la protéine interne VP4 dans le cytoplasme 

de la cellule infectée (63,165). Le mécanisme impliqué dans le relargage de l’ARN viral 

n’est pas parfaitement décrit pour le FMDV. Toutefois, il se pourrait que, comme chez 
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le Rhinovirus Humain (HRV, pour Human rhinovirus), VP4 induise la formation de 

pores dans la membrane de l’endosome, participant ainsi à la libération de l’ARN viral 

(166,167).  

d) Traduction  

La traduction est initiée immédiatement après la libération de l’ARN viral dans le 

cytoplasme selon un mécanisme indépendant de la coiffe (54). Tandis que la traduction 

des ARNm cellulaires est inhibée suite au clivage du facteur eIF4G par la protéase Lpro, 

le FMDV subvertit la machinerie cellulaire de l’hôte. Pour cela, le virus interagit 

notamment avec des facteurs de traduction, appelés facteurs trans-actifs spécifiques 

de l'IRES (ITAF, pour IRES Transacting Factors), possédant une activité modulatrice, 

tels que la protéine de liaison au motif polypyrimidine (PTB, pour Polypyrimidine 

Tract-Binding protein), ou la protéine de liaison poly-C (PCBP, pour Poly r(C)-

Binding Protein 1) (168–171). Ces protéines, associées aux facteurs d'initiation eIF4G, 

eIF4A, eIF3a et eIF4B et à la sous-unité ribosomique 40s, sont impliquées dans la 

formation du complexe d’initiation de la traduction (172). Bien que eIF4G soit clivé par 

la protéase Lpro, sa région C-terminale suffit à l’assemblage du complexe (173). Une fois 

formé, ce complexe ribosomique se lie à l’élément IRES situé dans la région 5ʹ UTR, 

déclenchant la synthèse de la polyprotéine précurseur, à l’origine des différentes 

protéines du FMDV (55).  

e) Clivage  

Afin d’aboutir à la formation de pré-protéines puis à celle des quinze protéines matures 

et fonctionnelles, la polyprotéine virale subit une succession de traitements 

protéolytiques co- et post-traductionnels. Comme décrit précédemment, la protéase 

Lpro, se libère de la polyprotéine par clivage entre son domaine C-terminal et le 

domaine N-terminal de la VP4 au cours de la maturation virale, tandis que la protéine 
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2A se dissocie de la 2B en induisant un décrochage du ribosome (73,74,87). Tous les 

autres clivages protéolytiques impliqués dans la production des protéines du FMDV 

sont médiés par la protéase 3C (108). Celle-ci possède un site actif bien décrit, 

impliquant trois acides aminés (His46, Asp84 et Cys163), capable de reconnaitre 

différentes séquences peptidiques et d’induire des clivages au niveau de sites Gln-Gly, 

Glu-Gly, Leu-Gln, et Glu-Ser.  

f) Réplication  

Une fois les protéines virales synthétisées et rendues fonctionnelles, l’ARN viral peut 

être répliqué. Le mécanisme à l’origine de la transition entre la traduction et la 

réplication chez le FMDV est méconnu. Il est toutefois envisagé l’existence d’un 

évènement similaire à ce qu’il se passe chez le Poliovirus, à savoir le clivage par le 

précurseur 3CD, d’un ITAF essentiel, mettant un terme à la traduction (103). Comme 

un certain nombre de virus à ARN simple brin positif, la réplication du génome du 

FMDV a lieu au sein de compartiments intracellulaires dérivés du RE et du Golgi, 

appelés complexes de réplication (73). Ces compartiments intracellulaires, formés 

grâce aux réarrangements membranaires, médiés par les protéines 2B et 2C en 

association avec 3A et 3C, confèrent de nombreux avantages au virus. Au sein des 

complexes de réplication, le FMDV se trouve ainsi à l’abri des senseurs immunitaires 

de l’hôte et peut concentrer l’ensemble de ces composants dans une zone très réduite 

afin de se répliquer. Il semblerait que la réplication du génome du FMDV nécessite la 

circularisation de son ARN par l’intermédiaire d’interactions ARN-ARN et/ou ARN-

protéines impliquant les régions 3’UTR et 5’UTR, les protéines virales 2B, 2C, 3A et 

3Dpol ainsi que des facteurs cellulaires (58,174). Le cycle de réplication du FMDV 

débute par la synthèse d’un brin d’ARN négatif, complémentaire au génome viral. Pour 

ce faire, l’ARN polymérase ARN-dépendante, 3Dpol, induit l’uridylylation d’une des 
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versions de VPg au niveau du résidu tyrosine situé en troisième position (175). Cette 

liaison de deux molécules d'uridine monophosphate (UMP) à VPg, nécessitant 

également la présence de l’élément cre, permet la fixation de VPg(pU) à l’extrémité 3’ 

de l’ARN (47,54,103). VPg(pU) sert alors d’amorce pour initier la réplication médiée 

par 3Dpol au niveau de la queue poly-A, permettant la synthèse du brin négatif 

(105,176). Ce brin complémentaire, néo-synthétisé, forme alors un intermédiaire de 

réplication double-brin qui est déroulé afin de servir de matrice pour la synthèse de 

plusieurs brins positifs (122). Ces ARN génomiques néoformés sont ensuite traduits 

afin de permettre l’amplification du cycle viral et la production de nouvelles protéines 

qui constitueront les futurs virions.  

g) Encapsidation 

Les protéines structurales VP0, VP3 et VP1 produites à partir des nouveaux brins 

d’ARN génomiques s’assemblent pour former des protomères qui constituent l’unité 

de base de la capside (63). Ces protomères s’associent ensuite par groupes de cinq afin 

de former des pentamères, qui eux même se regroupent par douze pour former une 

capside (35,177). Un brin d’ARN génomique se lie alors avec cette capside immature, 

formant ainsi un provirion (178). Le mécanisme exact à l’origine de l’encapsidation de 

l’ARN du FMDV n’est pour l’heure pas entièrement compris. Parmi les pistes 

explorées, il est envisagé que le génome viral contienne des signaux spécifiques qui 

déclenchent l'encapsidation avant la maturation de la capside (52,179).  

h) Morphogénèse 

Une fois l’ARN génomique empaqueté, la capside immature subit une étape de 

maturation. Un clivage du précurseur VP0 en VP4 et VP2 donne ainsi lieu à une 

particule virale mature. Alors que ce clivage était considéré comme catalysé par l’ARN 

viral, à l’image du mécanisme observé pour le Poliovirus, il n’en est rien (180,181). En 
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effet, il a été démontré dans le cas du FMDV, que ce clivage avait lieu même en absence 

d’ARN viral (182,183). D’après les travaux de Newman et al., il ne semblerait pas non 

plus que ce clivage soit dépendant de l’action de la protéase 3C et nécessite d’être étudié 

plus en détails (184).  

i) Libération  

Au fur et à mesure du cycle viral, de plus en plus de virions sont produits et 

s’accumulent dans le cytoplasme des cellules infectées. Cette accumulation de virions 

aboutit finalement à la lyse cellulaire, puis à la sortie des virus néoformés qui peuvent 

alors disséminer vers d’autres cellules de l’hôte ou être excrétés dans l’environnement 

(57,63). 

3) Modes de transmission 

La fièvre aphteuse est une maladie extrêmement contagieuse induisant près de 100% 

de morbidité chez les espèces les plus sensibles comme les bovins. Cette très forte 

contagiosité s’explique notamment par l’existence de multiples voies d’infection et 

d’excrétion du FMDV (Figure 8). Le principal mode de transmission de ce virus est un 

contact direct entre un animal infecté et un animal sensible (185). Dans ce cas, la 

contamination peut se faire par inhalation directe de virus excrétés dans l’air, par 

ingestion de matière contaminée par les sécrétions nasales, la salive, le sang, le lait, 

l’urine ou les fèces de l’animal infecté, ou encore par pénétration de virus au niveau 

d’un épithélium endommagé (47,186,187). La transmission du FMDV peut également 

être due à des contacts indirects via des vecteurs. Il peut s’agir soit de vecteurs vivants 

tels que les éleveurs ou des animaux non sensibles, soit de vecteurs inanimés, appelés 

fomites, comme des véhicules, de la litière, des outils ou encore des vêtements agricoles 

(188,189). La grande résistance du FMDV dans l’environnement est également 

impliquée dans d’autres voies de transmission. En effet, le virus peut survivre dans des 
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carcasses d’animaux pendant plusieurs semaines. Ce phénomène est bien évidemment 

amplifié lorsque les carcasses sont conservées en chambre froide. Il a ainsi été montré 

que des virus infectieux pouvaient être détectés dans des carcasses de porcs conservées 

à 4°C pendant de nombreux mois post mortem (190–192). De plus, il a également été 

montré que sous certaines conditions de température et d’humidité, le FMDV peut 

disséminer sur de très longues distances (193,194).  

 

Figure 8 : Voies de transmission du virus de la fièvre aphteuse. 
Ce virus extrêmement contagieux peut être transmis par contact direct entre animaux, par ingestion de produits 
contaminés tels que le lait, par aérosols, ou via des vecteurs animés ou inanimés ayant été en contact avec un 
animal infecté. Créé avec BioRender.com. 

 

Toutes les espèces sensibles au FMDV ne sont pas aussi susceptibles à toutes les voies 

de contamination. En effet, les bovins, espèce la plus sensible au virus, sont 
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particulièrement susceptibles d’être infectés par voie respiratoire. A l’inverse, les 

porcins, moins sensibles au virus, sont plus susceptibles d’être infectés par voie orale 

(195,196). Ces différences sont parfaitement corrélées avec les différences observées 

concernant les signes cliniques induits par le FMDV chez les espèces sensibles (Figure 

9 & Tableau 1). 

4) Signes cliniques et progression de l’infection  

a)  Pathogenèse chez les différentes espèces d’intérêt  

i. Bovins domestiques 

Comme indiqué précédemment, les bovins sont considérés comme les animaux les plus 

sensibles au FMDV. Même si elle est dépendante de la voie d’exposition, de la souche 

virale et de l’hôte (âge, race, sexe, statut immunitaire), une très faible dose de virus 

peut ainsi suffire à infecter un bovin. Le taux de transmission au sein d’un troupeau de 

bovins, modélisé par son R0, indique qu’un animal contagieux est responsable de 

l’infection de vingt-et-un à quatre-vingt-huit bovins (197,198). Après exposition d’un 

bovin au FMDV, l’infection se caractérise par une phase d’incubation, aussi nommée 

pré-virémie, d’une durée moyenne de deux à quatorze jours pour les animaux non 

immunisés (199). Des travaux plus récents avancent une durée d’incubation plus 

courte, à savoir un à sept jours post-exposition au FMDV (200). Chez les animaux 

vaccinés ou possédant des anticorps suite à une précédente infection, la phase 

d’incubation peut durer jusqu’à une vingtaine de jours. Cette phase de pré-virémie 

correspond au laps de temps s’écoulant entre l’exposition au virus et la détection de 

virus infectieux ou d’ARN viral dans le sang (195) (cf. Diagnostic en laboratoire),. Cette 

période est également associée à la réplication du virus au sein des sites de réplication 

primaire (201). Chez les bovins, particulièrement susceptibles à une infection des voies 

respiratoires, les principaux sites de réplication primaire sont le palais mou dorsal et 

le nasopharynx dorsal. La phase préclinique est suivie de la dissémination du virus 
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dans l’organisme de l’hôte, marquant le début de la phase de virémie. Pour l’heure, 

aucun mécanisme cellulaire et/ou moléculaire à l’origine du déplacement du FMDV 

des tissus infectés vers le compartiment intravasculaire n’a été clairement mis en 

évidence. La transition entre les phases de pré-virémie et de virémie, élément 

important de la pathogenèse du FMDV, reste donc à élucider. La virémie correspond à 

la période durant laquelle du virus infectieux ou de l’ARN infectieux peut être détecté 

dans le sang, et coïncide, au moins partiellement, avec la phase clinique de la maladie 

(202). Une fois dans le compartiment intravasculaire, le virus se propage à travers le 

système lymphoïde, potentiellement par le biais de macrophages, afin d’atteindre les 

sites de réplication secondaires, à savoir des épithéliums pavimenteux stratifiés et 

cornés (203). Chez les bovins, considérés comme révélateurs de la présence du FMDV 

du fait de symptômes marqués, la phase clinique dure généralement entre un et treize 

jours (200,202). L’infection d’un bovin adulte par le FMDV se manifeste 

habituellement par quelques jours d’hyperthermie, suivis de la formation d’un nombre 

variable de vésicules à la surface de l’épithélium de la langue, du palais dur, du mufle, 

de la bande coronaire, des mamelles ou encore de l’espace interdigité. Ces lésions 

s’accompagnent d’un écoulement nasal et salivaire, de boiteries, d’un état 

d’abattement, de tremblements, d’avortements, ainsi que d’une réduction de 

l’alimentation à l’origine d’un amaigrissement et d’une chute de la production laitière 

(204,205). Dans l’immense majorité des cas, les vésicules se rompent après quelques 

jours puis l’épithélium cicatrise et les autres symptômes disparaissent sans 

intervention extérieure. L’infection par le FMDV est malgré tout létale dans près de 

5 % des cas, du fait d’une dégradation trop importante de l’état général de certains 

animaux. Le taux de mortalité peut atteindre 100 % chez les jeunes. En effet, pour une 

raison non expliquée à ce jour, le virus possède un fort tropisme cardiaque chez les 

jeunes animaux, conduisant à une mort rapide des suites d’une myocardite (206).  
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A l’issue de la phase de virémie, l’animal entre dans une période de post-virémie qui 

peut prendre plusieurs formes (195). L’animal peut avoir complètement éliminé le 

virus et ne plus présenter aucun symptôme. Dans ce cas de figure, il a été montré que 

les bovins sont capables d’éliminer totalement le FMDV en vingt-et-un jours post-

infection, voire dix jours dans le cas d’animaux vaccinés (207,208). Il est aussi possible 

que l’animal ait éliminé le virus mais qu’il souffre de séquelles chroniques telles qu’une 

intolérance à la chaleur ou un dysfonctionnement de la thyroïde. Il peut également 

présenter une persistance virale à court terme caractérisée par la détection de FMDV 

infectieux, d’antigènes ou d’ARN viraux résiduels, en cours d’élimination, dans 

certains tissus spécifiques. Enfin, près de 50% des ruminants deviennent infectés de 

manière persistante par le FMDV (209) (cf. Persistance du FMDV). 

ii. Buffles d’Afrique et d’Asie 

Bien qu’il s’agisse d’espèces apparentées aux bovins domestiques, les buffles d’Afrique 

et d’Asie, ne réagissent pas de la même manière en réponse à une infection par le 

FMDV. En effet, le buffle d’Afrique et d’Asie, tous deux considérés comme des 

réservoirs du virus, à la jonction entre la faune sauvage et le bétail, sont moins sensibles 

et excrètent une plus faible quantité de virus. Ils restent toutefois largement 

susceptibles d’assurer la transmission du FMDV, notamment par contact direct, 

puisque le R0 associé à une population de buffles africains est estimé comme étant 

compris entre cinq et quinze (210,211). Une infection expérimentale de buffles 

africains, a permis de montrer que la durée de la phase de pré-virémie est sensiblement 

la même que chez les bovins domestiques et que les sites de réplication primaire sont 

conservés entre le bovin domestique et le buffle (196). En revanche, il semble que la 

phase de virémie durant moins de neuf jours est donc plus courte chez le buffle (212). 

De plus, les buffles présentent des signes cliniques bien moins marqués que les bovins. 

L’infection se manifeste généralement par une courte période d’hyperthermie ainsi que 
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de petites lésions buccales et podales chez le buffle asiatique, tandis qu’elle est 

fréquemment asymptomatique chez le buffle africain, pour lequel l’infection est dite 

subclinique (213,214). Ces observations peuvent notamment être expliquées par 

certaines distinctions morphologiques et par la circulation abondante du FMDV dans 

les régions où vivent les buffles, qui sont ainsi régulièrement infectés tout au long de 

leur vie (215,216). A l’image des bovins domestiques, les buffles ont une propension 

importante à présenter une infection persistante (145,210,211) (cf. Persistance du 

FMDV).  

iii. Petits ruminants  

La pathogenèse du FMDV chez les petits ruminants tels que les ovins et les caprins est 

relativement similaire à celle observée chez les bovins domestiques. L’infection par 

inhalation d’aérosols est ainsi considérée comme le principal mode de transmission 

chez les petits ruminants, même si les infections par voie orale semblent aussi être 

efficaces (217). Le R0 au sein d’une population de petits ruminants est estimé entre un 

et quatorze (197,218). La phase d’incubation, correspondant à la réplication du FMDV 

au niveau des sites de réplication primaires que sont le palais mou dorsal et les 

amygdales palatines, dure en moyenne entre deux et huit jours (196,199). La phase 

virémique de l’infection dure de un à cinq jours chez les petits ruminants et se 

manifeste par des signes cliniques bénins à modérés rendant parfois le diagnostic 

compliqué (217,219). Le tableau clinique consiste ordinairement en une hyperthermie, 

une boiterie touchant une ou plusieurs pates et un taux d’avortement encore plus 

important que chez les bovins. Des lésions podales sont fréquemment observées chez 

les ovins, tandis que les caprins présentent davantage de lésions buccales (220). A 

l’image de ce qui a été décrit chez les veaux, les agneaux et les chevreaux succombent 

fréquemment d’insuffisance cardiaque suite à une myocardite. Malgré un R0 inférieur 

à celui des autres espèces sensibles, les petits ruminants sont considérés comme les 
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disséminateurs ou les introducteurs du FMDV. En effet, les nombreuses infections 

asymptomatiques ou non caractéristiques, difficilement détectables, associées à 

d’importants échanges de petits ruminants, moins contrôlés que les échanges de 

bovins, sont régulièrement à l’origine de l’introduction du FMDV dans des territoires 

indemnes (217).  

iv. Porcins 

De manière similaire à ce qui est observé chez les bovins, le taux de morbidité associé 

au FMDV chez les porcins peut atteindre les 100%. Le R0 au sein d’une population de 

porcs est estimé entre trente et quarante (221). Les porcins sont particulièrement 

sensibles à l’infection par voie orale résultant de la consommation d’un produit 

contaminé. En revanche, ils sont assez peu sensibles à l’infection par voie aérienne 

(196,222). Il est ainsi estimé qu’il faut six-cent fois plus de particules virales pour 

infecter un porcin par aérosol qu’un ruminant. Cette différence concernant les voies 

d’infection entre les porcins et les bovins est corrélée avec les différents sites de 

réplication. En effet, il a été montré chez le porc que le principal site de réplication n’est 

pas localisé dans le nasopharynx mais dans l’oropharynx. Il s’agit des amygdales 

oropharyngées, et plus particulièrement les cryptes épithéliales présentes sur ces 

amygdales (223). Le palais mou dorsal, structure anatomiquement continue avec les 

amygdales oropharyngées, constitue également un site de réplication important chez 

le porc. La période de pré-virémie, d’une durée moyenne de un à six jours chez le porc, 

est ordinairement plus courte que chez les ruminants (186). L’infection par le FMDV 

chez le porc se manifeste principalement par de petites lésions buccales et surtout de 

graves lésions podales, particulièrement au niveau du bourrelet coronaire, du talon et 

de l’espace interdigité. Ces vésicules douloureuses sont à l’origine de boiteries 

importantes, et peuvent même résulter en une impossibilité de déplacement de 

l’animal lorsque l’onglon se détache (224). Les porcs touchés peuvent également 
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présenter une perte d’appétit, un état léthargique, ainsi que des variations de 

température corporelle. A l’image des veaux, agneaux et chevreaux, les porcelets de 

quatorze semaines et moins sont sujets à des myocardites dues au tropisme épithélial 

du FMDV (225). Un porc atteint de fièvre aphteuse produit et excrète une quantité 

extrêmement importante de particules infectieuses. De ce fait, les porcs sont 

considérés comme des multiplicateurs du FMDV (223). En absence de complication, 

les porcs sont généralement capables d’éliminer le FMDV en moins de quinze jours. 

Contrairement aux ruminants, aucune étude n’a permis de démontrer la persistance 

de virus infectieux plus de dix-sept jours post-infection chez le porc (226,227) (cf. 

Persistance du FMDV). Alors que les travaux menés par Mezencio et al. ont mis à mal 

ce dogme en révélant des fluctuations de détection d’ARN viral pendant plus de deux-

cent cinquante jours post-infection, de nombreuses études ont depuis confirmé 

l’absence d’indice corroborant une infection persistante chez le porc (226,228). Ainsi, 

seuls des ARN viraux peuvent être détectés après plus de dix-sept jours post-infection, 

sans aucune trace de virus infectieux (229–231). Stenfeldt et al. ont confirmé ces 

observations et mis en évidence le fait que ces ARN détectés tardivement sont des 

résidus d’une infection massive chez le porc, qui sont dégradés petit à petit par 

l’organisme (226).  
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Figure 9 : Signes cliniques et lésions associés à la fièvre aphteuse. 
 Chez les bovins : a) jetage nasal ; b) bouche, lésion fraîche ; c) lésion de la langue ; d) lésion interdigitée ; e) lésions 
des mamelles. Chez les porcins : f) groin, vésicules non rompues ; g) patte, lésion avec détachement de l’onglon ; 
h) groin, lésion fraîche ; i) lésion interdigitée ; j) porc présentant des lésions sur les pattes ; chez les petits 
ruminants : k) vésicule fraîchement rompue sur la langue d’une chèvre ; l) lésion sur la langue d’un mouton ;m) 
pied de mouton avec une lésion de la bande coronaire cicatrisée ; n) lésion interdigitée chez une chèvre ; o) la 
boiterie est généralement le premier signe de la fièvre aphteuse chez les moutons. Sources : Photo A : J.-F. 
Valarcher, avec permission. Photos B à I puis K et N : EuFMD, avec autorisation. Photo J : issue de la publication 
Pozzi et al, Israel Journal of Veterinary Medicine, 2019, avec permission. Photos L et M : © Crown copyright 
[2022]. Licensed under the Open Government Licence v3.0., © UK DEFRA, avec permission. Photo o : Kitching et 
Hugues (2002), Clinical variation in foot and mouth disease: sheep and goats, doi: 10.20506/rst.21.3.1342, 
reproduit avec permission. De Sarry et al. 2022 (232). 
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Tableau 1 : Eléments de comparaison de la pathogenèse du virus de la fièvre aphteuse chez le 
bovin domestique, le buffle africain, l’ovin, le caprin et le porcin.  
N.A. : non applicable ; +/- : négligeable ; + : peu important ; ++ : important ; +++ : très important 

Espèce 
Voie 

d'infection 
majeure 

Sévérité 
des 

signes 
cliniques 

Signes cliniques 
caractéristiques 

Sites de 
réplication 

primaire 

Persistanc
e virale 

Sites de 
persistance 

Niveau 
d'excrétion 

virale 
R0 

Rôle dans la 
dissémination 

du virus 

Bovin 
domestique 

Inhalation +++ 

Ecoulement nasal 
et salivaire 
Vésicules 
buccales 

Palais mou dorsal 
Nasopharynx 

dorsal 
Oui 

Palais mou dorsal 
Nasopharynx dorsal 

++ [31;88] Révélateur 

Buffle 
Africain 

Inhalation +/- N.A. 
Palais mou dorsal 

Nasopharynx 
dorsal 

Oui 

Palais mou dorsal 
Amygdales 
pharyngées 
Amygdales 
palatines 

+ [5;15] 
Réservoir 
sauvage 

Ovin 
Inhalation 

et 
Ingestion 

+ Lésions podales 
Palais mou dorsal   

Amygdales 
palatines 

Oui 

Amygdales 
palatines 

Amygdales 
pharyngées 

 Palais mou dorsal 

++ [1;14] Disséminateur 

Caprin 
Inhalation 

et 
Ingestion 

+ Lésions buccales 
Palais mou dorsal     

Amygdales 
palatines 

Oui 

Amygdales 
palatines 

Amygdales 
pharyngées 

 Palais mou dorsal 

++ [1;14] Disséminateur 

Porcin Ingestion ++ 
Boiteries et 

lésions podales 

Amygdales 
oropharyngées 

Palais mou dorsal 
Non N.A. +++ [30;40] Amplificateur 

 

b) Persistance virale & problématiques associées  

i. Qu’est-ce que la persistance virale ?  

La persistance virale est définie comme une infection au cours de laquelle le virus n'est 

pas éliminé de l’organisme de l'hôte après l'infection primaire et reste présent à long 

terme dans l’organisme de l’hôte (233). Si cette définition est globalement acceptée au 

sein de la communauté scientifique, les limites associées à cette notion sont difficiles à 

définir. En effet, cette définition soulève certaines questions :  

- Quel est le point de transition entre l’infection primaire et l’infection à long terme ?  

- A partir de quelle durée d’infection peut-on parler d’infection à long terme ?  

- Comment caractériser la présence de virus après l’infection primaire ?  

- Tous les cas d’infections à long terme sont-ils des infections persistantes ?  

Cette partie n’a pas vocation à répondre à ces questions de manière tranchée, mais de 

remettre la notion de persistance virale dans son contexte et de discuter des différents 
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points évoqués. Premièrement, la caractérisation de la présence de virus après la phase 

d’infection primaire nécessite que l’infection primaire soit bien caractérisée. En effet, 

la distinction entre une longue infection primaire et une infection persistante est 

parfois peu évidente. Il est ainsi important de se questionner quant aux indicateurs 

permettant d’affirmer que la phase d’infection primaire est terminée. Il pourrait être 

tentant de penser que la phase d’infection primaire est toujours corrélée aux 

manifestations cliniques et/ou à la virémie. Bien que ce soit souvent le cas, il existe de 

nombreux contre-exemples. En effet, un certain nombre d’infections sont 

asymptomatiques et ne sont de fait pas liées à une manifestation clinique. C’est 

notamment le cas des infections causées par le virus de l’hépatite B (HBV, pour 

Hepatitis B virus), susceptibles d’occasionner des infections chroniques (234). Les 

infections primaires par les virus responsables de l’herpès, herpès simplex virus 

(HSV), bien que parfois asymptomatiques, peuvent conduire à des phénomènes de 

latence et de réactivation du virus à l’origine de manifestations cliniques (235,236). 

Comme précédemment indiqué, le FMDV peut également causer des infections 

asymptomatiques, chez le buffle africain notamment, rendant de fait impossible la 

distinction clinique entre la période d’infection primaire et l’infection persistante. En 

ce qui concerne la virémie, de nombreux virus persistants sont associés à des 

phénomènes de latence, à l’abri du système immunitaire, dans des tissus spécifiques, 

ne se traduisant pas par une virémie. Cependant, il existe des cas où la fin de la phase 

primaire d’infection n’est pas liée à la fin de la virémie. Il a par exemple été montré 

qu’une virémie durable pouvait être induite lors d’une infection persistante par le virus 

de l’immunodéficience simien (SIV, pour Simian Immunodeficiency virus) (237) .  

Deuxièmement, alors que la limite entre infection primaire et infection à long terme 

est difficile à définir à l’aide de paramètres cliniques, la durée d’infection pourrait être 

le facteur déterminant. Cela ne semble cependant pas être le cas puisque les durées 
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associées aux différentes infections à long terme sont extrêmement variables. Ainsi, 

alors que dans le cas d’une infection par le FMDV, l’infection persistante est définie à 

partir de vingt-huit jours post-infection, l’infection par le HBV est considérée comme 

chronique seulement après plus de six mois. Dans le cas d’une infection par le virus 

responsable du Syndrome dysgénésique et respiratoire du porc (SDRP), la forme aiguë 

de la maladie dure entre quatre et dix semaines avant de laisser place à une infection 

subclinique persistante (238,239). De même, la durée de l’infection à long terme est 

extrêmement variable, y compris au sein d’une espèce virale puisqu’elle dépend à la 

fois des caractéristiques de la souche virale, de l’hôte infecté et de l’environnement. 

Ainsi, certains virus tels que le virus varicelle-zona (VZV, pour Varicella-Zoster virus) 

peuvent persister tout au long de la vie de l’hôte sous la forme de génomes viraux non 

productifs capables de sortir ponctuellement de leur état de latence lorsqu’ils sont 

réactivés (240). D’autres virus persistent moins longtemps dans l’organisme de l’hôte. 

C’est notamment le cas du virus Nipah (NiV, pour Nipah virus). En effet, même si les 

mécanismes liés à l’infection à long terme par ce virus sont encore méconnus, des 

résurgences de la maladie ont été observées après des périodes de latence de plusieurs 

mois ou plusieurs années chez l’humain et la roussette (241). Il en est de même pour le 

virus de l'encéphalomyélite murine de Theiler (TMEV, pour Theiler’s Murine 

Encephalomyelitis virus), un picornavirus pour lequel l’infection persistante dans la 

moelle épinière dure une centaine de jours (242). En ce qui concerne le Poliovirus, 

autre picornavirus connu pour persister, il a été montré que du virus infectieux pouvait 

être détecté dans le liquide cérébro-spinal des patients pendant plusieurs semaines 

post-infection (243). La durée de l’infection persistante est encore plus courte lors de 

l’infection de porcelets par l’EMCV. Il a ainsi été montré que cette infection persistante 

pouvait ne durer que quelques jours chez les animaux ayant survécu au virus (244).  
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Troisièmement, la caractérisation de la présence virale pose également question. En 

effet, les méthodes diagnostiques varient selon les infections étudiées. En considérant 

que la persistance virale soit associée à la présence de virus infectieux, il semblerait 

pertinent de privilégier des tests permettant de détecter le virus vivant, comme c’est le 

cas pour le Senecavirus (SVV, pour Seneca Valley virus) et d’autres aphtovirus 

(245,246).  

En revanche, dans le cas de certains virus se répliquant à bas bruit dans des cellules 

spécialisées, il est parfois impossible de détecter leur présence en dehors d’un 

évènement de réactivation comme le HSV (236). Le diagnostic de certains virus comme 

les papillomavirus humains (HPV, pour Human Papilloma virus), difficilement 

cultivables in vitro, repose alors sur la détection d’ADN viral par des méthodes de 

biologie moléculaire (247). Il en est de même pour le virus Epstein-Barr (EBV, pour 

Epstein-Barr virus), qui persiste uniquement sous la forme d’ADN (248).  

Enfin, alors qu’il est souvent accepté que les infections persistantes peuvent adopter 

deux formes majeures, à savoir une infection chronique ou une infection latente, la 

distinction des différents types d’infection à long terme est peu évidente (Tableau 2). 

En effet, la clarté de ce message est obscurcie par l’utilisation du terme persistance à la 

fois comme terme générique, comme synonyme d’une infection chronique, voire pour 

parler de la présence durable de virus dans l’environnement (249,250).  

L’infection chronique est définie comme une infection à long terme au cours de laquelle 

la production de virus est ininterrompue. Il convient ici de distinguer les infections 

chroniques focales ciblant une petite fraction de la population cellulaire des infections 

chroniques diffuses moins spécialisées. Dans le premier cas, il s’agit majoritairement 

de virus lytiques qui se répliquent de manière raisonnée afin de permettre la mise en 

place d’un équilibre avec la réponse immunitaire de l’hôte. Cet équilibre permet ainsi 

au virus de survivre tout en conservant l’intégrité de son hôte et en évitant une réponse 



 67 

immunitaire massive. Cette stratégie a par exemple été adoptée par le virus de la 

rougeole (MV, pour Measles virus) (251). Dans le second cas, il s’agit majoritairement 

de virus non lytiques qui sont produits de manière continue et assez importante par les 

cellules de l’hôte. Afin de se protéger face à la réponse immunitaire de l’hôte, les virus 

tels que les rubulavirus mettent généralement en place des mesures leur permettant de 

bloquer efficacement la réponse immunitaire de l’hôte, en ciblant fréquemment les 

molécules du CMH (252).  

L’infection latente est définie comme une infection subclinique au cours de laquelle le 

génome viral persiste dans l’organisme de l’hôte, souvent dans des cellules spécialisées. 

Parmi les infections latentes, il est possible de distinguer les cas de latence stricte, où 

le virus n’a pas à dupliquer son génome durant les phases de persistance. C’est par 

exemple le cas du HSV qui s’abrite dans des cellules qui ne se divisent pas, à savoir les 

neurones (236). Aucune production de virus infectieux n’a lieu durant cette phase, 

seuls des ARN non traduits sont exprimés et servent à la réactivation ultérieure du 

virus. Les infections impliquant une intégration du virus dans le génome de la cellule 

hôte sont également fréquemment rattachées aux infections latentes. L’intégration 

rétrovirale est un processus clé du cycle de vie des rétrovirus, famille dont fait partie le 

virus de l’immunodéficience humaine (HIV, pour Human Immunodeficiency virus) 

(253). Il consiste en la rétro-transcription du génome viral en ADN double-brin qui, 

via son activité intégrase, s’intègre dans le génome de la cellule hôte, permettant, de 

fait, une transmission stable du génome et une expression durable du génome viral à 

chaque cycle cellulaire (254). Toutefois, l’infection par le HIV est également 

fréquemment considérée comme une infection chronique dans la littérature, signe 

d’une limite parfois fine entre les deux notions (255–259).  
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Tableau 2 : Caractéristiques des principaux types d’infections considérées comme persistantes. 
 - : absence ; +/- : variable ; + : non négligeable ; ++ : important 

 
Infection 

de cellules 
spécialisées 

Niveau de 
réplication 

virale 

Lyse 
cellulaire 

Réponse 
antivirale 

induite 
par le 
virus 

Exemples 
de virus 

Infection chronique 
Focale + + + + 

Virus  
de la 

Rougeole 

Diffuse - ++ - + Rubulavirus 

Infection latente 
Phase latente + - - - Virus de 

l’herpès Phase de réactivation +/- + + ++ 

Infection persistante par le FMDV + + + + / 

 

ii. Persistance du FMDV  

A l’image de nombreux virus de la famille des Picornaviridae tels que le Poliovirus, 

l’EMCV, le SVV ou encore certains virus Coxsackie (CV, pour Coxsackievirus), le 

FMDV est décrit comme pouvant persister dans l’organisme de ses hôtes (260). La 

persistance du FMDV a été mise en évidence pour la première fois chez le bovin en 

1959 lorsque Van Bekkum et al. ont identifié du virus infectieux dans le liquide 

pharyngo-œsophagien d’animaux convalescents (152). Il a depuis été démontré qu’à 

l’issue de la phase clinique, environ 50% des ruminants présentent une infection 

persistante, tandis que les porcins ne sont pas considérés comme pouvant être infectés 

de manière persistante (226). La persistance du FMDV est officiellement associée à la 

détection de virus infectieux dans un probang, i.e. prélèvement de liquide du pharynx 

et de l'œsophage, réalisé au moins vingt-huit jours post-infection (152,261). Le seuil de 

vingt-huit jours post-infection, fruit d’une convention désignée arbitrairement, est 

toutefois remis en question au regard de la pathogenèse du virus puisqu’il a 

notamment été démontré que les bovins sont capables d’éliminer totalement le FMDV 

en seulement vingt-et-un jours post-infection (207,208). La limite à partir de laquelle 

est définie la persistance du FMDV pourrait ainsi être reconsidérée afin de détecter 
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plus précocement les animaux infectés de manière persistante. A la lumière des 

définitions énoncées précédemment, la persistance du FMDV pourrait être assimilée à 

une infection chronique. En effet, même si les titres viraux issus de probang sont 

considérés comme faibles et inconstants, l’infection persistante se caractérise par une 

production continue de virus. Pour davantage de précision, cette infection pourrait 

même être considérée comme une infection chronique focale puisqu’elle a lieu 

uniquement à certains sites spécifiques et potentiellement dans des cellules spécifiques 

non identifiées pour l’heure (262). A l’image des sites de réplication primaire du virus, 

les sites de persistance diffèrent d’une espèce à l’autre (Figure 10). Des virus persistants 

ont ainsi été détectés dans les tissus nasopharyngés des bovins, en particulier au niveau 

du palais mou dorsal et dans le nasopharynx dorsal adjacent (263). Chez les buffles 

africains, les sites anatomiques de persistance du FMDV sont les amygdales palatines, 

les amygdales pharyngées et le palais mou dorsal (145). Chez les ovins, le FMDV 

persiste principalement dans les cryptes épithéliales des amygdales oropharyngées et 

laryngopharyngées, et dans une moindre mesure dans le palais mou dorsal (264). La 

durée de persistance de virus infectieux dans l’organisme de l’hôte dépend de 

nombreux facteurs dont l’espèce infectée. Elle peut atteindre neuf mois chez les petits 

ruminants, deux ans et demi chez les bovins domestiques, un an et demi chez le buffle 

asiatique et cinq ans chez le buffle africain (209,265–267). Les travaux de Maree et al. 

ont notamment mis en évidence une corrélation directe entre la durée de persistance 

du FMDV des sérotypes SAT et leur virulence chez le buffle africain. Il semblerait ainsi 

que les virus qui tuent rapidement les cellules persistent plus efficacement dans les 

cultures cellulaires (145). 
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Figure 10 : Sites de réplication et sites de persistance du virus de la fièvre aphteuse chez le bovin, 
l’ovin, le caprin et le porcin. 
 Planches d’anatomie adaptées de Atlas of Topographical Anatomy of the Domestic Animals Volume I, 1990 (268). 

 

iii. Problématiques associées à la persistance du FMDV 

Alors qu’un ruminant sur deux devient infecté de manière persistante après avoir été 

infecté par le FMDV, le nombre considérable d’animaux sensibles vivant dans les zones 

d’enzootie rend ce phénomène non négligeable. Bien que les animaux concernés soient 

considérés comme des porteurs sains, ou carriers, ils restent susceptibles d’excréter 

du virus infectieux (209). En effet, malgré une réplication virale considérée comme 

assez faible et une excrétion de virus non systématique, le grand nombre de porteurs, 

souvent en contact avec des animaux sensibles, associé à la longue durée de portage, 

constituent un risque de transmission qui n’est absolument pas négligeable (209). Ce 

risque de transmission à partir d’individus porteurs asymptomatiques représente un 

obstacle considérable au contrôle de la maladie, notamment dans les régions 

enzootiques (210,269). Cette assertion est confortée par la mise en évidence du rôle 

des animaux porteurs du FMDV dans la propagation de nouvelles souches virales. Ces 
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dernières années, il a ainsi été démontré que les porteurs sains représentent une source 

non négligeable d’émergence de nouveaux variants en abritant notamment des 

phénomènes de recombinaison et de trans-encapsidation du FMDV lorsqu’ils sont 

sujets à des co-infections ou des surinfections (131,132,134,270). Ce risque de 

contamination provenant d’animaux asymptomatiques constitue également un 

obstacle majeur au commerce du bétail. En effet, l’acquisition d’un animal porteur 

pourrait entrainer la contamination de tout un troupeau sain, causant ainsi des 

conséquences désastreuses (cf. Enjeux économiques et sociaux associés à la fièvre 

aphteuse). 

 

La persistance du FMDV est d’autant plus problématique qu’il est extrêmement 

difficile de discriminer les animaux porteurs dans la population. En effet, alors que 

l’absence de manifestation visible de l’infection ne permet pas d’établir un diagnostic 

clinique, le diagnostic sérologique ne permet pas toujours la différenciation entre les 

animaux vaccinés et ceux présentant une infection persistante (cf. Diagnostic en 

laboratoire). De plus, il n’existe pour l’heure pas de moyen d’empêcher la mise en place 

de la persistance du FMDV. Bien que la vaccination soit fréquemment utilisée dans les 

zones où circule le virus, elle n’a pas d’impact sur les phénomènes de persistance. En 

effet, la persistance du FMDV n’est pas corrélée au statut vaccinal de l’hôte puisque la 

vaccination limite les manifestations cliniques mais n’empêche pas la surinfection et la 

multiplication du virus dans l’organisme de l’hôte (cf. Vaccination).  

Plus de soixante ans après la mise en évidence de la persistance du FMDV, la lutte 

contre ce phénomène reste notamment compliquée par la mauvaise compréhension 

des mécanismes à l’origine de l’établissement et du maintien de la persistance (209).  

Les nombreuses études menées à ce sujet durant les dernières décennies ont toutefois 

permis d’avancer des hypothèses mécanistiques. Il a ainsi été proposé que le FMDV 
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soit capable de muter au cours de l’infection persistante. En effet, deux études ont 

permis d’identifier systématiquement deux substitutions d’acides aminés, affectant la 

VP1 ou VP2 de virus issus de probang d’animaux infectés de manière persistante 

(271,272). Ces résultats n’ont toutefois pas pu être consolidés puisque la plupart des 

autres études réalisées tendent à indiquer une absence de mutation systématique 

associée aux infections persistantes (208,273). Cette absence de mutation spécifique 

coïncide avec la diminution observée de la variabilité des populations virales lors de la 

phase d’infection persistante par rapport à la phase aiguë (274). Cette tendance 

pourrait notamment être expliquée par la faible pression de sélection exercée par la 

réponse immunitaire sur les virus persistants qui se répliquent majoritairement dans 

des structures de réplication intra-épithéliales (208). Il a également été suggéré que 

l’établissement de l’infection persistante par le FMDV repose sur l’existence d’un cycle 

viral non-lytique. Une telle voie de sortie du virus a notamment été associée à la 

subversion d’autophagosomes par le virus, pouvant servir de cargos de transport 

permettant l’exocytose du virus (275,276). Cette alternative potentielle au cycle viral 

classique du FMDV a aussi été liée à la libération de complexes anticorps-virus. En 

effet, il a été montré qu’après traitement d’animaux porteurs à l’aide de composés 

fluorocarbonés, supposés induire la libération de tels complexes, l’infectivité des 

prélèvements de liquides oropharyngés augmente (277,278). Il n’existe toutefois 

aucune preuve tangible concernant la mise en place d’un cycle viral non lytique et de 

son implication dans l’établissement de l’infection persistante par le FMDV. De plus, il 

a été proposé que le maintien de la persistance virale soit lié aux tissus lymphoïdes 

associés aux muqueuses (MALT, pour Mucosa-associated lymphoid tissue). Cette 

hypothèse a été supportée par la mise en évidence de preuves de la persistance du 

FMDV dans les ganglions lymphatiques et les centres germinatifs (279). Alors 

qu’aucune réplication virale n’a pu être observée dans ces structures, il se pourrait 
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qu’elles soient impliquées dans la survie de virus non réplicatifs responsables de la 

réponse immunitaire à long terme en cas d’infection persistante. Une telle hypothèse 

coïncide avec la co-localisation d’antigènes viraux 3Dpol et VP1 observée dans les 

MALT. Bien que la poursuite de ces travaux soit nécessaire pour conclure quant à cette 

hypothèse, il semblerait que les traces de virus retrouvées dans ces structures 

correspondent davantage à des produits de dégradation du virus qu’à de véritables 

formes de persistance virale (207,280). Il a également été avancé que l’infection 

persistante par le FMDV pourrait être associée à l’immunité adaptative mucosale de 

l’hôte. Cette théorie résulte de travaux ayant mis en lumière une production prolongée 

d’immunoglobulines IgA détectée dans les sécrétions orales et nasales, ainsi que dans 

le sérum des animaux porteurs, lors d’une infection persistante (207,281,282).  

Face aux difficultés rencontrées dans la mise en évidence des mécanismes de 

persistance du FMDV, il a été envisagé que ce phénomène résulte d’une combinaison 

de facteurs. Ainsi, il a notamment été proposé que le virus affecte la réponse 

immunitaire de l’hôte en induisant à la fois une sous-expression de cytokines, à 

l’origine d’une limitation du recrutement des neutrophiles, des lymphocytes T et des 

cellules dendritiques, un blocage de la liaison des cellules Natural Killer (NK) à leurs 

cibles, ainsi que la suppression de l’apoptose nécessaire à la clairance virale (283). 

Une coévolution entre le FMDV et son hôte a également pu être mise en exergue lors 

d’une infection persistante. Cette coévolution a premièrement été démontrée dans des 

fibroblastes de reins de bébé hamster (BHK21, pour Baby Hamster Kidney) par De La 

Torre et al. en 1988 (284). Au cours de l’infection, des mutations ont pu être détectées 

à la fois dans le génome cellulaire et dans le génome viral. Il a ainsi été mis en lumière 

que les cellules ont évolué pour devenir plus résistantes à la souche virale utilisée, 

tandis que le virus a évolué pour devenir plus virulent lors de l’infection de ces cellules. 

Cette coévolution a été confirmée par la suite lors d’infections en cellules primaires 
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issues de pharynx bovin par O’Donnell et al. en 2014 et dans une lignée cellulaire 

épithéliale bovine (MDBK, pour Madin-Darby Bovine Kidney) par Kopliku et al. en 

2015 (285,286). Ces dernière années, Eschbaumer et al. et Pfaff et al. ont caractérisé 

les réponses transcriptionnelles de l’hôte bovin lors d’une infection persistante par le 

FMDV, respectivement in vivo et dans un modèle in vitro (287–289). Il en résulte que 

l’infection persistante par le FMDV chez le bovin in vivo pourrait être associée à une 

altération de l'apoptose et à une suppression locale de l'immunité antivirale. De plus, 

l’utilisation du modèle in vitro a permis d’identifier des différences majeures au niveau 

de la réponse antivirale entre la phase d’infection aiguë et la phase d’infection 

persistante. En effet, il a été observé que lors de l’infection aiguë, une centaine de gènes 

stimulés par l’interféron (ISG, pour Interferon Stimulated Genes) sont surexprimés et 

que la présence d’interférons de type I est largement détectée, signes d’une réponse 

antivirale et apoptotique importante. En revanche, dans le cadre de l’infection 

persistante, après vingt-huit jours post-infection, il a été observé que de nombreux ISG 

étaient toujours surexprimés mais que la présence d’interféron ne pouvait plus être 

détectée, signes d’une réponse antivirale innée durable mais diminuée, qualifiée de 

résiduelle, et qui est inefficace pour éliminer le virus (288). La modulation de la 

réponse antivirale de l’hôte, et notamment la réponse innée, par le FMDV pourrait 

ainsi être à l’origine ou contribuer à l’établissement et/ou au maintien de l’infection 

persistante.  

c) Réponse de l’hôte & interactions FMDV  

i. Immunité innée  

Réponse interféron de type I 

De nombreux travaux portant sur la modulation de la réponse immunitaire par le 

FMDV ont été menés. Ils ont notamment permis d’identifier un très grand nombre 
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d’interactions protéines-protéines entre le virus et ses différents hôtes. Il apparait 

ainsi, qu’à l’image de la plupart des virus, le FMDV ait développé diverses stratégies 

pour contrer la réponse antivirale (290). Sachant que lors d’une infection par le FMDV, 

la réaction immunitaire de l’hôte repose en grande partie sur l’immunité innée, 

première ligne de défense de la cellule hôte, il n’est pas surprenant d’observer que la 

plupart des interactions mises en évidence concerne l’immunité innée, et plus 

particulièrement la réponse interféron de type I (42,62,86,291).  

La revue qui suit, reprend les différentes études menées au sujet des interactions 

protéiques entre le virus et la réponse interféron de type I afin de recenser ces 

interactions de la manière la plus exhaustive possible et compléter les revues 

précédemment publiées (62,86). Cette revue a également vocation à replacer ces 

interactions dans le contexte biologique de l’infection par le FMDV, du rôle des 

différentes protéines virales et de la réponse immunitaire de l’hôte. En outre, elle se 

distingue par l’angle novateur qui a été utilisé dans la conceptualisation de cette revue, 

à savoir l’attention portée aux modèles d’étude. En effet, alors que de nombreuses 

interactions protéiques entre le FMDV et son hôte ont été mises en évidence dans des 

modèles peu adaptés à l’étude du FMDV, impliquant notamment des protéines 

humaines, il nous paraissait important de s’interroger quant à la pertinence des 

observations qui en découlent.  

 

Revue : Sarry M, Vitour D, Zientara S, Bakkali Kassimi L, Blaise-Boisseau S. Foot-

and-Mouth Disease Virus: Molecular Interplays with IFN Response and 

the Importance of the Model. Viruses. 2022 Sep 27;14(10):2129. doi: 

10.3390/v14102129. PMID: 36298684; PMCID: PMC9610432.  

  



 76 



 77 



 78 



 79 



 80 



 81 



 82 



 83 



 84 



 85 



 86 



 87 



 88 



 89 



 90 



 91 



 92 



 93 



 94 



 95 



 96 



 97 



 98 



 99 



 100 



 101 



 102 



 103 



 104 



 105 



 106 



 107 



 108 



 109 



 110 



 111 



 112 



 113 



 114 

 

  



 115 

Autophagie  

Comme cela est mentionné dans la discussion de la revue présentée ci-dessus, les 

interactions protéiques entre le virus et la voie IFN de type I ne suffisent pas à expliquer 

les phénomènes de persistance du FMDV. Le virus subvertit ainsi probablement 

d’autres mécanismes de défense cellulaire en interrelation avec la voie IFN de type I, 

tels que l’autophagie et l’apoptose. A l’image de ce qui a été fait concernant les 

interactions entre le FMDV et la voie interféron, de plus en plus d’études portant sur 

les interactions entre les protéines virales et les protéines impliquées dans les 

mécanismes d’autophagie sont publiées. L’autophagie est un processus hautement 

conservé parmi les eucaryotes, constitutivement impliqué dans la dégradation partielle 

et dans le recyclage des constituants du cytosol et des organites (292). Il existe trois 

voies distinctes de l’autophagie, à savoir l’autophagie coordonnée par des protéines 

chaperonnes responsables de l’adressage de protéines du cytosol vers le lysosome, la 

micro-autophagie induisant la dégradation de fragments du cytosol par invagination 

de la membrane du lysosome et la macro-autophagie, forme principale aussi appelée 

autophagie (293,294). La macro-autophagie repose sur l’englobement de constituants, 

devenus inutiles à la cellule, dans des vésicules à double membrane, nommés 

autophagosomes (Figure 11). Ceux-ci fusionnent ensuite avec des lysosomes afin de 

former des autolysosomes où se produit la dégradation. Cette forme d’autophagie est 

notamment connue comme pouvant être stimulée lors de la détection de certains 

pathogènes par les senseurs immunitaires de l’hôte.  
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Figure 11 : Principe de fonctionnement de la macro-autophagie.  
Cette forme principale de l’autophagie repose sur l’englobement de constituants cellulaires inutiles dans des 
autophagosomes. Après fusion avec de ces derniers avec des lysosomes, les constituants cellulaires sont dégradés 
dans des autolysosomes avant d’être recyclés. Créé avec Biorender.com 

L’autophagie constitue ainsi un des moyens majeurs de dégradation des virus, mis en 

place dans le cadre de la réponse immune innée lors des phases précoces de l’infection 

(295,296). Il a par exemple été démontré chez le porc que la protéine DNAJA3 (DnaJ 

homolog subfamily A member 3) était capable d’inhiber la réplication du FMDV en 

induisant la dégradation de VP1 par la voie du lysosome (297). De même, la vimentine 

associée aux RE, a été décrite comme capable d’inhiber la réplication virale en bloquant 

l’activité de la protéine virale 3A (298). L’une des preuves les plus évidentes dénotant 

de l’importance de l’autophagie dans la réponse antivirale est probablement le nombre 

important de mécanismes d’évasion et de subversion développés par les virus pour y 

échapper. C’est notamment le cas des picornavirus et particulièrement du FMDV, pour 

lesquels de nombreuses interactions entre leurs protéines virales et les protéines de 
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l’autophagie sont décrites (299). Il semblerait même que certaines de ces interactions 

soient essentielles à la réplication virale. En effet, d’important faisceaux de 

présomption existent au sujet du lien entre la formation des complexes de réplication 

des picornavirus et l’autophagie. Il a ainsi été mis en évidence par Gladue et al. que la 

protéine 2C du FMDV, impliquée dans le remodelage des membranes de l’hôte, était 

capable d’interagir avec la protéine Beclin-1 (300). De cette interaction physique 

résultent deux conséquences majeures, à savoir une stimulation de l’activité 

d’initiation des autophagosomes médiée par Beclin-1, et une inhibition de son rôle 

dans la fusion des autophagosomes avec les lysosomes. Le remodelage membranaire 

associé à l’augmentation du nombre d’autophagosomes produits, permet au virus de 

s’abriter au sein de ces organelles, tandis que le blocage de la fusion des 

autophagosomes aux lysosomes empêche la dégradation des virus qui y sont contenus.  

L’interaction entre Lpro et TBK1 (TANK-binding kinase 1) pourrait également 

intervenir dans la formation des complexes de réplication (301). En effet, le clivage de 

TBK1 médié par la protéase virale pourrait bloquer l’activité kinase de TBK1 et ainsi 

empêcher la phosphorylation de la protéine d’autophagie LC3 (Microtubule-

associated protein 1 light chain 3), impliquée dans la maturation des autophagosomes.  

D’autres interactions peuvent également faciliter la réplication du FMDV telles que 3A-

LRRC25 (Leucine-rich repeat-containing protein 25), 3C-ATG5 (Autophagy 

related 5) et ATG12 ou encore VP2- eIF2α-ATF4 (Activating transcription factor 4) 

(68,302,303).  

Il parait à travers ces quelques exemples que, tout comme la voie IFN de type I, les 

mécanismes de l’autophagie peuvent tantôt être favorables à la réplication et à la 

prolifération du FMDV et tantôt lui être défavorables. Les interactions protéiques entre 

le FMDV et la cellule hôte permettent ainsi la mise en place d’un système de 
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modulation particulièrement fin afin de permettre au virus de se développer sans 

entrainer ni mort cellulaire trop rapide, ni réponse immunitaire trop massive.  

 

Apoptose  

Un constat similaire peut être fait au sujet des mécanismes de mort cellulaire 

programmés tels que l’apoptose (299). En effet, ce phénomène hautement conservé au 

cours de l’évolution, reposant sur la dégradation progressive des cellules par des 

caspases, est impliqué dans la réponse antivirale de l’hôte, à des phases plus tardives 

de l’infection par rapport à l’autophagie. Il est parfaitement adapté à la lutte contre les 

agents pathogènes puisqu’il n’induit pas le déversement du contenu cellulaire vers 

l’extérieur, évitant ainsi l’activation de l’inflammation et la propagation des pathogènes 

présents dans la cellule (304). Cependant, même si la littérature n’est pas très fournie 

à ce sujet, le FMDV, comme de nombreux autres virus, a su développer des mécanismes 

de subversion de l’apoptose qui lui sont très utiles. Le FMDV se sert notamment du 

phénomène d’apoptose pour induire la dégradation de multiples protéines cellulaires 

possédant un effet néfaste pour sa réplication. Ainsi, la dégradation de MAVS 

(Mitochondrial Antiviral Signalling protein), protéine clé de la réponse IFN de type I, 

est dégradée par un mécanisme ubiquitine-dépendant suite à l’interaction entre le 

précurseur VP0 et PCBP2 (Poly(rC)-binding Protein 2) (305). Il en est de même pour 

la dégradation de DDX21 (Nucleolar RNA helicase 2) médiée par 2B (306). De manière 

intéressante, il a été montré que lorsque sa dégradation est médiée par 2C ou 3C, et 

non 2B, DDX21 est éliminée par la voie de l’autophagie, montrant la complémentarité 

de ces différentes voies cellulaires. A l’inverse, il arrive que le FMDV bloque l’activation 

de l’apoptose lorsque celle-ci ne lui est pas favorable. C’est notamment le cas de 

l’interaction de VP4 et de 2B avec NME1 (Nucleoside diphosphate kinase A), qui a pour 
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but d’empêcher la stimulation de l’activité pro-apoptotique du facteur p53 médiée par 

NME1, en induisant la dégradation de ce dernier par la voie du lysosome (307). A 

l’image de son rôle dans la subversion de la réponse IFN de type I et de l’autophagie, la 

protéine 2C du FMDV agit également comme un régulateur majeur de l’apoptose, 

notamment via son interaction avec Nmi (N-myc and STAT interacting), responsable 

de l’induction de l’apoptose (308). Cette protéine semble ainsi occuper un rôle global 

dans l’instauration d’un équilibre entre le FMDV et son hôte.  

ii. Immunité adaptative  

Lors d’une infection, la réponse immunitaire innée se prolonge par la mise en place de 

l’immunité adaptative notamment activée par la réponse inflammatoire de l’hôte et la 

détection de pathogènes par les TLR (Toll-Like Receptors) (309). Dans le cas d’une 

infection par le FMDV, la réponse humorale est rapidement déclenchée, aboutissant à 

la production d’anticorps dirigés spécifiquement contre le virus. Chez les bovins, 

l’infection se traduit par la production d’IgM anti-FMDV dès trois jours post-infection 

au niveau du ganglion lymphatique (310). Cette production rapide fait des IgM le 

principal composant de l’activité neutralisante durant les premiers jours de l’infection. 

La concentration de ces anticorps circulants, synthétisés par les lymphocytes B, est 

maximale entre quatre et quatorze jours post-infection, puis décline jusqu’à revenir à 

un niveau basal après plus de cinquante jours post-infection. Des quantités 

importantes d’IgG, notamment des IgG1 et IgG2, peuvent également être détectées à 

partir de quatre jours post-infection. La concentration maximale de ces anticorps 

sécrétés par les plasmocytes est atteinte après quatorze jours chez les bovins (311,312). 

Comme c’est le cas pour la plupart des infections, la détection du FMDV par 

l’organisme entraine une production plus tardive d’IgA, immunoglobulines à l’action 

locale, principalement situées au niveau des muqueuses. Les IgA ne sont ainsi 

détectées qu’à partir de sept jours lors d’une infection par le FMDV (313). Le pic de 



 120 

production d’IgA est généralement associé au pic d’IgG, puis décline progressivement. 

Il est intéressant de noter qu’un second pic de production d’IgA a été décrit après vingt-

huit jours post-infection chez les animaux infectés de manière persistante, signe que 

l’immunité adaptative pourrait également être modulée par le virus pour assurer le 

maintien de l’infection persistante (314). De nombreux travaux portant sur les 

interactions entre le FMDV et l’immunité adaptative ont été menés. Il a ainsi été 

démontré que le FMDV pouvait échapper à la réponse immunitaire de l’hôte en 

inhibant l’élimination des cellules infectées par les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+). 

Cette inhibition est due, d’une part, à l’infection non lytique de cellules présentatrices 

d’antigènes telles que les macrophages et les cellules dendritiques (290,315,316). Ces 

cellules impliquées dans la transition entre l’immunité innée et l’immunité adaptative, 

sont connues comme pouvant être détournées et pouvant servir de structures de 

réplication à certains virus dont le FMDV (317). L’infection des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes, cellules produisant de grandes quantité d’IFNα, semble être facilitée 

par une faible concentration d’anticorps spécifiques (318). En effet, il a été montré que 

lors de la phase précoce de l’infection, le niveau d’anticorps spécifiques du FMDV est 

trop faible pour induire une protection contre le virus mais suffit à son opsonisation 

par les cellules dendritiques, nécessaire à l’infection (319,320). Le FMDV est ainsi 

capable de perturber la réponse immunitaire médiée par les cellules présentatrices d’ 

antigènes, entrainant une immunité sous-optimale et un retard des réponses 

spécifiques par les lymphocytes, favorisant de fait sa réplication (321). Un rôle des 

cellules dendritiques et macrophages infectés dans la dissémination du FMDV a 

également été mis en évidence lors de leur circulation dans l’organisme de l’hôte (315). 

L’infection des monocytes par le FMDV induit également une stimulation de la 

production d’interleukines-10 (IL-10) (86,322). La sécrétion d’IL-10 est à l’origine 

d’une réduction de l’activité des lymphocytes T et semble impliquée dans la 
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lymphopénie observée lors des phases précoces de l’infection (323). En effet, il a été 

montré lors d’infections expérimentales chez la souris, que le taux d’IL-10 était corrélé 

à la diminution de la quantité de lymphocytes T auxiliaires (CD4+) et CD8+, de 

lymphocytes B et de cellules NK (324). Ces travaux ont également mis en lumière le 

fait que la quantité d’IL-10 et de lymphocytes étaient associés à la gravité des signes 

cliniques observés chez les souris. Ce constat peut notamment être expliqué par la 

facilitation de la propagation systémique du virus due à la lymphopénie. La stimulation 

de la production d’IL-10 induit également l’inhibition du CMH-II, complexe occupant 

une place prépondérante dans le déclenchement des réponses immunitaires de l’hôte, 

la clairance virale et l’induction d’une immunité protectrice (325).  

D’autre part, le FMDV est capable d’induire l’inhibition de l’activité des lymphocytes T 

en les infectant, créant de fait un état immunosuppressif permettant au virus de se 

répliquer (326). Tandis qu’il a été montré que le sérotype C du FMDV était capable 

d’infecter puis d’induire la lyse des lymphocytes, plusieurs souches du sérotype O n’ont 

pas permis la mise en place d’une infection productive (327). Les mêmes observations 

ont été rapportées au sujet des lymphocytes B. L’activité des lymphocytes T est 

également perturbée suite au blocage du système de sécrétion du CMH-I médié par les 

protéines virales 2B et 2C (93). En effet, le récepteur situé sur la membrane des cellules 

T reconnait les antigènes se liant aux molécules du CMH-I. Le blocage du CMH-I 

empêche ainsi la reconnaissance des cellules présentatrices d’antigènes nécessaire à la 

destruction des cellules infectées (328).  

Le blocage du CMH-I par le FMDV au cours de l’infection est par ailleurs responsable 

de l’activation de cellules NK (329). Ces cellules, à l’interface entre la réponse 

immunitaire innée et la réponse adaptative, produisent des cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IFNγ ainsi que des molécules cytolytiques comme la 

perforine, induisent l’apoptose des cellules infectées et interagissent avec les cellules 
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dendritiques afin d’influencer la polarisation des lymphocytes T (330). En revanche, il 

a été démontré chez le porc que les cellules NK deviennent peu à peu dysfonctionnelles 

lors d’une infection par le FMDV. Ainsi, au stade aiguë de l’infection, l’activité pro-

inflammatoire et cytolytique des cellules NK est presque entièrement inhibée suite à 

une interruption de la production de cytokines et de perforine, tandis que la sécrétion 

d’IFNγ est fortement réduite (331). De plus, il a été montré que l’inhibition des cellules 

NK par le FMDV était corrélée à une augmentation des titres viraux, démontrant ainsi 

l’importance de ce phénomène dans l’échappement du virus à l’immunité innée et 

adaptative (332).  

A l’image des interactions entre le FMDV et la réponse immunitaire innée, les divers 

mécanismes de subversion de la réponse immunitaire adaptative pourraient également 

participer à l’établissement et au maintien de la persistance virale dans l’organisme de 

l’hôte. Il est ainsi envisageable, lors d’une infection persistante, que le virus survive et 

se réplique à bas bruit dans les cellules de l’immunité telles que les macrophages ou les 

lymphocytes afin d’échapper aux senseurs immunitaires. De tels phénomènes 

pourraient notamment être localisés dans les MALT et plus particulièrement aux tissus 

lymphoïdes associés au nasopharynx (NALT, pour Nasopharyng-associated lymphoid 

tissue) (263,323,333). Les MALT sont des tissus localisés à proximité des épithéliums 

et composés d’une grande quantité de lymphocytes T et B, ainsi que de plasmocytes et 

de macrophages, où du FMDV persistant a déjà été détecté (207,334).  
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IV. Méthodes de lutte contre la fièvre aphteuse 

 

Figure 12 : Prophylaxie de la fièvre aphteuse. 
De Sarry et al. 2022. (232). Crée avec Biorender.com. 

 

1) Prophylaxie sanitaire 

a) Coordination internationale 

La lutte contre la fièvre aphteuse s’articule en grande partie autour d’un réseau de lutte 

à différentes échelles : internationale, continentale, nationale et régionale. Le partage 

d’informations en temps réel et la coordination des moyens de lutte contre la fièvre 

aphteuse au niveau international sont régis par l’OMSA et la FAO. Afin de faciliter les 

échanges et l’harmonisation des méthodes de diagnostic à travers le monde, ces deux 

organisations ont mis en place, en 2004, un réseau des Laboratoires de Référence pour 

la fièvre aphteuse (OMSA/FAO FMDV Reference Laboratories) regroupant seize 

laboratoires centraux basés au Canada, aux Etats-Unis, au Brésil, en Argentine, au 

Botswana, en Afrique du Sud, en Chine, en Corée du Sud, en Inde, en Thaïlande, en 
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Russie, en Italie, au Royaume-Uni, aux Pays-Bas, en Belgique et en France, ainsi que 

six laboratoires affiliés situés en Turquie, au Sénégal, au Nigéria, en Ethiopie, au Kenya 

et en Australie (335). La fièvre aphteuse fait partie des maladies répertoriées dans la 

Liste des maladies majeures de l’OMSA et doit faire l’objet de notifications obligatoires 

auprès de l’organisation lorsqu’elle est détectée dans un des pays membres. De plus, 

l’OMSA a établi une procédure permettant la reconnaissance officielle du statut 

indemne des pays membres vis-à-vis de la maladie. Un pays n’ayant pas recensé de cas 

de fièvre aphteuse durant une période définie et étant en capacité de prouver 

l’existence d’un réseau de surveillance et de contrôle adapté peut ainsi déposer un 

dossier auprès des autorités compétentes afin de voir son statut indemne être 

officiellement reconnu. Alors qu’une centaine de pays ne sont pas encore exempts de 

fièvre aphteuse, l’OMSA, associée à la FAO, a dévoilé en 2009 un plan de lutte visant à 

éradiquer la maladie au niveau mondial sur le modèle du programme d’éradication de 

la peste bovine déjà mis en place (188). Dans cette optique, les deux organisations ont 

notamment participé à l’amélioration des services vétérinaires, à la mise en place de 

financements, à l’instauration de stratégies de vaccination ainsi qu’à la construction de 

laboratoires et d’unités de production de vaccins dans les pays du sud (336). Dans la 

plupart des cas, la production de vaccins n’a cependant pas perduré du fait d’un 

manque de financements nationaux et de soucis structurels. Face aux nombreux 

obstacles rencontrés, la politique mondiale contre la fièvre aphteuse affiche désormais 

l’ambition de contrôler efficacement la maladie avant de pouvoir l’éradiquer 

complètement. D’autres réseaux collaboratifs tels que l’alliance globale pour la 

recherche contre la fièvre aphteuse (GFRA, pour Global Foot-and-Mouth Research 

Alliance), fondée en 2003 par le département de l’Agriculture des Etats-Unis, 

participent également activement à la lutte contre cette maladie. 
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Des réseaux régionaux sont également impliqués dans la coordination de la lutte contre 

la fièvre aphteuse. C’est notamment le cas de la commission européenne de contrôle et 

de lutte contre la fièvre aphteuse (EuFMD, pour European Commission for the Control 

of Foot-and-Mouth Disease), fondée en 1954 par la FAO et aujourd’hui administrée 

par la Commission Européenne. L’EuFMD, comptant trente-neuf pays membres, joue 

un rôle majeur dans la réduction des risques d’introduction de la fièvre aphteuse et 

d’autres maladies transfrontalières, dans la préparation à la gestion d’épizooties et 

dans l’approvisionnement en vaccins efficaces, renforçant ainsi la stratégie de lutte 

mondiale via l’organisation de formations et le financement de projets de recherche 

(337). Au niveau national, l’EuFMD est soutenue par les Laboratoires Nationaux de 

Référence (LNR) qui exercent des activités d’épidémiosurveillance, de diagnostic et de 

recherche au sujet de la fièvre aphteuse et des maladies apparentées.  

b) Epidémiosurveillance et contrôle des importations 

Que ce soit à l’échelle internationale, régionale ou nationale, les laboratoires de 

référence sont impliqués dans la production et le partage de données 

épidémiologiques. Cette surveillance constitue un point majeur dans la lutte globale 

menée contre la fièvre aphteuse puisqu’elle permet de distinguer les zones indemnes 

des zones affectées par la maladie (338). La connaissance des zones à risques permet 

notamment d’adapter la stratégie concernant les importations d’animaux vivants ou de 

produits d’origine animale. Des dispositions peuvent ainsi être prises, allant d’une 

demande de sérologie négative avant import, à un embargo total, en passant par une 

mise en quarantaine des importations, en fonction du niveau de risque associé au pays 

d’origine et à la nature de l’import (28,339). Dans le cas de l’import de bétail, source à 

risque élevé de contamination, une période de quarantaine doit généralement être 

respectée avant qu’il ne soit intégré à un troupeau. Les études épidémiologiques 
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menées permettent également de connaitre les souches de virus circulant à travers le 

monde. Ces connaissances sont primordiales à l’adaptation des stratégies de 

vaccination dans les régions endémiques étant donné l’absence d’immunité croisée 

entre les différents sérotypes du FMDV (340) (cf. Vaccination). Elles permettent 

également une meilleure compréhension des dynamiques d’évolution et de 

déplacement des différentes souches virales. Comme pour de nombreux autres 

pathogènes, il est ainsi possible de corréler l’émergence ou la réémergence de certaines 

souches dans certaines régions à des facteurs humains ou encore géographiques, 

constituant le socio-pathosystème (341,342).  

En cas d’introduction de fièvre aphteuse dans un pays indemne, l’épidémiosurveillance 

joue également un rôle très important (343). En effet, lorsqu’elle est associée à une 

identification et à une traçabilité efficace des animaux, elle permet généralement de 

retrouver l’origine de l’introduction ainsi que les animaux ayant été en contact récent 

avec le foyer identifié, permettant, de fait, une prise en charge rapide de ces derniers 

(344).  

2) Gestion des cas de suspicion 

a) Protocole d’alerte en cas de suspicion 

En cas de suspicion d’un cas de fièvre aphteuse sur le territoire français, l’éleveur, 

sensibilisé aux risques liés à la maladie, est tenu de contacter son vétérinaire de 

proximité et de lui faire part de sa suspicion (Figure 13). Le praticien doit alors prendre 

des mesures de biosécurité pour pénétrer dans l’exploitation, effectuer un examen 

clinique des animaux et prévenir en urgence les Services vétérinaires via leur numéro 

d’urgence. Ces derniers, en collaboration avec un vétérinaire spécialiste, membre de la 

cellule d’alerte, décident ensuite de confirmer ou d’infirmer la suspicion clinique. Dans 

le cas où la suspicion est confirmée, l’exploitation concernée est immédiatement placée 
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sous arrêté préfectoral de mise sous surveillance. De plus, une zone de contrôle 

temporaire peut être mise en place aux alentours de l’exploitation pendant soixante-

douze heures. Le vétérinaire praticien recense alors toutes les espèces animales 

présentes au sein de l’exploitation et réalise les prélèvements nécessaires au diagnostic 

de la fièvre aphteuse. Pour les animaux présentant des signes cliniques, les échantillons 

préférentiels sont le liquide vésiculaire et l'épithélium provenant de vésicules non 

rompues (261). Dans le cas contraire, des échantillons de salive, de lait ou de sérum 

ainsi que des écouvillons pharyngés peuvent être récoltés. Si de jeunes animaux sont 

décédés au sein de l’exploitation concernée, il est également possible de prélever leur 

muscle cardiaque. Des travaux récents, relatifs à la nouvelle Loi de Santé Animale 

parue en 2021, ont indiqué que pour une efficacité maximale, les prélèvements doivent 

porter principalement sur les animaux présentant des signes cliniques de la fièvre 

aphteuse (345). Il a été estimé que, pour détecter un animal infecté au sein d’un 

troupeau naïf, à un intervalle de confiance de 95%, le prélèvement d’épithélium 

provenant de lésions d’au moins quatre animaux est nécessaire chez le bovin et le 

porcin, contre sept à huit prélèvements chez les ovins et les caprins. Une fois les 

prélèvements réalisés, ils doivent être envoyés au plus vite vers le LNR pour 

l’établissement d’un diagnostic. Le FMDV étant sensible à la température et surtout 

aux pH acides et basiques, les échantillons doivent être réfrigérés et transportés dans 

un milieu tamponné à pH7.2-7.6 spécifique (346). Conformément aux règles de 

biosécurité en vigueur, les échantillons potentiellement infectés doivent être 

transportés dans un triple emballage dans des conteneurs dédiés et doivent être 

acheminés par des transporteurs agrées (347).  
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Figure 13 : Dispositif d’alerte français en cas de suspicion de fièvre aphteuse.  
LNR : laboratoire national de référence. Adapté de Sarry et al. 2022 (232). Créé avec Biorender.com. 

 

b) Méthodes de diagnostic 

i. Diagnostic de terrain 

Bien que le diagnostic clinique ne soit pas suffisant pour confirmer un cas de fièvre 

aphteuse, le terrain reste une source d’informations non négligeable. En effet, 

l’identification de signes cliniques tels qu’une baisse de la production laitière, un 

affaiblissement de l’animal associé à une hyperthermie, une hypersalivation, une 

boiterie, et l’apparition d'aphtes sont des signes évocateurs de la fièvre aphteuse. Ces 

manifestations cliniques peuvent toutefois être dus à d’autres maladies similaires pour 

lequel le diagnostic différentiel ne peut être réalisé qu’en laboratoire. Il existe ainsi 
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plusieurs maladies pouvant ressembler cliniquement à la fièvre aphteuse, telles que la 

stomatite vésiculeuse, l’exanthème vésiculeux, la maladie vésiculeuse du porc ou 

encore une infection au SVV. Le diagnostic clinique peut également permettre la 

datation des lésions, information pouvant se révéler extrêmement utile dans la 

détermination de l’origine de l’infection (348). La connaissance de cas de fièvre 

aphteuse dans les exploitations à proximité ou en relation avec les animaux suspectés, 

additionnée aux signes cliniques de la maladie peut aider à poser le diagnostic avant 

même la réalisation des analyses en laboratoire. En cas de mortalité chez les jeunes 

animaux, l’autopsie peut se révéler être un excellent moyen de diagnostic de la fièvre 

aphteuse. En effet, les lésions cardiaques associées à l’infection chez les jeunes 

ruminants sont assez spécifiques à la fièvre aphteuse (349).  

En outre, il existe également des outils de diagnostic pouvant être utilisés directement 

sur le terrain. En effet, l’utilisation de test de détection rapides permet d’obtenir, 

directement à la ferme, une indication quant à la présence ou l’absence de FMDV dans 

un troupeau (350). La facilité de transport et le coût relativement limité de ces tests 

rapides par rapport aux analyses en laboratoire rend notamment possible leur 

utilisation dans des zones reculées depuis lesquels le transport d’échantillons n’est pas 

toujours aisé. Ces tests ne présentent toutefois pas la sensibilité suffisante pour établir 

un diagnostic définitif et doivent être complétés par des analyses approfondies. De 

plus, Romey et al. ont montré que ces dispositifs de test rapide, chargés avec un 

échantillon positif pour la fièvre aphteuse, peuvent être ensuite inactivés par 

immersion dans de l’acide citrique, rendant ainsi possible leur envoi à moindre coût 

vers les laboratoires de référence (351).  

ii. Diagnostic en laboratoire 

Une fois les échantillons acheminés vers le laboratoire de référence national, ils sont 

pris en charge en urgence 24h/24 et 7j/7. Le diagnostic de la fièvre aphteuse repose à 
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la fois sur un diagnostic virologique, moléculaire et sérologique et dépend grandement 

de la nature et de la qualité des prélèvements (352). Dans le cas où ces derniers ont été 

réalisés et transportés de manière optimale, le diagnostic en laboratoire est très rapide. 

En effet, les premiers résultats préliminaires peuvent être fournis en moins de six 

heures. Ces résultats préliminaires reposent principalement sur la détection d’ARN 

viral par RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) en temps réel. 

Cette méthode sensible et spécifique permet de détecter le génome de tous les 

sérotypes du FMDV (353). La recherche d’ARN viral est complétée par la détection des 

protéines virales par ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de capture 

d’antigène permettant l’identification du sérotype de manière assez rapide (354,355). 

Des isolements viraux sur cellules sensibles peuvent également être réalisés afin de 

déterminer la présence ou non de virus infectieux (356). Ainsi, si du virus infectieux 

est présent dans les échantillons à analyser, il se réplique dans les cellules, induisant 

un effet cytopathique (ECP) visible entre six et quarante-huit heures post inoculation. 

En fonction de la charge virale de l’échantillon, un deuxième passage sur cellules peut 

être réalisé. Après isolement, la présence de FMDV est confirmée par rtRT-PCR et/ou 

ELISA de capture antigène. Une fois la présence de FMDV confirmée, il est nécessaire 

de caractériser la souche à l’origine de l’infection. Pour cela, des RT-PCR sérotype-

spécifiques sont réalisées en association à du séquençage et à une analyse 

phylogénétique. Le séquençage du gène VP1 permet notamment de déterminer le 

sérotype ainsi que le topotype de la souche virale (357). Les animaux infectés peuvent 

également être identifiés par la détection d’anticorps dirigés contre les protéines non 

structurales par test ELISA (358,359). Des tests de séroneutralisation peuvent 

également être effectués sur cellules sensibles afin de vérifier si des anticorps présents 

dans le sérum testé bloquent la réplication virale. Si tel est le cas, aucun ECP n’est 

observé. Ordinairement, ces différents types de méthodes de diagnostic sont associés 
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afin de garantir une détection optimale et la caractérisation moléculaire de la souche 

identifiée (360). 

c) Dispositif de lutte en cas d’épizootie  

Au sein des pays membres de l’OMSA, lorsqu’un cas de fièvre aphteuse est confirmé 

après diagnostic en laboratoire, il doit être déclaré aux autorités compétentes. Le pays 

concerné doit également mettre en place un plan d’urgence adapté pour faire face à la 

maladie. Le plan d’urgence est propre à chaque pays. Cependant, au sein de l’Union 

Européenne, des mesures minimales à mettre en place sont définies dans la Loi de 

Santé Animale parue en 2021. Ainsi, en France, si un cas est confirmé, tous les animaux 

sensibles de la propriété sont abattus sur place. Ceux-ci sont ensuite envoyés à 

l’équarrissage, puis les cadavres sont incinérés ou enfouis avec de la chaux pour réduire 

au maximum les risques de contamination. L’éleveur, qui sera indemnisé par l’état 

pour les pertes subies, doit immédiatement procéder à une désinfection totale de son 

exploitation, qui sera suivie par une autre désinfection une fois l’exploitation 

entièrement nettoyée et une troisième quinze jours après. Dès la déclaration du cas 

effective, une zone réglementée est mise en place par la préfecture autour du foyer, 

comprenant une zone de protection de trois kilomètres de rayon à l’intérieur de 

laquelle aucun mouvement, ni humain ni animal, n’est autorisé, ainsi qu’une zone de 

surveillance de sept kilomètres de rayon dans laquelle les rassemblements ainsi que la 

sortie d’animaux sont interdits. Si d’autres foyers sont déclarés à proximité, la zone 

réglementée est étendue tandis que des mesures complémentaires peuvent être 

appliquées. Il est ainsi possible de procéder à la dépopulation préventive des espèces 

sensibles ayant un lien géographique ou épidémiologique avec les foyers détectés ou à 

la vaccination en anneau autour des foyers avec des vaccins DIVA (Differenciating 

Infected from Vaccinated Animals) hautement purifiés, permettant de différencier les 
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animaux vaccinés des animaux infectés. L’OMSA propose plusieurs stratégies pour 

l’éradication de la fièvre aphteuse, reposant sur un abattage sanitaire strict tel qu’utilisé 

au Royaume-Uni en 2001, un abattage sanitaire associé à une vaccination d’urgence 

suivie de l’abattage des animaux vaccinés comme ce fut le cas au Japon en 2010, un 

abattage sanitaire associé à une vaccination d’urgence tel que cela é été le cas en Corée 

du Sud en 2010 et 2011, ou encore une vaccination d’urgence sans abattage comme ce 

fut le cas en Equateur en 2011 (361–364). Les stratégies de lutte impliquant la 

vaccination d’urgence sont rarement utilisées dans les pays occidentaux, notamment 

ceux de l’Union Européenne puisque le statut indemne vis-à-vis de la fièvre aphteuse 

ne peut être recouvré qu’au moins six mois après la fin du protocole de vaccination ou 

trois mois après l’abattage du dernier animal vacciné, ce qui représente une période 

plus longue que les trois mois suivant le dernier cas confirmé en cas d’éradication sans 

recours à la vaccination.  

3) Vaccination  

La vaccination n’est plus pratiquée, voire plus autorisée, dans la plupart des pays 

possédant le statut indemne de fièvre aphteuse. Elle constitue cependant un moyen de 

lutte largement répandu dans les pays touchés de manière endémique ou sporadique, 

et désireux de lutter contre cette maladie.  

Le vaccin dirigé contre la fièvre aphteuse, parmi les premiers vaccins développés en 

santé animale, consiste traditionnellement en un virus inactivé (365). La mise au point 

d’un tel vaccin repose notamment sur les travaux de Vallée, Carré et Rinjard, qui, dès 

1926, ont démontré que les virus provenant d’épithéliums linguaux de bovins infectés 

pouvaient être inactivés par traitement au formol (366). Ces travaux, couplés à ceux de 

Schmidt portant sur l’adsorbabilité du FMDV sur hydroxyde d'aluminium, ainsi qu’à 

ceux de Waldmann et Köbe au sujet de l’immunisation active des bovins contre la fièvre 
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aphteuse, ont permis d’obtenir un virus inactivé au formol, adsorbé sur hydroxyde 

d'aluminium et chauffé, pouvant servir à l’immunisation du bétail (367,368).  

Au cours du XXe siècle, plusieurs épizooties ont pu être directement rattachées à des 

souches vaccinales incomplètement inactivées (369). Afin de pallier ce problème 

d’inactivation, le formol a été remplacé par l’éthylèneimine binaire (BEI, pour Binary 

Ethylenimine) plus efficace (370). L’utilisation de ces vaccins, produits en cellules de 

hamster, a grandement permis d’endiguer la prolifération de la fièvre aphteuse. Alors 

que l’immunité conférée par les vaccins adsorbés sur hydroxyde d'aluminium était 

satisfaisante chez les bovins ainsi que chez les petits ruminants, des difficultés ont été 

rapportées concernant le contrôle des foyers de fièvre aphteuse chez les porcs, 

notamment en Allemagne et aux Pays-Bas (371). De nouvelles méthodes 

d’adjuvantation ont alors été testées telles que l’émulsion d’eau dans l’huile, conférant 

une protection satisfaisante chez le porc et les ruminants (372,373). Aujourd’hui 

encore, la plupart des vaccins dirigés contre la fièvre aphteuse commercialisés dans le 

monde consistent en des virus inactivés au BEI, plus ou moins purifiés, et adjuvantés 

(374). La purification des vaccins consiste à concentrer les particules virales et à 

éliminer les protéines non structurales du FMDV (261). Cette étape est nécessaire à la 

distinction des animaux vaccinés par rapport aux animaux naturellement infectés et 

ne présentant pas de signes cliniques (concept DIVA) (375). Cette distinction repose 

sur l’utilisation de tests sérologiques permettant la détection des anticorps dirigés 

contre les protéines non structurales, notamment le précurseur 3ABC (376). Ainsi, 

seuls les vaccins hautement purifiés garantissent une distinction ultérieure entre un 

animal vacciné, présentant uniquement des anticorps dirigés contre les protéines 

structurales du FMDV, et un animal infecté, présentant à la fois des anticorps dirigés 

contre les protéines structurales et non structurales du virus.  
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La faible conservation intersérotypique, voire intrasérotypique des épitopes du FMDV, 

à l’origine de l’absence de protection croisée entre les différents sérotypes, implique 

une adaptation constante des vaccins aux souches de terrain (377). En effet, si la 

plupart des vaccins commercialisés sont des vaccins multivalents, i.e. composés de 

plusieurs souches virales, leur nombre reste limité. La surveillance épidémiologique 

constitue ainsi un facteur primordial dans l’élaboration d’une stratégie vaccinale 

adaptée. Il existe également des analyses sérologiques de concordance vaccinale 

(Vaccine matching en anglais), reposant notamment sur des test ELISA réalisés à 

partir d’isolats de terrain visant à déterminer quelles souches vaccinales devraient être 

utilisées sur un territoire donné (378). Lors de l’incursion d’une nouvelle souche, et a 

fortiori d’un nouveau sérotype dans une région, comme ce fut le cas du sérotype SAT2 

détecté pour la première fois en Iraq et en Jordanie début 2023, la capacité de réaction 

des pouvoirs publics et des producteurs de vaccins est essentielle afin d’endiguer 

l’épizootie en déterminant les souches vaccinales à utiliser et en les distribuant au plus 

vite (21).  

Bien que la vaccination contre la fièvre aphteuse, en association avec d’autres 

méthodes de lutte, ait contribué à l’éradication de la maladie dans de nombreuses 

régions du globe, les vaccins couramment utilisés présentent des limites non 

négligeables (379). En effet, si la vaccination prévient l’apparition des manifestations 

cliniques, elle n’empêche pas complètement une surinfection et la multiplication du 

virus dans l’organisme hôte, et n’impacte pas l’établissement d’une infection 

persistante (66,380). Elle ne bloque pas non plus les phénomènes de recombinaison et 

d’encapsidation hétérologue à l’origine de nouveaux variants pouvant potentiellement 

échapper aux anticorps vaccinaux (132,134). Par ailleurs, il a été montré que les vaccins 

actuellement utilisés n’induisent qu’une réponse immunitaire incomplète. En effet, 

alors que des IgA, IgM et IgG spécifiques du FMDV sont rapidement détectés dans le 
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sérum d’un animal infecté, la vaccination n’entraine qu’une réponse IgM et IgG et pas 

de réponse IgA, signe d’une immunité mucosale déficiente (310,313). En attendant de 

développer des vaccins induisant une réponse immunitaire complète, il a été suggéré 

de se servir de l’absence d’IgA chez les animaux vaccinés afin de différencier les 

animaux vaccinés des animaux porteurs du virus. Ainsi, la recherche d’IgA salivaires 

spécifiques du FMDV dans la salive des bovins pourrait permettre de détecter les 

animaux infectés de manière persistante parmi les populations vaccinées, tout en 

s’affranchissant des problèmes de suivi sérologique liés à l’utilisation de vaccins non 

purifiés (381). L’absence de réponse IgA ne semble pas être le seul facteur induisant 

une réponse immunitaire incomplète chez les animaux vaccinés. En effet, il a 

également été montré que, chez les bovins, les vaccins traditionnels ne stimulent pas 

l’activité cytolytique des cellules NK, qui occupent pourtant un rôle important dans la 

réponse naturelle au FMDV (330). Enfin, les vaccins actuellement commercialisés, 

bien que globalement efficaces dans la lutte contre la fièvre aphteuse, n’induisent 

qu’une immunité à court terme (382). En effet, la plupart des vaccins nécessitent un 

rappel annuel, voir pluriannuel selon la qualité du produit et le contexte sanitaire.  

De nombreux essais de développement de nouveaux adjuvants ainsi que de vaccins 

innovants ont été menés et sont encore réalisés à travers le monde, portant sur 

l’utilisation de virus inactivés, de virus vivants atténués, de virus tronqués, de virus 

chimériques, de vaccins ADN, de vaccins ARN, de vaccins vectorisés, de peptides 

viraux, de particules pseudovirales (VLP, pour Virus-Like Particle) ou encore de 

vaccins « marqueurs » (66,379,383–388). Pour l’heure, aucune de ces études n’a 

permis de répondre à l’ensemble des besoins liés à la vaccination contre la fièvre 

aphteuse, à savoir l’induction d’une réponse immunitaire forte et rapide afin de limiter 

l’apparition des signes cliniques et la propagation du virus, l’induction d’une réponse 

immunitaire complète, spécifique et durable capable d’entrainer une réponse IgA et la 
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stimulation des cellules NK. Le vaccin idéal devrait également permettre de bloquer la 

multiplication du virus dans l’hôte et l’établissement d’infections persistantes. Il se doit 

également d’être sans risque, immunogène pour toutes les espèces d’intérêt, rapide à 

produire en grande quantité, peu couteux, adapté à un stockage sur le terrain, facile à 

administrer et permettant la différenciation des animaux vaccinés vis à vis des 

animaux naturellement infectés (374,380). 

 

Au regard des difficultés rencontrées dans la mise au point d’un vaccin répondant à 

tous les besoins énoncés, de nombreuses études ont été entreprises afin de développer 

des traitements antiviraux à visée curative afin de remplacer et/ou de compléter la 

prophylaxie vaccinale (389–391). L’effet sur le FMDV de différentes molécules 

antivirales déjà utilisées dans la lutte contre d’autres virus a été testé. C’est notamment 

le cas de la ribavirin, molécule utilisée dans le traitement contre le virus de l’hépatite C 

(HCV, pour Hepatitis C virus), qui a été montrée comme capable d’induire une 

diminution importante de la réplication du FMDV in vitro en favorisant l’apparition 

de mutations (392,393). L’utilisation de favipiravir, molécule à l’action démontrée 

contre le virus Zika, ainsi que d’inhibiteurs non-nucléosidiques a également permis de 

mettre en évidence une augmentation de la fréquence d’apparition de mutations au 

sein du génome du FMDV, affectant notamment la polymérase (394,395). Des dérivés 

de pyrazole, pour lesquels des applications anti-HIV, anti-HCV et antituberculeux ont 

déjà été identifiées, ont été montrés comme possédant une activité antivirale contre le 

FMDV à la fois in vitro et in vivo (396,397). Des études portant sur des traitements 

basés sur les interférons α et β ont également montré qu’une stimulation de la réponse 

immunitaire innée pouvait être une alternative thérapeutique efficace face à l’infection 

par le FMDV (398,399). L’action anti-FMDV d’inhibiteurs de biosynthèse des 

pyrimidines et d’autres immunosuppresseurs connus pour leur activité antivirale a 
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également pu être mise en lumière in vitro et in vivo (400–403). Des composés 

naturels ont aussi été testés. C’est notamment le cas du manganèse qui a été décrit 

comme impliqué dans la stimulation de la réponse immunitaire innée et plus 

particulièrement de NF-κB lors de l’infection par le FMDV (404). L’activité anti-FMDV 

du pleconaril, pourtant utilisé dans le cadre d’infection des voies respiratoires par 

d’autres picornavirus, n’a en revanche pas pu être démontrée. Tout comme il existe des 

freins au développement d’un vaccin dirigé contre la fièvre aphteuse, de nombreux 

obstacles se dressent face aux laboratoires ambitionnant de mettre au point des 

antiviraux efficaces. Ainsi, étant donné l’extrême rapidité du FMDV à se répliquer, un 

traitement curatif doit non seulement être capable d’induire une action antivirale 

rapide et massive, mais doit aussi doit être associé à une surveillance épidémiologique 

constante pour être administré dans les plus brefs délais après l’infection. De plus, les 

stratégies de dépopulation actuellement adoptées dans la plupart des pays indemnes 

en cas d’incursion du FMDV, ne sont pas adaptées à l’administration d’un traitement. 

Enfin, les coûts de production associés aux composés antiviraux ne sont pour l’heure 

pas compatibles avec les financements alloués à la lutte contre la fièvre aphteuse dans 

la plupart des pays endémiques.  

4) Modèles d’étude  

S’il est aujourd’hui difficile pour les producteurs de vaccin de proposer des solutions 

répondant à tous les critères énoncés précédemment, c’est en partie du fait de 

méconnaissances liées à la physiopathologie de la fièvre aphteuse. A titre d’exemple, la 

compréhension des mécanismes impliqués dans l’établissement et le maintien de la 

persistance du FMDV reste lacunaire malgré des décennies de recherche. 

L’amélioration des connaissances globales concernant le virus et la maladie constitue 

ainsi un axe de progression capital dans la lutte contre la fièvre aphteuse. Pour cela, il 



 138 

convient d’étudier le virus dans des circonstances adaptées, afin d’être au plus près de 

ce qu’il se passe lors d’une infection naturelle. Il parait ainsi assez évident de se tourner 

en premier lieu vers des études in vivo impliquant des animaux naturellement 

sensibles à l’infection par le FMDV. Bien que l’infection de bovins ou d’autres animaux 

de production puisse être particulièrement informative, si tant est que l’infection soit 

réalisée de manière similaire à une infection naturelle, elle nécessite des 

infrastructures hautement confinées adaptées à l’hébergement d’animaux assez 

imposants. Seuls quelques laboratoires dans le monde disposent de telles animaleries. 

De plus, la réalisation de telles expérimentations est associée à des problématiques 

éthiques importantes, ainsi qu’à un coût élevé correspondant notamment à l’achat des 

animaux, leur entretien, leur mise à mort ou encore l’élimination des déchets. Enfin, 

l’étude de la réponse immunitaire à l’infection par le FMDV chez les Artiodactyles est 

compliquée par le manque de réactifs immunitaires spécifiques tels que des anticorps 

et d’outils d’analyse adaptés à ces espèces.  

a) Modèles d’étude in vivo 

Afin de pallier certaines des problématiques rencontrées et faciliter l’étude du FMDV, 

d’autres modèles in vivo ont pu être utilisés au cours du temps (310,405). Il a tout 

d’abord été démontré dès 1920 par Waldman et Pape que les cochons d’Inde pouvaient 

être infectés par inoculation sous-cutanée et présenter des symptômes semblables à 

ceux observés chez les Artiodactyles (salivation, perte de poids, vésicules sur les pattes 

et dans la cavité buccale) (5,406). Il a également été mis en évidence qu’à l’issue de la 

phase clinique d’infection, ces cochons d’Inde avaient développé une immunité efficace 

contre une nouvelle infection par la même souche virale, constituant ainsi un modèle 

peu onéreux et intéressant pour la caractérisation de la réponse immunitaire ainsi que 

l’évaluation de candidats vaccins. D’autres modèles telles que la souris, le rat, le lapin 
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et le poulet ont également été montrés comme sensibles à l’infection expérimentale par 

le FMDV (407–410). Alors que les jeunes souriceaux, succombant généralement après 

seulement quelques jours, semblent particulièrement sensibles à l’infection 

intrapéritonéale, la susceptibilité des souris diminue rapidement avec l'âge et résulte 

généralement en une infection subclinique chez les individus âgés de plus de trois 

semaines (411). Le modèle souris a constitué un outil de recherche extrêmement 

important puisqu’il a servi à la mise au point de procédés d’isolement viraux, de 

titrages ainsi que de tests de neutralisation (412). Les lapereaux, âgés de quelques jours 

semblent également hautement sensibles à l’infection par le FMDV puisqu’ils 

succombent généralement en mois de deux jours post-infection. L’infection 

expérimentale de rats a permis de mettre en évidence leur susceptibilité irrégulière vis-

à-vis du FMDV, donnant parfois lieu à l’apparition de vésicules podales et buccales. 

D’autres espèces ont également été étudiées comme le hamster, pour lequel une 

inoculation via le coussinet plantaire est souvent mortelle, les œufs de poule 

embryonnés, susceptibles d’être infectés uniquement après une adaptation des 

souches virales, le hérisson, dont la susceptibilité dépend des souches utilisées, ou 

encore certains carnivores comme le chien et le chat, qui peuvent parfois être sensibles 

à l’infection selon la voie d’inoculation employée et la souche utilisée.  

Toutefois, aucune de ces espèces ne semble constituer un meilleur modèle que le 

cobaye chez qui la physiopathologie du FMDV est assez similaire à celle observée chez 

les bovins (413). L’étude de la fièvre aphteuse chez le cobaye est cependant limitée par 

une réponse immunitaire différente de celle des espèces naturellement infectées, ainsi 

que le besoin d’adaptation des souches virales à cet animal, induisant des modifications 

de l’antigénicité du virus.  
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b) Modèles d’étude in vitro 

i. Cellules primaires 

Le développement de méthodes de culture in vitro du FMDV, dans des tissus 

embryonnaires de cobaye, dans les années 1930, a non seulement œuvré à la 

production de vaccins, mais s’est également avéré décisif pour l’étude du virus et le 

dosage de l’infectiosité associée (414,415). Les travaux de Frenkel, publiés en 1947, 

montrant que l’épithélium lingual bovin mis en culture permettait la production d’une 

grande quantité de virus, ont permis la montée en échelle de la production vaccinale 

(416). D’autres cellules primaires ont ensuite été utilisées pour l’isolement et/ou la 

culture du FMDV, notamment des cellules primaires de reins de veaux ou des cellules 

primaires de thyroïdes de bovins (BTY, pour Bovine Thyroid) (417,418). Pendant de 

nombreuses années, ces dernières ont été considérées comme le modèle cellulaire le 

plus sensible pour isoler le virus, cependant, les difficultés rencontrées lors de la mise 

en culture de ces cellules ainsi que pour l’approvisionnement en thyroïdes de bovins 

négatifs au FMDV dans certaines régions du monde ont parfois limité leur utilisation. 

De plus, il a été montré que la sensibilité de ces cellules vis-à-vis du FMDV diminuait 

grandement au cours des passages cellulaires et lors de leur congélation (419). De 

manière plus occasionnelle, des cellules primaires dérivées d’épithélium de langue de 

fœtus de bovins (BTE, pour Bovine fetal Tongue Epithelium), de reins de fœtus de 

bovins (BFK, pour Bovine Fetal Kidney), de pharynx bovin, de cellules dendritiques 

bovines, de reins de moutons (OVK, pour Ovine Kidney), de pancréas de souris et de 

coussinet métatarsien de cobaye ont aussi pu être utilisées (286,418,420–424). Malgré 

une sensibilité variable au virus d’un lot à l’autre, des cellules primaires de reins 

d’agneaux ont notamment été utilisées par le laboratoire de référence de l’OMSA pour 

la fièvre aphteuse au Botswana (425). Ces dernières années, un modèle de cellules 

épithéliales issues de palais mou dorsal de bovins (DSP, pour Dorsal Soft Palate), 
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sensibles au FMDV, a été développé au sein de notre laboratoire, en collaboration avec 

l’Université Suédoise des sciences agricoles (SLU) dans le cadre du projet européen 

Transcriptovac (289). De la même façon, un modèle de cellules épithéliales issues de 

DSP ovins, ainsi que des cellules épithéliales provenant d’amygdales palatines d’ovins 

sensibles au FMDV ont également été initiés dans notre laboratoire. 

Alors qu'historiquement la plupart des laboratoires de référence se servaient de 

cellules primaires pour isoler le FMDV, certaines contraintes telles que des 

problématiques éthiques, des difficultés de conservation des cellules primaires au fur 

et à mesure des passages et/ou lors de la congélation, une variabilité des cellules d’un 

prélèvement à l’autre, ou encore des défauts de caractérisation des cellules utilisées, 

ont incité les laboratoires à se tourner vers des lignées cellulaires.  

ii. Cellules de lignées 

De très nombreuses lignées cellulaires ont été décrites comme étant susceptibles au 

FMDV. Certaines lignées telles que les hTERT-BTY ont été directement stabilisées à 

partir de cellules primaires couramment utilisées pour la culture du FMDV, en 

l’occurrence les BTY (426). Certaines lignées cellulaires permissives à de nombreux 

virus sont fréquemment utilisées. C’est notamment le cas des BHK21 qui ne sont 

pourtant pas issues d’espèces naturellement sensibles au FMDV (284,427). D’autres 

lignées cellulaires établies à partir de cellules de hamster peuvent également être 

utilisées, à savoir les HmLu (pour Hamster Lung) ou les cellules embryonnaires NIL-

2 (428). Une large proportion des cellules pouvant être utilisées pour la culture du 

FMDV provient toutefois de tissus d’Artiodactyles. Des cellules épithéliales de reins de 

porcs, particulièrement sensibles au virus, telles que les IBRS-2 (Instituto Biologico-

Rim Suino-2), les SK6 (Swine Kidney-6), les PK15 (Porcine Kidney-15) ou encore les 

MVPK-1 (Mengeling-Vaughn Porcine Kidney-1) servent à étudier l’infection (428–

430). Il en est de même pour les cellules épithéliales de reins de bovins comme les 
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MDBK et les cellules endothéliales bovines provenant des ganglions lymphatiques 

mésentériques (BLMNMEC, pour Bovine mesenteric lymph node microvascular 

endothelial cells), du cordon ombilical (BUcEC, pour Bovine umbilical cord 

endothelial cells) et des poumons (BLUMEC, pour Bovine lung microvascular 

endothelial cells) (285,431,432). Des cellules épithéliales provenant de petits 

ruminants sont également utilisées, à savoir les cellules de langue de fœtus de chèvre 

(ZZ-R127) ayant remplacé les BTY dans de nombreux laboratoires, les cellules de reins 

de chèvre noire (BGK, pour Black Goat Kidney), ainsi que les cellules de reins de 

mouton (MDOK, pour Madin-Darby Ovine Kidney) (356,432–434). Certaines lignées 

cellulaires ont même été génétiquement adaptées à la culture du FMDV. Il a ainsi été 

entrepris à plusieurs reprises de favoriser la réplication de ce virus en exprimant ses 

récepteurs principaux, à savoir les intégrines αvβ6 à la surface des cellules. C’est 

notamment le cas des cellules de reins de fœtus bovins LFBKαvβ6, qui figurent parmi 

les cellules les plus sensibles au FMDV (356). Alors que l’utilisation de ces cellules a 

longtemps été freinée du fait d’une contamination par le virus de la diarrhée virale 

bovine (BVDV, pour Bovine Viral Diarrhea virus), des travaux récents ont permis de 

résoudre ce problème (435,436).  

De même, une population de cellules BGK a été modifiée afin d’exprimer la sous-unité 

de l’intégrine bovine β6, la rendant plus sensible que les cellules originelles (433). Des 

cellules BHK21 ont également été rendues plus sensibles en induisant l’expression 

d’intégrines αvβ6 à leur surface (437). L’expression du récepteur principal du FMDV a 

même permis de rendre sensibles à l’infection certaines cellules qui ne l’étaient pas 

comme les cellules SW480 issues d’un adénocarcinome humain ou les fibroblastes de 

reins de singe vert Africain COS-1 (438).  
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iii. Limites des modèles cellulaires utilisés  

La quasi-totalité des lignées mentionnées ci-dessus sont des cellules dites adhérentes, 

i.e. des cellules nécessitant un support solide sur lequel se développer, et formant des 

jonctions les unes avec les autres. Ce type de cellules n’est toutefois pas le plus adapté 

à la production de virus à l’échelle industrielle. En effet, elles nécessitent un entretien 

régulier afin de les décoller et de les mettre en culture sur un nouveau support solide, 

et ne peuvent être cultivées que dans des formats restreints comme les flacons roulants. 

A l’inverse, les cellules qui se développent en suspension, c’est-à-dire sans support 

solide, présentent l’avantage de pouvoir être cultivées dans des bioréacteurs de 

plusieurs dizaines de litres, dans des conditions contrôlées et nécessitent un 

investissement humain largement inférieur. Alors que diverses lignées cellulaires 

adhérentes ont pu être adaptées à la culture en suspension, peu d’essais se sont avérés 

concluants concernant les cellules sensibles au FMDV. Des cellules BHK21 ont 

néanmoins été adaptées avec succès à la culture en suspension et sont aujourd’hui 

couramment utilisées dans le cadre de la production de vaccins anti-fièvre aphteuse. 

Dans certains cas, il a cependant été montré que l’adaptation des BHK21 à la culture 

en suspension pouvait réguler à la baisse leur expression d’intégrines αvβ6, menant à 

une sélection de certaines souches virales (439,440). La majorité des cellules sensibles 

au FMDV étant des cellules épithéliales, elles possèdent une forte propension à 

s’associer les unes aux autres, ainsi qu’à leur support, par le biais de jonctions 

impliquant des protéines du cytosquelette, rendant leur adaptation à la culture en 

suspension assez complexe.  

En outre, les cellules épithéliales, de surcroit lorsqu’il s’agit de cellules primaires, plus 

instables, sont connues pour perdre rapidement leur phénotype épithélial lorsqu’elles 

sont cultivées (441). En effet, ces cellules subissent spontanément une transition 

épithélio-mésenchymateuse (TEM) réversible, entrainant la perte des marqueurs 
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épithéliaux tels que l’occludine et la cytokératine. Ces modifications s’accompagnent 

d’une altération de l’adhérence cellulaire, d’un remodelage du cytosquelette, ainsi que 

d’une modification de la polarité apico-basale des cellules (442,443). In fine, ce 

processus, aboutit à l’expression de marqueurs mésenchymateux comme la vimentine, 

la fibronectine ou certaines intégrines dans les cellules, les éloignant de fait du 

phénotype isolé à l’origine.  

Par ailleurs, certaines des lignées cellulaires considérées comme particulièrement 

sensibles à l’infection par le FMDV telles que les cellules IBRS2 et SK6 ont été 

caractérisées comme présentant des réponses immunitaires incomplètes (444,445). Il 

a, par exemple, été montré assez récemment que les IBRS2 présentaient une déficience 

au niveau de la voie des RLR (RIG-I-Like Receptors), due à un dysfonctionnement de 

la transmission du signal médié par TBK1, remettant ainsi en cause de nombreuses 

études portant sur les picornavirus et réalisées dans cette lignée cellulaire. De manière 

plus générale, l’étude de la réponse immunitaire de l’hôte face à l’infection aiguë ou 

persistante par le FMDV, à travers l’infection de cellules cultivées en monocouches sur 

un support plastique peut paraitre lacunaire au vu de la complexité des systèmes 

biologiques.  

iv. Modèles cellulaires complexes 

Le développement de modèles in vitro permettant de se rapprocher au maximum des 

conditions biologiques constitue un enjeu majeur des futurs progrès relatifs à l’étude 

du FMDV. En effet, cela répond au besoin énoncé, dès les années 1960, d’étudier 

l’infection dans des conditions qui ressemblent davantage à ce qu’il se passe in vivo, 

plutôt que dans des cultures cellulaires en monocouches (421). A l’époque, l’unique 

alternative à l’expérimentation in vivo et à la culture cellulaire en monocouches était 

le maintien en culture d’organes, notamment de coussinet métatarsien de cobaye, dans 

lequel le virus pouvait se multiplier. Depuis quelques années, des modèles cellulaires 
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innovants ont été mis au point dans le cadre d’études oncologiques ainsi qu’au sujet 

d’autres infection virales, et commencent à être adaptés pour l’étude du FMDV (446–

451). Dans cette optique, un modèle de cellules épithéliales nasales primaires porcines 

cultivées à l’interface air-liquide a été proposé dès les années 2010 (452). L’infection 

par le FMDV de ce modèle, basé sur la reconstitution d’un épithélium nasal stratifié, 

n’a toutefois permis d’observer qu’une réplication transitoire du virus et pas de 

véritable infection. De manière similaire, un modèle de DSP bovines cultivées en 

multicouches à l’interface air-liquide a été mis au point grâce à la collaboration entre 

notre laboratoire et le SLU (289). Ce modèle de culture des cellules, sur une fine 

membrane de collagène à l’interface air-liquide, permet la superposition de couches de 

cellules épithéliales, recréant un système constitué de cellules polarisées formant des 

jonctions intracellulaires, assez similaire aux épithéliums stratifiés observés in vivo 

(Figure 14) (453,454). L’infection de ce modèle par le FMDV a notamment permis de 

caractériser les réponses transcriptionnelles de l’hôte lors de l’infection aiguë et 

également dans le cas d’infection persistante (288).  

 
Figure 14 : Jonctions caractéristiques des cellules épithéliales et protéines du cytosquelette 
associées.  
Adapté de https://rnbio.upmc.fr/cellules_epitheliales [Consulté le 25/03/2023]. Créé avec Biorender.com. 
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Objectifs des travaux de thèse  

Bien que la fièvre aphteuse soit une maladie virale ancienne, elle n’en reste pas moins 

une menace importante dans le domaine de la santé animale. La persistance de son 

agent étiologique après l’infection chez les ruminants participe grandement à la 

difficulté du contrôle de cette maladie. Comme évoqué précédemment, malgré des 

décennies de recherche, les mécanismes impliqués dans la mise en place d’une 

infection persistante par le FMDV sont encore largement méconnus. Parmi les 

hypothèses envisagées, la création d’un équilibre entre la multiplication du virus et la 

réponse antivirale de l’hôte semble particulièrement prometteuse. Cette hypothèse est 

notamment soutenue par les conclusions du projet européen Transcriptovac (2015-

2019), indiquant que l’infection persistante s’accompagne d’une réponse antivirale 

innée durable mais diminuée et inefficace pour éliminer le virus.  

 

L’objectif principal de cette thèse a ainsi été l’étude des interactions protéine-protéine 

pouvant être impliquées dans l’établissement et le maintien d’un équilibre virus-hôte 

lors d’une infection persistante par le FMDV. Plus précisément, ces travaux se sont 

focalisés sur la mise en évidence d’interactions protéiques entre le FMDV et la voie 

interféron de type I, composante majeure de la réponse antivirale innée. Une attention 

particulière a été portée à la détermination de la spécificité d’hôte de ces interactions, 

afin de tenter d’expliquer pourquoi le FMDV persiste chez le bovin, l’ovin et le caprin 

mais pas chez le porcin. Pour cela, les interactions entre les protéines d’un FMDV de 

sérotype O et seize protéines majeures de la voie IFN, décrites comme étant impliquées 

dans plus de 75% des interactions virus-hôte, issues des quatre espèces 

susmentionnées, ont été testées par approche « interferactomique ». Les interactions 

protéines-protéines entre le virus et ses différents hôtes ont, dans un premier temps, 
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été identifiées à travers des cribles Nanoluciférase double-hybride, nécessitant la 

construction de banques de vecteurs permettant l’expression des protéines virales et 

des protéines cellulaires d’intérêt. Dans un second temps, les interactions les plus 

prometteuses au regard des résultats des cribles Nanoluciférase ont été éprouvées par 

chromatographie d’affinité par GST (Glutathion S-transférase) pull-down. L’impact 

phénotypique des interactions mises en évidence sur la réponse antivirale a également 

été étudié à travers la réalisation d’essais rapporteurs luciférase. Les domaines 

minimums d’interaction des protéines d’intérêt sont en cours de caractérisation par 

des cribles double-hybride en levures.  

 

L’objectif secondaire de ces travaux de thèse a été de développer des modèles 

cellulaires adaptés à l’étude de l’infection par le FMDV, afin d’œuvrer à l’amélioration 

des conditions de recherche et de diagnostic de ce virus. Cet objectif, s’inscrit dans la 

lignée de travaux menés dans l’équipe depuis plusieurs années qui ont permis, dans le 

cadre du projet Transcriptovac, la mise au point d’un modèle d’infection persistante 

par le FMDV dans des cellules épithéliales primaires bovines, provenant du palais mou 

dorsal, cultivées en multicouches à l’interface air-liquide. Dans cette partie de la thèse, 

il convenait plus spécifiquement de mettre au point un modèle cellulaire analogue, 

adapté à l’étude du FMDV chez le porc, animal pour lequel les seules cellules utilisées 

actuellement sont des lignées de cellules rénales. Dans cette optique, les amygdales 

oropharyngées, ainsi que le palais mou dorsal, principaux sites de réplication primaire 

du FMDV chez le porc, ont été identifiés comme les structures d’intérêt pour ce modèle. 

Ces tissus ont été prélevés, puis les cellules épithéliales associées ont été cultivées. Ces 

cellules ont ensuite été caractérisées puis infectées par le FMDV en monocouches et en 

multicouches cultivées à l’interface air-liquide. Il convenait également de poursuivre 

les travaux précédemment initiés dans le cadre du projet EpithelOV (2019-2020), 
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concernant le développement d’un modèle cellulaire ovin, similaire à ce qui avait déjà 

été réalisé chez le bovin. Pour cela, les cellules déjà isolées et mises en culture ont été 

caractérisées puis infectées par le FMDV en monocouches et en multicouches cultivées 

à l’interface air-liquide. 

 

L’objectif tertiaire, à l’interface des objectifs primaire et secondaire de cette thèse, a été 

de confirmer les interactions protéines-protéines mises en évidence dans les modèles 

cellulaires d’intérêt en contexte infectieux. Pour cela, il a fallu identifier des réactifs 

d’immunodétection pouvant être utilisés lorsqu’ils étaient disponibles dans le 

commerce, ou tenter de les produire lorsque ce n’était pas le cas. Différents anticorps 

dirigés contre les protéines impliquées dans la voie IFN de type I ont ainsi été testés 

afin de détecter les protéines orthologues des quatre espèces d’intérêt. Les anticorps 

ayant été jugés comme utilisables dans les modèles cellulaires développés au 

laboratoire ont ensuite servi à la réalisation de réactions d’immunoprécipitation afin 

de permettre la validation fonctionnelle des interactions.  
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Résultats  

I. Mise en évidence d’interactions protéine-protéine 

entre le virus de la fièvre aphteuse et la voie 

interféron de type I 

Introduction de la partie I 

La persistance du FMDV dans l’organisme de ses hôtes figure parmi les principales 

problématiques associées à ce virus (152). En effet, ces phénomènes concernant plus 

de 50 % des ruminants infectés, constituent à la fois un risque de transmission du virus, 

une source d’émergence de nouveaux recombinants en cas de co-infections, un 

obstacle au contrôle de la maladie, ainsi qu’un frein au commerce international pour 

les pays touchés (131,135,209). Malgré plusieurs décennies consacrées à des travaux de 

recherche concernant la persistance du FMDV, les mécanismes sous-jacents restent 

largement méconnus (455). De même, il n’a pour l’heure, pas été possible d’expliquer 

pourquoi ce virus est capable de persister chez les ruminants mais pas chez les porcins 

(209,226). Alors que diverses hypothèses sont envisagées afin de tenter de comprendre 

les mécanismes inhérents à la persistance du FMDV, la mise en place d’un équilibre 

entre présence virale et réponse de l’hôte figure parmi les plus prometteuses. En effet, 

plusieurs données suggèrent l’existence d’un tel équilibre. Dans le cadre d’une 

infection persistante, il a ainsi été montré que le FMDV est à l’origine de phénomènes 

de modulation de l’immunité cellulaire (287). La caractérisation des réponses 

transcriptionnelles d’un modèle de cellules épithéliales primaires bovines cultivées en 

multicouches, lors de l’infection persistante par le FMDV a mis en évidence la présence 

d’une réponse immunitaire innée durable mais diminuée et inefficace pour éliminer le 

virus (288). Alors que de très nombreuses interactions protéine-protéine ont déjà été 

décrites entre le FMDV et la réponse immunitaire, et notamment la réponse interféron 
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de type I, il est envisagé que ces interactions puissent être en partie responsables de la 

création de l’équilibre virus-hôte, et puissent donc être impliquées dans la mise en 

place de l’infection persistante (42).  

La plupart des interactions, entre protéines du FMDV et protéines impliquées dans la 

réponse immunitaire, décrites dans la littérature sont issues d’expériences menées à 

partir de protéines ne provenant pas d’espèces sensibles au virus, beaucoup étant des 

protéines humaines. Au regard de la littérature, peu de données sont actuellement 

disponibles concernant les interactions entre les protéines du FMDV et les protéines 

issues d’espèces sensibles. Ce constat est d’autant plus vrai lorsque se pose la question 

de la conservation de ces interactions d’une espèce à l’autre.  

 

L’objectif de cette partie a ainsi été de mettre en évidence des interactions protéine-

protéine entre le FMDV et la voie interféron de type I et d’étudier leur spécificité d’hôte, 

afin d’établir un éventuel lien entre interactions protéiques et persistance virale. Pour 

cela, les régions codantes correspondant à seize protéines de la voie interféron de type 

I, impliquées dans plus de 75 % des interactions entre les virus et leurs hôtes, ont été 

clonées à partir de quatre espèces sensibles au FMDV, à savoir le bovin domestique 

(Bos taurus), l’ovin (Ovis aries), le caprin (Capra hircus) et le porc domestique (Sus 

scrofa). Ces séquences ont ensuite été utilisées afin de construire des banques de 

vecteurs d’expression nécessaires au criblage d’interactions protéiques. Des 

interactions entre les protéines du FMDV et les seize protéines de la voie interféron 

étudiées ont pu être mises en évidence par approche NanoLuc-double-hybride, puis 

confirmées par GST pull-down. Ces travaux, en particulier ceux concernant la 3Dpol, 

ont fait l’objet d’un article publié dans la revue « Viruses » (456). 
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1) Construction des banques de vecteurs  

Le flux de travaux suivi pour l’ensemble des banques de vecteurs construites pendant 

ma thèse est présenté de manière détaillée dans la Figure 15.  

 

Figure 15 : Processus de construction par clonage Gateway® des banques de vecteurs d’expression 
correspondant aux séquences virales et cellulaires d’intérêt.  
Les vecteurs correspondant viraux et porcins ont été produits à partir de l’amplification des séquences d’intérêt, 
tandis que les vecteurs entrée bovins, ovins et caprins ont été produits par synthèse de gènes par des prestataires 
de service.  

 

Les séquences correspondant aux différentes protéines du FMDV O/FRA/1/2001 

Clone 2.2 (GenBank: OV121130.1) ont été amplifiées par RT-PCR à partir d’ARN viral 

(cf. Mise en évidence d’interactions protéine-protéine entre le virus de la fièvre 

aphteuse et la voie interféron de type I et détermination de leur spécificité d’hôte). Les 

séquences relatives aux protéines Labpro, Lbpro, VP4, VP2, VP3, VP1, 2A, 2B, 2C, 3A, 

3B1, 3B2, 3B3, 3C et 3Dpol ont ainsi pu être amplifiées. Une séquence appelée 3Bt, 

correspondant à l’ensemble des trois copies non identiques de 3B, a également fait 

l’objet d’une amplification. Au cours de l’étape d’amplification, chacune des séquences 

a été flanquée de séquences de recombinaison, compatibles avec la technologie de 

clonage Gateway®. Les séquences virales ainsi amplifiées ont ensuite été introduites 

dans un vecteur donneur pDONR207 par recombinaison homologue (BP reaction) afin 

d’obtenir les vecteurs entrée (Figure 16 (A)). Des transformations bactériennes, 
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associées à une sélection des bactéries compétentes transformées, grâce à un gène de 

résistance à un antibiotique contenu dans le pDONR207, ont permis de ne conserver 

que les bactéries ayant intégré le vecteur entrée recombinant. Ces bactéries ont été 

utilisées dans le cadre de minipréparations d’ADN afin d’extraire et purifier l’ADN 

plasmidique d’intérêt. Après vérification par séquençage réalisée par le prestataire 

Eurofins Genomics, les vecteurs entrée ainsi amplifiés ont servi à l’obtention des 

vecteurs d’expression correspondant par recombinaison homologue (LR reaction) 

(Figure 16 (B)). De manière similaire à ce qui a été fait à partir des produits de BP 

reaction, les produits de LR reaction ont été utilisés dans le cadre de transformations 

bactériennes permettant de sélectionner et d’amplifier les vecteurs d’expression 

d’intérêt.  

 

Figure 16 : Principe du clonage Gateway®. 
(A) Recombinaison homologue par réaction de BP. (B) Recombinaison homologue par réaction de LR. Créé avec 
Biorender.com. 
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Les séquences correspondant aux protéines du FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 ont 

ainsi pu être insérées dans différents vecteurs d’expression, tels que les quatre types de 

vecteurs Nanoluciférase (N1, N2, C1, C2) ayant servi à la réalisation des cribles 

Nanoluciférase, un vecteur porteur d’une étiquette GST (pDEST27) nécessaire au GST 

pull-down, un vecteur porteur d’une étiquette Flag (pCi-Neo-3xFlag) utilisé dans le 

cadre des essais rapporteurs luciférase, des vecteurs permettant l’expression de 

protéines fluorescentes (peGFP) ayant servi lors des essais de microscopie confocale, 

ou encore des vecteurs permettant l’expression de protéines-fusion (pVenusCFN et 

pVenusNFN) à partir desquels nous souhaitions réaliser des essais Split-Venus (Figure 

17). Le vecteur entrée correspondant à la protéine 2A n’ayant pas pu être obtenu, ni par 

nous-mêmes, ni par un prestataire en raison de sa courte séquence comprenant une 

structure en épingle, il a été décidé de construire les vecteurs correspondant aux 

séquences VP1-2A et 2A-2B afin d’être en capacité d’exprimer la protéine 2A.  

Les vecteurs entrée correspondant aux protéines 3A, 3C et 3D de la souche SAT1 

KPN/196/91/1, décrite par Maree et.al. comme étant une souche particulièrement 

virulente et possédant une propension à persister sur le long terme, ont été produits 

par synthèse de gènes, puis les vecteurs d’expression 3xFlag, GST et GFP 

correspondant ont été construits au laboratoire (145).  
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Figure 17 : Vecteurs entrée et vecteurs d’expression correspondant aux protéines du virus de la 
fièvre aphteuse, construits par clonage Gateway® au cours de la thèse PersIFA.  

 

De la même façon, les séquences codantes correspondant aux seize protéines de la voie 

IFN de type I impliquées dans plus de 75 % des interactions virus-hôtes (IKKα, IKKε, 

IRF3, IRF7, MAVS, MDA5, NEMO, PKR, RIG-I, STAT1, STAT2, STING, TBK1, TRAF3, 

TRIF, TYK2), ont été clonées par clonage Gateway® dans différents vecteurs 

d’expression, à partir des séquences bovine, ovine, caprine et porcine (Figure 18). Les 

vecteurs entrée correspondant aux seize protéines bovines, ovines et caprines ont été 

sous-traités à des prestataires spécialisés dans la synthèse de gènes (Genecust, Twist 

Bioscience), tandis que les vecteurs entrée porcins ont été obtenus à partir d’une 

amplification par PCR des séquences contenues dans d’autres vecteurs produits par 

synthèse de gènes, mais qui n’étaient pas utilisables en raison d’un décalage du cadre 

de lecture. Parmi les nombreux clonages réalisés au cours de ce projet, seuls ceux 

relatifs à la construction TRIF ovine n’ont pas pu être obtenus du fait de soucis 

rencontrés lors de la ré-amplification du vecteur entrée.  
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Figure 18 : Vecteurs entrée et vecteurs d’expression correspondant aux seize protéines de la voie 
IFN de type I impliquées dans plus de soixante-quinze pour cent des interactions virus-hôte, 
construits par clonage Gateway® au cours de la thèse PersIFA. 

 

Au total, près de trois cents constructions ont pu être obtenues au laboratoire grâce à 

l’utilisation de la méthode de clonage Gateway® offrant une multitude d’applications à 

partir des banques de vecteurs d’entrée. De nouveaux clonages sont actuellement en 

cours afin d’obtenir des vecteurs viraux et cellulaires compatibles avec l’expression des 

protéines d’intérêt en levures (cf. Détermination des domaines minimums 

d’interaction de la 3Dpol par approche « fragmentome »).  
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2) Mise en évidence d’interactions protéine-protéine entre le 

virus de la fièvre aphteuse et la voie interféron de type I et 

détermination de leur spécificité d’hôte 

La construction des banques de vecteurs, en particulier les vecteurs d’expression 

Nanoluciférase, a rendu possible le criblage des interactions protéiques entre les 

protéines du FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 et les seize protéines de la voie IFN de 

type I sélectionnées dans le cadre du projet et provenant de quatre espèces sensibles 

au virus, à savoir le bovin, l’ovin et le caprin chez qui le virus est capable de persister, 

ainsi que le porcin pour lequel aucune persistance du virus infectieux n’a pu être 

démontrée. Afin d’identifier de nouvelles interactions entre le virus et la réponse 

immunitaire innée, onze des quinze protéines du FMDV ont ainsi pu être testées face 

aux seize protéines bovines par approche NanoLuc-2-Hybrid. Les protéines virales 3A, 

3C et 3Dpol, figurant parmi les plus intéressantes au regard des résultats des cribles 

réalisés avec la banque bovine, ont ensuite été testées face à la banque porcine afin de 

déterminer la spécificité d’hôte des interactions observées. Dans cette optique, la 

protéine 3Dpol, pour laquelle les résultats des cribles bovins et porcins semblaient les 

plus prometteurs et pour laquelle aucune interaction avec la réponse IFN de type I 

n’avait été décrite jusque-là, a également été testée face aux banques ovine et caprine. 

Les interactions identifiées par approche NanoLuc-2-Hybrid ont ensuite été éprouvées 

par chromatographie d’affinité par GST pull-down impliquant les protéines issues des 

quatre espèces d’intérêt. La 3Dpol a ainsi été montrée comme interagissant avec les 

formes bovines, ovines, caprines et porcines de IKKα, IKKε, IRF3, IRF7, NEMO, et 

MDA5 ainsi qu’avec la forme porcine de MAVS. Enfin, l’impact phénotypique de la 

3Dpol sur la voie IFN de type I a été évalué à travers la réalisation d’essais rapporteurs 

luciférase dans trois modèles cellulaires, démontrant un effet inhibiteur de cette 

protéine virale sur la phase d’induction de cette voie. L’ensemble de ces travaux a fait 
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l’objet d’une publication portant un regard particulier sur le potentiel rôle de la 3Dpol 

dans la subversion de la réponse immunitaire innée médiée par le FMDV.  

  

Article : Sarry M, Caignard G, Dupré J, Zientara S, Vitour D, Bakkali Kassimi L, Blaise-

Boisseau S. Host-Specific Interplay between Foot-and-Mouth Disease Virus 

3D Polymerase and the Type-I Interferon Pathway. Viruses. 2023 Mar 

1;15(3):666. doi: 10.3390/v15030666. PMID: 36992375; PMCID: PMC10054395. 
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Supplementary Materials 

S1 - Primers used for viral sequences amplification 

 

S2 - IFN pathway proteins Genbank references 

 

FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 

amplified coding region
Forward primer sequence Reverse primer sequence

Labpro GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGTCTGAGTCGTTTCTGAACCTTTG CCAACTTTCTTGTACAAAGTTGTCCCC

Lbpro GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCATGGAGTTCACACTTCACAACGGTG CCAACTTTCTTGTACAAAGTTGTCCCC

VP4 GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCGGCGCCGGGCAATCCAGCCCGG GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGAGCAAGAAGAGCGCCGAAAAGACC

VP2 GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCGACAAGAAAACCGAGGAGACCAC GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGTTCCTTAGAAGGGAACTCACCC

VP3 GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCGGGATCTTCCCCGTGGCATGTAG GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCTGCGTGCGAGCGTCAACTGGC

VP1 GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCACCACCTCCGCAGGTGAGTCGG GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCTGTTTCACAGGCGCAACAATC

VP1-2A GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCACCACCTCCGCAGGTGAGTCGG GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCCCAGGGTTGGACTCGACGTC

2A GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCCTTTTGAACTTTGACCTGCTC GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCCCAGGGTTGGACTCGACGTC

2B GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCCCTTTCTTCTTCTCTGACG GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCTGTTTCTCCGCTCTCTCAAG

2AB GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCCTTTTGAACTTTGACCTGCTC GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCTGTTTCTCCGCTCTCTCAAG

2C GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCCTCAAAGCACGTGACATC GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCTGCTTGAAAATCGGGTGG

3A GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCATCTCAACTCCTTCCCAAAAGG GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGTTCAGCTTGTGGTTGTTCTTCC

3B1 GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCGGACCCTACACCGGTCCACTC GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCTCCTGCTGTGGGAGCTTGGC

3B2 GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCGGGCCCTACGCTGGTCCGATG GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGTTCCTTAACGACCGGGGCTTTC

3B3 GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCGGACCTTACGAAGGACCGGTG GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCTCAGTGACAATCAAGTTC

3Bt GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCGGACCCTACACCGGTCCACTC GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCTCAGTGACAATCAAGTTC

3C GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCAGTGGTGCTCCCCCGACTGAC GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGCTCGTGGTGTGGTTCGGGATCG

3D GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCGGATTGATAGTTGACACCAGAG GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGTGCGTCACCGCACACGGCGTTCACCC

Species Gene Genbank reference Species Gene Genbank reference

IKKα NM_174021.2 IKKα XM_018041347.1

IKKε NM_001046345 IKKε XM_018060083.1

IRF3 AJ879589 IRF3 XM_013971473.2

IRF7 BC151518 IRF7 XM_018043034.1

MAVS NM_001046620 MAVS XM_018057391.1

MDA5 XM_010802053 MDA5 XM_018063834.1

NEMO NM_174354.3 NEMO XM_005701339.3

PKR BC126646 PKR XM_018055121.1

RIG-I XM_580928 RIG-I XM_005683566.3

STAT1 BC151378 STAT1 XM_018061547.1

STAT2 NM_001205689 STAT2 XM_018048069.1

STING NM_001046357.2 STING NM_001319278.1

TBK1 NM_001192755 TBK1 KU182750.1

TRAF3 NM_001205586.2 TRAF3 XM_005695421.3

TRIF NM_001030301.1 TRIF XM_013965259.2

TYK2 XM_005208737.4 TYK2 XM_018051036.1

IKKα XM_027960581.1 IKKα NM_001114279_1

IKKε XM_004013567 IKKε XM_021063307.1

IRF3 XM_012157809 IRF3 NM_213770_1

IRF7 XM_012168607 IRF7 NM_001097428.1

MAVS XM_004014360 MAVS NM_001097429_1

MDA5 XM_012166329 MDA5 NM_001100194_1

NEMO XM_027963329.1 NEMO NM_001113053.1

PKR KT272868 PKR XM_021085862.1

RIG-I XM_004005323 RIG-I NM_213804_2

STAT1 GQ221061 STAT1 NM_213769_1

STAT2 XM_012174751 STAT2 NM_213889.1

STING XM_004008857.3 STING NM_001142838.1

TBK1 XM_015094769 TBK1 NM_001105292_1

TRAF3 XM_027957434.1 TRAF3 XM_005666444.3

TRIF XM_004023497.4 TRIF NM_001315738.2

TYK2 XM_027969624.1 TYK2 NM_001114670.1

Cattle

Sheep

Goat

Swine
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S3 - NanoLuciferase screenings against bovine library
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S4 - NanoLuciferase screenings against swine library 
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S5 - GST Pull-down analysis on PPI between FMDV 3D and cattle, sheep, and goat 

protein libraries
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3) Détermination des domaines minimums d’interaction de 

la 3Dpol par approche « fragmentome » 

Les travaux présentés dans l’article ci-dessus indiquent que la 3Dpol pourrait être 

impliquée dans la subversion de la réponse immunitaire innée, en particulier la 

réponse IFN de type I, médiée par le FMDV. Alors que très peu de publications existent 

pour l’heure concernant des interactions entre cette protéine virale et la réponse 

immunitaire innée, avec seulement deux interactions mises en évidence, impliquant 

respectivement la protéine murine Sam68 et la protéine porcine DDX1, aucune 

publication ne fait mention des domaines impliqués dans ces interactions (457,458). 

Toutefois, il existe des articles relatant des interactions protéiques entre la réponse 

immunitaire innée et la 3Dpol d’autres picornavirus, pouvant apporter des indications 

quant à ce qu’il pourrait se passer pour le FMDV. Ainsi, des interactions ont 

notamment été mises en évidence entre la 3Dpol du Poliovirus et Sam68, la 3Dpol du 

CVB3 et MDA5, la 3Dpol de EV71 et MDA5 ainsi que NLRP3 (NOD-like receptor family, 

pyrin domain containing 3), ou encore la 3Dpol du SVV et NLRP3 (459–462). Alors 

que des domaines d’interactions ont pu être identifiés au sein des protéines cellulaires 

MDA5 et NLRP3, à savoir respectivement le domaine CARD et le domaine NACHT, 

seuls les travaux de Choudhury et al. ont abouti à l’identification du domaine de la 

3Dpol du SVV impliqué dans l’interaction avec NLRP3, à savoir la partie N-terminale 

de la protéine (1-154 aa) (459). De manière générale, la communauté scientifique 

s’accorde sur le fait que les interactions impliquant les polymérases virales ont plutôt 

tendance à reposer sur leur domaine N-terminal, constitué de nombreux domaines 

désorganisés, tandis que leur domaine C-terminal est davantage consacré à l’activité 

catalytique (463,464).  

Nous avons ainsi décidé de poursuivre nos recherches concernant les interactions 

identifiées entre la 3Dpol du FMDV et les protéines de la voie IFN de type I, afin de 
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déterminer les domaines minimums de la polymérase qui sont nécessaires à ces 

interactions. Dans cette optique, la structure de la 3Dpol du FMDV a été étudiée par des 

analyses bio-informatiques (Alphafold et Pondr). Il a ainsi été possible d’obtenir une 

prédiction de la structure de la 3Dpol du FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 et d’identifier 

les principaux domaines désorganisés de la protéine (Figure 19 & Tableau 3).  

 

Figure 19 : Prédiction de la structure tridimensionnelle de la 3Dpol du FMDV O/FRA/1/2001 
Clone 2.2.  
Créée avec Alphafold.  

Tableau 3 : Prédiction des domaines désorganisés de la 3Dpol du FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2.  
Selon les données obtenues par analyses bio-informatiques à l’aide du logiciel Pondr.  

Domaines désorganisés de la 3Dpol 
du FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 

Début du domaine Fin du domaine 
aa Position aa Position 

Asp 8 Leu 21 
Pro 36 Leu 52 
Phe  57 Glu 68 
Leu  89 Thr 98 
Lys  103 Ala 122 
Ala 130 Pro 141 
Glu 151 Gln 160 
Arg 174 Ile 180 
Asn 206 Pro  219 
Glu 293 Thr 303 
Asp 345 Lys 354 
Pro 366 Ile 380 
Phe  446 Tyr 455 
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Conformément à ce qui était attendu, la majorité des domaines désorganisés est 

localisée dans la partie N-terminale de la 3Dpol, en particulier entre les acides aminés 

en position 1 et 181, correspondant approximativement au premier tiers de cette 

protéine de 470 aa. A l’égard de ces données prédictives, il a été décidé d’investiguer 

les domaines minimums impliqués dans les interactions, que nous avons mises en 

évidence entre la 3Dpol et les protéines de la voie IFN de type I, par approche 

« fragmentome ». Ce projet a notamment fait l’objet d’un stage de 1ère année de Master. 

Cette stratégie consiste en un fractionnement de la 3Dpol en deux sous-unités, à savoir 

une sous-unité N-terminale correspondant aux acides aminés 1 à 181 et une sous-unité 

C-terminale correspondant aux acides aminés 182 à 470. La première sous-unité, 

contenant de nombreux domaines désorganisés et pressentie comme pouvant être 

impliquée dans les interactions avec les protéines de la réponse immunitaire innée, a 

également été subdivisée en une vingtaine de constructions tronquées afin de pouvoir 

déterminer la région minimale nécessaire aux interactions étudiées (Figure 20). Les 

amorces utilisées pour l’amplification par PCR de ces différentes régions de la 3Dpol 

sont détaillées dans le Tableau 4.  
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Figure 20 : Stratégie de découpe de la 3Dpol pour l’étude des domaines minimums d’interactions par 
approche « fragmentome ».  
Les différentes constructions tronquées de la 3Dpol ont été obtenues par amplification PCR à partir du vecteur 
entrée 3Dpol déjà construit précédemment.  
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Tableau 4 : Couples d’amorces utilisés pour l’obtention des formes tronquées de 3Dpol dans le cadre 
de l’étude des domaines minimums d’interactions par approche « fragmentome ».  

 

Les interactions entre les formes tronquées de la 3Dpol et les interacteurs cellulaires 

précédemment identifiés lors des cribles Nanoluciférase et confirmés par GST pull-

down, seront ensuite testées par approche double-hybride en levures Y2HGold Yeast 

Strain (Clontech) (465,466). Cette méthode repose sur l’utilisation conjointe d’un 

vecteur pPC97 permettant l’expression de la protéine virale d’intérêt et porteur d’un 

gène d’expression de la leucine, ainsi que du domaine de liaison à l’ADN du promoteur 

de GAL4 (GAL4DB), et d’un vecteur pPC86 permettant l’expression de la protéine 

cellulaire d’intérêt et porteur d’un gène d’expression du tryptophane, ainsi que du 

domaine d’activation de GAL4 (GAL4AD). Une fois les levures transformées (selon la 

méthode détaillée dans Fablet et al.), elles peuvent être conjuguées grâce à leur type 

sexuel différent. S’il existe une interaction entre les deux protéines testées, les 

domaines de liaison et d’activation de GAL4 peuvent induire l’activation d’un gène 

rapporteur histidine, permettant la sélection des levures en question sur un milieu ne 

contenant pas cet acide aminé essentiel à leur croissance (Figure 21) (465).  
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Figure 21 : Principe de détection d’interactions protéiques par approche double-hybride en levures. 
Créé avec Biorender.com. 
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Afin de s’affranchir des étapes nécessaires au clonage des différentes constructions de 

la 3Dpol dans des vecteurs d’expression adaptés aux levures, il a été décidé de procéder 

selon la technique de gap repair (467,468). Cette méthode consiste à transformer les 

levures, en utilisant non pas un plasmide d’expression portant la séquence d’intérêt, 

mais un plasmide d’expression pPC97 linéarisé ainsi que le produit de PCR 

correspondant à la séquence d’intérêt flanquée de séquences de recombinaison (Figure 

22). La recombinaison homologue entre le plasmide d’expression et le transgène se 

déroule ainsi directement dans le système levure après transformation.  



 204 

 

Figure 22 : Principe de la méthode de gap repair en levures.  
Cette méthode sera utilisée pour la transformation des levures à partir de produits de PCR dans la cadre de la 
détection d’interactions protéiques par approche double-hybride en levures. Créé avec Biorender.com. 

Les vecteurs d’entrée correspondant aux protéines cellulaires décrites comme 

interagissant avec la 3Dpol par Sarry et al. ayant déjà été construits dans le cadre des 

cribles Nanoluciférase, une méthodologie différente a été suivie. Ainsi, de manière 

similaire à ce qui a été réalisé pour la construction des banques de vecteurs 

d’expression Nanoluciférase, les séquences d’intérêt ont été insérées dans des vecteurs 

d’expression pPC86 à partir des vecteurs entrée via une LR reaction du système de 

clonage Gateway® (cf. Construction des banques de vecteurs).  
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En parallèle, notre maitrise de la technique de gap repair sera éprouvée sur des 

interactions déjà identifiées par le passé au laboratoire en système levure, lors de 

cribles double-hybride sans a priori impliquant la 3Dpol du FMDV O/FRA/1/2001 

Clone 2.2 et une banque d’ADNc bovine. Lors de ces essais, dix-neuf interacteurs 

potentiels avaient été identifiés. Les protéines Centromere protein C, Ankyrin repeat 

domain-containing protein 26, SUMO-conjugating enzyme UBC9, CCDC144C-like 

coiled-coil domain-containing protein et Exosome complex component RRP45, ayant 

notamment été identifiées plus d’une dizaine de fois.  

Discussion et perspectives de la partie I 

Conformément à l’objectif qui était fixé, cette première partie a permis la mise en 

évidence de nouvelles interactions protéine-protéine entre le FMDV et la voie 

interféron de type I et l’étude de leur spécificité d’hôte. En revanche, il n’est pour 

l’heure pas possible d’établir un lien évident entre les interactions protéiques mises en 

lumière et la persistance différentielle du virus.  

 

La construction de banques de vecteurs d’expression correspondant aux protéines du 

FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2, ainsi qu’aux seize protéines d’intérêt provenant de 

quatre espèces sensibles au virus, a rendu possible la réalisation de cribles 

Nanoluciférase. Ces cribles ont permis de tester plus de deux cents interactions 

différentes, parmi lesquelles, des interactions déjà décrites dans la littérature. Nous 

avons d’ailleurs constaté qu’une part importante de ces interactions n’était pas détectée 

lors de nos cribles. A l’image des questionnements soulevés dans notre revue Sarry et 

al. concernant l’importance du modèle utilisé lors de la description des interactions 

protéine-protéine, il semble que les interactions ayant fait l’objet d’une publication 

basée sur l’utilisation de protéines humaines n’ont pas souvent été retrouvées à travers 
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nos cribles impliquant des protéines issues d’espèces sensibles au FMDV (42) (cf. 

Immunité innée). De plus, nous avons pu constater, au cours de nos cribles que les 

interactions identifiées, bien que souvent conservées, ne l’étaient pas toujours d’une 

espèce à l’autre. L’étude des interactions impliquant la 3Dpol en est d’ailleurs un bon 

exemple puisque nous avons pu montrer, après confirmation GST pull-down, que les 

interactions entre la 3Dpol et IKKα, IKKε, IRF3, IRF7, MDA5 et NEMO étaient 

conservées entre les quatre espèces d’étude, tandis que l’interaction entre la 3Dpol et 

MAVS semble spécifique à la forme porcine de la protéine (456).  

Outre le choix du modèle d’étude, la méthode d’investigation mise en place est 

également un facteur important pouvant expliquer que nous n’ayons pas pu retrouver 

l’ensemble des interactions décrites dans la littérature. En effet, des caractéristiques 

spécifiques sont inhérentes à chaque méthode. A titre d’exemple, un changement de 

l’’étiquette associée à une protéine de fusion peut potentiellement impliquer une 

modification de la stabilité et de la conformation de la protéine étudiée, ou induire un 

encombrement stérique empêchant l’établissement de l’interaction recherchée 

(469,470). Ainsi, il est tout à fait envisageable que lors de nos essais de double hybride 

en levures nous ne parvenions pas à retrouver l’intégralité des interactions identifiées 

par approche Nanoluciférase entre la 3Dpol et la réponse IFN de type I. Aucune de ces 

interactions n’avait d’ailleurs été mise en évidence lors des cribles sans a priori réalisés 

à partir de la banque d’ADNc bovine. Ceci peut toutefois s’expliquer par le fait que les 

banques d’ADNc ont été obtenues à partir de cellules saines, non infectées, dont la 

réponse antivirale n’était pas activée, induisant une potentielle sous-représentativité 

des ADNc correspondant aux protéines impliquées dans la réponse immunitaire.  

Dans le cadre de l’approche « fragmentome » la donne sera différente puisque les 

protéines cellulaires impliquées dans la voie interféron de type I et identifiées comme 

pouvant interagir avec la 3Dpol seront exprimées dans les levures. Cette approche 
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pourrait nous permettre, d’une part, de conforter les interactions déjà observées par 

approche Nanoluciférase et GST pull-down, et d’autre part de déterminer les domaines 

protéiques nécessaires à ces interactions. La mise en évidence des domaines 

d’interaction apporterait une meilleure compréhension de ces interactions protéine-

protéine et éventuellement de leur rôle biologique ainsi que de leur importance dans 

la physiopathologie de l’infection par le FMDV.  

 

Bien que nous ayons systématiquement cherché à réaliser nos travaux à partir de 

modèles pertinents, nous nous sommes aperçus que ce n’était pas toujours chose aisée 

lorsque nous changions de méthode d’investigation. En effet, lors de la réalisation des 

essais rapporteurs luciférase, nous avons été confrontés à la difficulté de trouver un 

modèle compatible avec cette méthode, i.e. des cellules non déficientes au niveau de 

leur réponse IFN et capables de supporter des co-transfections. Ainsi, nous avons 

utilisé dans un premier temps, des cellules épithéliales rénales humaines (HEK293T, 

pour Human Embryonic Kidney), particulièrement adaptées à la réalisation d’essais 

rapporteurs, mais peu adaptées à l’étude du FMDV. Ces cellules nous ont ainsi permis 

de mettre en évidence pour la première fois, un effet inhibiteur de la 3Dpol du FMDV 

sur la phase d’induction de la réponse IFN de type I. Nous nous sommes ensuite 

attachés à évaluer cet effet dans des cellules plus pertinentes pour l’étude du FMDV. 

Diverses populations cellulaires provenant d’espèces sensibles au virus ont ainsi été 

testées, sans succès en ce qui concerne les ZZ-R127, les IBRS-2 et les DSP Bovines, au 

contraire des BUcEC et des PK15, qui, malgré une efficacité de transfection bien 

inférieure à celle des HEK293T, ont permis de confirmer la tendance observée (456).  

 

L’association des cribles Nanoluciférase et des chromatographies d’affinité par GST 

pull-down nous a permis de confirmer le potentiel d’interaction entre la 3Dpol et les 
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protéines IKKα, IKKε, IRF3, IRF7, MDA5, NEMO et MAVS. Cependant, il ne s’agit là 

que de méthodes biochimiques impliquant la surexpression simultanée d’une grande 

quantité de la protéine virale et de la protéine cellulaire dans un compartiment 

restreint. Il est à présent primordial de vérifier si ces interactions existent réellement. 

Dans cette optique, nous avons tout d’abord entrepris des expériences de co-

localisation par microscopie confocale, reposant sur l’expression de protéines virales 

fusionnées à une protéine eGFP et de protéines cellulaires fusionnées à une protéine 

mCherry en cellules HeLa. Après une longue période de mise au point de la méthode, 

nous nous sommes malheureusement rendu compte que la quasi-totalité des protéines 

étudiées étaient surexprimées à la fois dans le noyau et dans le cytoplasme des cellules 

transfectées, rendant de fait impossible de tirer des enseignements significatifs d’un 

point de vue biologique à partir des phénomènes de co-localisation observés. Il a alors 

été décidé de réaliser des essais de Split-Venus, un test de complémentation basé sur 

l’utilisation d’une protéine fluorescente scindée en deux sous-unités et permettant la 

visualisation de l’interaction protéique par microscopie confocale. Il n’a cependant pas 

été possible d’obtenir les constructions vectorielles associées à l’une des sous-unités de 

la Split-Venus, empêchant la mise au point de cette méthode (471).  

 

Le meilleur moyen de vérifier si les interactions protéine-protéine mises en évidence 

dans cette première partie existent réellement, reste sans doute de déterminer ce qu’il 

se passe en contexte infectieux dans des cellules pertinentes pour l’étude du FMDV. 

Pour cela, il est nécessaire de disposer de modèles d’étude adaptés au virus et 

provenant des quatre espèces d’intérêt.  
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II. Développement de modèles cellulaires d’intérêt pour 

l’étude de l’infection par le virus de la fièvre 

aphteuse 

Introduction de la partie II 

Bien que la fièvre aphteuse soit une maladie virale ancienne, puisque décrite en 1514, 

de nombreuses zones d’ombre demeurent autour de cette pathologie majeure du bétail 

et de la physiopathologie du FMDV (2). En effet, certaines étapes du cycle infectieux 

sont encore incomplètement décrites, les phénomènes de trans-encapsidation ne sont 

pas totalement maitrisés, et les mécanismes responsables de la persistance du FMDV 

restent largement méconnus malgré plusieurs décennies de travaux de recherche. Un 

des freins notables à l’avancée des recherches concernant l’infection par le FMDV est 

la difficulté à trouver des modèles d’étude particulièrement adaptés (cf. Modèles 

d’étude in vitro). Ainsi, la réalisation d’infections expérimentales in vivo chez les 

Artiodactyles est associée à d’importantes contraintes logistiques et financières liées à 

l’hébergement de gros animaux dans des structures hautement confinées, ainsi qu’à 

des problématiques éthiques non négligeables. Le recours à d’autres modèles animaux 

permet de s’affranchir de certaines des contraintes énoncées mais n’est que peu 

informatif en ce qui concerne la réponse immunitaire de l’hôte puisque le cobaye, 

modèle le plus pertinent du point de vue de la physiopathologie, développe une réponse 

immunitaire très éloignée de celle des espèces naturellement sensibles au virus. En ce 

qui concerne les modèles d’étude in vitro, la plupart des solutions utilisées aujourd’hui 

sont des cellules de lignées, provenant d’espèces pertinentes (IBRS-2, PK15, SK6, 

MDBK, MDOK, LFBKαvβ6, ZZ-R127), ou non (BHK21) (284,428–430). Hormis les ZZ-

R127, issues d’épithélium de langue de chèvre, les autres types cellulaires proviennent 

de tissus physiologiquement peu adaptés à l’étude du FMDV, principalement 

d’épithéliums rénaux. Il existe ainsi un réel besoin de développer de nouveaux modèles 
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in vitro plus proches des tissus naturellement ciblés in vivo. Ainsi, dans le cadre du 

projet européen Transcriptovac, des cellules primaires issues de DSP bovins, cultivées 

en multicouches à l’interface air-liquide ont permis de mimer un épithélium 

pluristratifié (289). Ce modèle a notamment été utilisé pour caractériser les réponses 

transcriptionnelles de l’hôte lors d’une infection aiguë et persistante par le FMDV, et 

pourrait dans le futur participer à l’amélioration des connaissances sur les mécanismes 

de persistance du virus (288).  

 

Le grand potentiel de ce modèle bovin nous a conduit à vouloir développer des modèles 

similaires à partir d’autres espèces d’intérêt pour l’étude de l’infection par le FMDV. 

L’objectif de cette seconde partie a ainsi été de mettre en place au laboratoire des 

modèles de cellules primaires porcines et ovines, et de suivre leur infection par le 

FMDV. En ce qui concerne le modèle porcin, animal chez qui la persistance du FMDV 

n’est pas décrite, il a été décidé d’isoler des cellules épithéliales à partir des sites de 

réplication primaire du FMDV chez le porc, à savoir les amygdales oropharyngées et le 

DSP (223). Alors que les cellules originaires des amygdales oropharyngées n’ont pas 

pu être maintenues en culture, il a été possible de cultiver les cellules provenant du 

DSP. Ces dernières ont ensuite été caractérisées afin de s’assurer de leur caractère 

épithélial, propagées en monocouches ainsi qu’en multicouches à l’interface air-

liquide. Après vérification de leur sensibilité au FMDV, ces cellules ont été infectées en 

monocouches ainsi qu’en multicouches et l’infection a été suivie durant plusieurs 

semaines. En ce qui concerne le modèle ovin, espèce sujette à l’infection persistante 

par le FMDV, des travaux similaires, initiés dans le cadre du projet EpithelOv, financé 

par l’École nationale vétérinaire d'Alfort, ont été poursuivis. Des cellules épithéliales 

ont ainsi été isolées à partir d’amygdales palatines et de DSP, sites de réplication 

primaire et de persistance du FMDV chez l’ovin (196). A l’image de ce qui a été fait pour 
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les modèles bovin et porcin, les cellules ovines ont été caractérisées, propagées en 

monocouches puis en multicouches à l’interface air-liquide. L’infection des cellules à 

court et long terme par le FMDV a également été étudiée.  

Les travaux relatifs au développement du modèle cellulaire porcin ont fait l’objet d’un 

article soumis dans la revue Frontiers in Microbiology, tandis que l’article concernant 

le développement du modèle cellulaire ovin est en cours de relecture par les co-auteurs 

avant soumission.  

1) Développement d’un modèle de cellules primaires 

porcines pour la recherche et le diagnostic de la fièvre 

aphteuse 

Afin de développer un modèle cellulaire permettant l’étude du FMDV chez le porc in 

vitro, des structures d’intérêt ont été prélevées, à savoir les amygdales oropharyngées 

et le DSP, sites de réplication primaire du virus (227). Les cellules épithéliales ont pu 

être isolées à partir de ces prélèvements. Par la suite, il a été possible de cultiver au 

laboratoire les cellules provenant du DSP mais pas celles provenant des amygdales. 

L’étude de marqueurs cellulaires tels que l’occludine et la cytokératine a permis de 

vérifier le caractère épithélial de ces cellules. Bien que les cellules DSP porcines 

semblent moins sensibles que les DSP bovines, l’infection de ces cellules à différentes 

multiplicités d’infections (MOI, pour Multiplicity Of Infection) a mis en évidence leur 

sensibilité à l’infection par le FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2. Le suivi de l’infection 

des DSP porcines cultivées en monocouches a conduit à la détection de virus infectieux 

jusqu’à quatorze jours post-infection, d’antigènes viraux jusqu’à seize jours post-

infection et d’ARN viraux jusqu’à soixante jours post-infection pour la MOI la plus 

importante (MOI 1). Les cellules DSP porcines ont également été cultivées en 

multicouches à l’interface air-liquide afin de mimer un épithélium pluristratifié. 

L’infection de ce modèle en multicouches a mis en évidence une diminution de la 
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sensibilité des cellules à l’infection en comparaison de l’infection des cellules en 

monocouches. En effet, des virus infectieux n’ont pu être détectés que jusqu’à sept 

jours, neuf jours pour les antigènes viraux et vingt-trois jours pour les ARN viraux 

après infection à la MOI 1.  

Que les cellules DSP porcines aient été infectées en monocouches ou en multicouches 

à l’interface air-liquide, il apparait qu’aucun virus infectieux n’a pu être détecté après 

vingt-huit jours post-infection, limite à laquelle la persistance du FMDV est définie. 

Les résultats obtenus dans cette étude semblent ainsi totalement cohérents avec ce qui 

a été observé in vivo chez le porc puisqu’aucun signe de persistance du FMDV n’a pu 

être identifié, renforçant de fait la légitimité du modèle développé (226).  

 

Article : Sarry M, Bernelin-Cottet C, Michaud C, Relmy A, Romey A, Salomez A L, 

Renson P, Contrant M, Berthaud M, Huet H, Jouvion G, Hägglund S, Valarcher J F, 

Bakkali Kassimi L, Blaise-Boisseau S. Development of a primary cell model 

derived from porcine dorsal soft palate for foot-and-mouth disease virus 

research 



 213 



 214 



 215 



 216 



 217 



 218 



 219 



 220 



 221 



 222 



 223 



 224 



 225 



 226 



 227 



 228 



 229 



 230 



 231 



 232 



 233 



 234 



 235 



 236 



 237 



 238 



 239 



 240 



 241 

 



 242 



 243 



 244 



 245 



 246 

 

 

 



 247 

2) Développement d’un modèle de cellules primaires ovines 

pour la recherche et le diagnostic de la fièvre aphteuse 

Afin de développer un modèle cellulaire permettant l’étude du FMDV chez l’ovin in 

vitro, des structures d’intérêt, correspondant aux sites de réplication primaire et aux 

sites de persistance du FMDV chez cette espèce, ont été prélevées, à savoir les 

amygdales palatines et le DSP (196). Les cellules épithéliales ont pu être isolées à partir 

de ces prélèvements, puis cultivées au laboratoire. L’analyse de marqueurs cellulaires 

tels que la cytokératine a permis de vérifier le caractère épithélial de ces cellules.  

L’infection par le FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 des cellules DSP et PT cultivées en 

monocouches a permis de mettre en évidence leur sensibilité à différentes MOI. Le 

suivi de l’infection des cellules DSP ovines a révélé la présence de virus infectieux et 

d’antigènes viraux jusqu’à dix-sept jours post-infection et d’ARN viraux jusqu’à la fin 

de l’expérience, c’est-à-dire vingt-trois jours post-infection. En ce qui concerne les 

cellules PT ovines, le suivi de l’infection a permis de mettre en évidence du virus 

infectieux jusqu’à dix jours post-infection, d’antigènes viraux jusqu’à treize jours post-

infection et d’ARN viraux jusqu’à vingt-trois jours post-infection pour les deux MOI les 

plus importantes (10-2 et 10-4). A l’issue de ces essais d’infection en monocouches, les 

cellules DSP, plus sensibles, ont été cultivées en multicouches à l’interface air-liquide 

sur membrane de collagène afin de mimer un épithélium pluristratifié. L’infection de 

ce modèle en multicouches a mis en évidence une légère diminution de la sensibilité 

des cellules à l’infection en comparaison à l’infection des cellules en monocouches, 

illustrée par un effet cytopathique plus tardif. Le suivi de l’infection de ce modèle a mis 

en lumière la présence de virus infectieux, d’antigènes viraux et d’ARN viraux dans les 

surnageants de culture récoltés jusqu’à la fin de l’expérience, c’est-à-dire jusqu’à 

trente-cinq jours après l’infection. Alors que la détection de virus infectieux plus de 

vingt-huit jours post-infection pourrait indiquer que nous avons réussi à développer 
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un modèle permettant l’établissement d’une infection persistante par le FMDV, il est 

difficile d’affirmer de tels propos dans la mesure où l’infection conduit à la destruction 

quasi-totale du tapis cellulaire, sans signe de reconstruction de celui-ci, reflétant une 

absence d’équilibre entre le virus et les cellules hôtes.  

 

Article : Sarry M, Laloy E, Relmy A, Romey A, Bernelin-Cottet C, Salomez A L, Huet H, 

Hägglund S, Valarcher J F, Bakkali Kassimi L, Blaise-Boisseau S. Development of a 

primary cell model derived from ovine dorsal soft palate and palatine 

tonsils for foot-and-mouth disease virus research and diagnosis. En cours 

de relecture avant soumission.  
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Discussion et perspectives de la partie II 

Conformément aux objectifs fixés concernant cette seconde partie, des modèles in vitro 

adaptés à l’étude du FMDV et inspirés du modèle bovin déjà établi ont pu être 

développés à partir de cellules primaires porcines et ovines provenant de tissus ad hoc :  

un modèle cellulaire ovin impliquant des cellules épithéliales issues des sites de 

réplication primaire et de persistance du FMDV, à savoir le palais mou dorsal et les 

amygdales palatines (196). De même, un modèle porcin, basé sur des cellules 

épithéliales du palais mou dorsal, un des sites de réplication primaire du virus chez le 

porc a ainsi pu être obtenu (196,223). En revanche, cela n’a pas été le cas pour les 

cellules issues des amygdales oropharyngées qui n’ont pas pu être maintenues en 

culture. Comme évoqué dans la discussion de l’article concernant le développement du 

modèle cellulaire porcin, au regard du très peu de données actuellement disponibles 

dans la littérature et du caractère lacunaire de certains matériels et méthodes publiés, 

il n’a pas été possible pour nous de déterminer le facteur manquant à l’adhésion et au 

développement de ces cellules. La taille des amygdales étant bien supérieure à celle du 

palais mou dorsal chez le porc, il semblerait que le nombre de cellules récoltées ne soit 

pas la cause de cet échec. Il est toutefois possible que la proportion de cellules 

épithéliales dans les tissus prélevés soit plus faible qu’au niveau du palais mou dorsal 

et pourrait contribuer à expliquer les difficultés rencontrées lors de la mise en culture 

de ces cellules. De manière intéressante, de telles différences de comportement des 

cellules lors de la mise en culture n’avaient pas été relevées lors de l’établissement des 

modèles cellulaires ovins puisque les cellules issues du palais mou dorsal et des 

amygdales palatines se sont comportées de façon similaire. Les amygdales 

oropharyngées, en particulier les cryptes présentes dans ces amygdales, étant 

considérées comme le site de réplication primaire le plus important chez le porc, il 

parait ainsi important de réaliser de nouveaux prélèvements, à partir d’un nombre plus 
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important de porcs afin de pouvoir tester une plus grande diversité de milieux de 

culture. L’utilisation de matériel dédié au suivi de culture cellulaire tels qu’un 

analyseur automatisé permettant de mesurer la concentration en substrats, 

métabolites et électrolytes dans le milieu, ou un automate d’analyse en temps réel du 

comportement cellulaire, pourrait grandement participer à l’évaluation des milieux de 

culture et à la détermination des facteurs nécessaires au bon développement de ces 

cellules (472,473). Cependant, ce type d’appareils plutôt adaptés à des applications 

industrielles sont extrêmement onéreux.  

De telles analyses pourraient également se révéler extrêmement utiles pour les cellules 

porcines et ovines mises en culture dont la vitesse de développement assez réduite 

constitue un frein à leur utilisation pour le diagnostic d’urgence de la fièvre aphteuse.  

Les modèles cellulaires développés avec succès dans le cadre de cette seconde partie 

ont permis l’étude de l’infection par le FMDV en systèmes monocouches et 

multicouches. L’infection du modèle porcin a notamment conduit à une absence de 

détection de virus infectieux après plus de dix-sept jours post-infection, soit onze jours 

avant la limite à partir de laquelle la persistance du FMDV est définie. Cette absence 

de signe de persistance du virus est totalement cohérente avec ce qui a été décrit in 

vivo par Stenfeldt et al. (226). Alors que des ARN viraux ont pu être détectés pendant 

plus de soixante jours in vivo, nous avons également détecté des ARN viraux à long 

terme suite à l’infection en monocouches mais pas lors de l’infection du système en 

multicouches. En ce qui concerne les modèles ovins, nous avons pu révéler la présence 

de virus infectieux jusqu’à la fin du suivi pour les cellules DSP infectées en 

monocouches et en multicouches, signe d’une potentielle persistance virale, cohérente 

avec ce qui est décrit in vivo chez cette espèce (196). Toutefois, au contraire de ce qui a 

été observé lors de l’infection du modèle bovin développé par Hägglund et al. les 

cellules ovines ne sont pas parvenues à reformer un tapis cellulaire au cours du temps, 
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rendant plus discutable la légitimité de ce modèle pour l’étude de l’infection persistante 

par le FMDV (289). La reproduction de cette expérience à partir du prélèvement de 

cellules provenant de nouveaux moutons pourrait permettre de vérifier s’il s’agit d’un 

phénomène lié au modèle ovin ou simplement associé aux cellules utilisées. L’infection 

des cellules PT en monocouches n’a de son côté pas permis de mettre en évidence de 

virus infectieux au-delà de dix jours post-infection. Les différences observées entre le 

modèle DSP bovin et le modèle DSP ovin pourraient partiellement être expliquées par 

la difficulté d’obtention de réelles multicouches de cellules ovines. En effet, bien que 

les structures formées par les cellules bovines sont moins profondes que les 

épithéliums naturels, elles restent légèrement plus importantes que celles formées par 

les cellules ovines qui consistent principalement en une mono- ou bicouche 

agrémentée d’amas irréguliers de cellules (474).  

La réalisation de nouveaux essais de culture de cellules en multicouches à l’interface 

air-liquide sera conditionnée à l’utilisation d’une nouvelle référence d’inserts. Ainsi, la 

référence Corning® Transwell®‐COL collagen‐coated PTFE membrane inserts with 

3.0 μm pores (Sigma‐Aldrich, CLS3494) utilisée pour le développement des modèles 

bovins et ovins n’est actuellement plus commercialisée. Alors qu’une nouvelle 

référence 12 mm diameter coated inserts, 1.0 μm pores (cellQART® 12-Well Insert 1.0 

μm PET clear, SABEU) a été utilisée pour la mise en culture des multicouches de 

cellules porcines, il s’est avéré que ces inserts, ne donnaient pas pleine satisfaction 

puisque la réalisation de coupes nécessaires aux analyses d’immunohistochimie est 

extrêmement complexe. Ceci peut notamment être expliqué par l’absence de collagène 

sur la membrane de ces inserts, composés uniquement de Polytéréphtalate d'éthylène. 

Une nouvelle référence (12-mm diameter, 0.45-μM pore size; Costar), notamment 

utilisée pour mimer une barrière épithéliale à partir de cellules humaines Caco-2, est 

actuellement testée avec les cellules DSP bovines et porcines (475). Malgré l’opacité de 
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ces inserts rendant impossible l’observation des cellules par microscopie inversée, il 

s’agit ici de s’assurer que les inserts permettent le développement des monocouches de 

cellules, que les pores ne soient pas trop larges pour ne pas laisser passer les cellules 

au fond du puits, mais pas trop étroits pour permettre de nourrir les cellules par le 

dessous, que la membrane supporte de se trouver à l’interface air-liquide et permette 

le développement des multicouches de cellules, que les inserts soient utilisables lors de 

l’infection par le FMDV et qu’ils puissent être fixés, inclus en paraffine, puis sectionnés 

au microtome afin de réaliser les lames à analyser en immunohistochimie.  

 

Nous disposons maintenant de modèles in vitro permettant l’étude du FMDV chez le 

bovin et l’ovin, espèces susceptibles d’être infectées de manière persistante, et chez le 

porcin, espèce considérée comme non sujette à l’infection persistante par ce virus 

(195,196,226). Parmi les espèces étudiées dans le cadre de ces travaux de thèse, seul le 

caprin, animal également susceptible d’être infecté de manière persistante par le 

FMDV, n’a pas fait l’objet d’un modèle d’étude in vitro. Le développement d’un modèle 

cellulaire similaire à ce qui a été réalisé pour les autres espèces d’intérêt pourrait 

permettre de compléter les modèles déjà à disposition et de réaliser des infections 

comparées des différentes populations cellulaires. L’établissement d’un modèle caprin 

ne constitue toutefois pas une priorité puisque les petits ruminants que sont les ovins 

et les caprins sont considérés comme peu différents au regard de l’infection par le 

FMDV. Ainsi, la physiopathologie du virus chez ces deux espèces est hautement 

similaire, et les principaux sites de réplication primaire et de persistance sont 

conservés (196,219). De plus, nous disposons déjà au laboratoire d’une lignée cellulaire 

issue d’épithélium de langue de chèvre sensibles au FMDV, permettant l’étude de 

l’infection chez cette espèce (419).  
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Pour l’heure, il semble ainsi plus important de poursuivre les travaux menés sur les 

modèles déjà mis en place. L’immortalisation des cellules primaires mises en culture, 

en vue de développer des lignées cellulaires apparait notamment comme une étape 

importante. Il existe une multitude de méthodes permettant l’immortalisation de 

lignées cellulaires, telles que la transfection des cellules avec un gène 

d’immortalisation, suppresseur de tumeur ou affectant l’activité télomérase, l’infection 

des cellules par un virus oncogène, ou encore l’utilisation d’agents mutagènes 

permettant le blocage du cycle cellulaire (476–480). L’utilisation de ces techniques 

montre cependant certaines limites telles des modifications importantes du phénotype 

cellulaire par rapport à celui des cellules primaires, ou encore des contraintes 

d’application à certains types cellulaires particuliers (481). Afin de pallier les 

problèmes les plus couramment rencontrés lors du processus d’immortalisation de 

cellules primaires, la société Inscreenex a mis au point une méthode basée sur 

l’utilisation d’une librairie de trente-trois gènes d’immortalisation délivrés dans les 

cellules par des vecteurs lentivirus et permettant de sélectionner le cocktail de gènes le 

mieux adapté au type cellulaire en question, tout en préservant le phénotype initial 

(482). Cette méthode a notamment été appliquée avec succès à de nombreuses 

populations cellulaires d’intérêt en recherche vétérinaire provenant de neuf espèces 

animales. L’immortalisation des cellules primaires développées au laboratoire 

nécessitant un investissement non négligeable, il semble important de poursuivre les 

investigations relatives à la caractérisation des cellules, en ce qui concerne leur nature 

épithéliale. A l’image de ce qui a été fait pour les DSP bovines, l’observation des 

jonctions serrées des cellules porcines et ovines par microscopie électronique pourrait 

grandement contribuer à attester de leur caractère épithélial. La recherche d’autres 

marqueurs telles que la cadhérine E peut également être envisagée.  
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L’expression de la cytokératine qui tend à diminuer au cours des passages au contraire 

de l’expression en vimentine, sont des signes d’une potentielle transition épithélio-

mésenchymateuse (443,483). Afin de conserver le mieux possible le phénotype initial 

des cellules il pourrait ainsi se révéler pertinent de limiter l’apparition de ce 

phénomène réversible en traitant les cellules afin de réguler les facteurs de 

transcription impliqués dans ce processus (441).  

En attendant d’avoir l’opportunité d’immortaliser les populations cellulaires mises en 

culture, il serait très intéressant de réaliser de nouvelles expériences d’infection en 

multicouches à l’interface air-liquide afin de caractériser les réponses 

transcriptionnelles des cellules porcines et ovines à l’infection par le FMDV et de 

comparer les résultats à ceux déjà obtenus pour les cellules DSP bovines (288). Les 

différences ou similitudes concernant les gènes stimulés ou inhibés suite à l’infection 

pourraient participer à une meilleure compréhension de la persistance différentielle 

du virus. De manière plus générale, l’étude comparée des modèles bovin, ovin, et 

porcin représente un potentiel levier d’amélioration des connaissances sur le 

comportement du virus, la réponse de l’hôte, ainsi que les interactions virus-hôte 

établies lors de l’infection aiguë et persistante par le FMDV.  

 

Les modèles cellulaires sensibles au FMDV développés dans cette partie des travaux de 

thèse constituent ainsi des outils pertinents et prometteurs pour l’étude en contexte 

infectieux des interactions protéine-protéine mises en évidence dans la première 

partie.  
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III. Validation fonctionnelle des interactions protéine-

protéine en contexte infectieux dans des cellules 

d’intérêt  

Introduction de la partie III 

Alors que plusieurs centaines d’interactions entre les protéines du FMDV et les 

protéines impliquées dans la réponse cellulaire à l’infection, notamment au niveau de 

la voie IFN, des mécanismes de l’autophagie et de l’apoptose, ont été décrites dans la 

littérature, il est possible de se questionner quant à leur importance biologique, voire 

leur existence réelle lors d’une infection (42,62,86). En effet, comme discuté dans la 

première partie de ce manuscrit, une majorité de ces interactions a été mise en 

évidence dans des modèles d’étude peu pertinents au regard de la physiopathologie du 

FMDV, quasi-exclusivement en conditions non infectieuses et impliquant une 

surexpression des protéines étudiées (42) (cf. Immunité innée). Dans le cas des 

interactions entre la 3Dpol et les protéines de la voie IFN de type I mises en lumière par 

approche Nanoluciférase et GST pull-down, leur existence potentielle a été confortée 

par la démonstration, à travers des essais rapporteurs luciférase, de l’effet inhibiteur 

de cette protéine virale sur la phase d’induction de la réponse IFN de type I. Bien que 

le possible rôle de la 3Dpol dans la subversion de la réponse cellulaire antivirale ait été 

renforcé par ces essais rapporteurs, il n’en reste pas moins qu’aucune certitude n’a été 

rapportée quant à l’existence en contexte infectieux des interactions protéiques 

identifiées précédemment. Afin de lever le doute entourant la réalité de ces 

interactions, il convient de les rechercher lors de l’infection de cellules sensibles au 

FMDV. Le recours à des études in vivo pour détecter des interactions protéiques 

n’étant absolument pas envisageable pour des raisons éthiques et financières, ces 

investigations doivent être menées dans des modèles in vitro pertinents au regard de 

la physiopathologie du FMDV tels que les modèles de cellules primaires bovines, ovines 
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et porcines, ainsi que la lignée cellulaire caprine ZZ-R127 dont nous disposons au 

laboratoire. Ces investigations nécessitent également de disposer d’outils d’analyse 

adaptés aux différentes espèces ciblées, en particulier des anticorps dirigés contre les 

protéines de la voie IFN de type I identifiées comme interagissant avec la 3Dpol. Si nous 

disposons d’anticorps spécifiques de certaines protéines du FMDV dont la 3Dpol ce 

n’est pas le cas pour les interacteurs protéiques cellulaires bovines, ovines, caprines et 

porcines.  

 

L’objectif de cette partie a donc été, dans un premier temps, d’identifier et/ou de 

produire des réactifs d’immunodétection permettant de reconnaitre les protéines 

cellulaires d’intérêt provenant des quatre espèces d’étude. Cette partie a fait l’objet d’un 

stage de 1ère année de BTS. Dans un second temps, l’objectif a été de se servir de ces 

anticorps afin de mettre en place une méthode d’immunoprécipitation permettant la 

validation fonctionnelle des interactions protéine-protéine en contexte infectieux. 

Cette partie a fait l’objet d’un stage de 2ème année de BTS. 

Matériels et Méthodes 

Virus  

Le clone 2.2 du virus de la fièvre aphteuse O/FRA/1/2001 (GenBank : OV121130.1) 

utilisé dans cette étude est un clone viral dérivé de la souche O/FRA/1/2001, purifié 

deux fois sur plages de lyse, puis propagé en cellules BHK-21 (285). Les productions 

virales ont été titrées sur des monocouches de BHK-21 comme décrit dans Kopliku et 

al. 2015 (285). Le titre viral mesuré est égal à 1,4.106 PFU par ml. 

Cellules  

Des cellules rénales embryonnaires humaines (HEK-293T) ont été cultivées à 37°C et 

sous 5% de CO2 dans du milieu Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) + 
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GlutaMAX™ (Gibco) supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Eurobio 

Scientific), 1% de penicillin–streptomycin (Gibco) et 1% de sodium pyruvate (Gibco).  

Des cellules épithéliales de langue de chèvre ZZ-R127, ainsi que des cellules primaires 

DSP bovines et ovines ont été entretenues à 37°C et sous 5% de CO2 en milieu DMEM 

High glucose W/L-GLU W/O PY (Eurobio) complété avec 10% de SVF, 2% d’HEPES 

(BioWhittaker), 1% de L-glutamine (BioWhittaker), 1% de penicillin–streptomycin et 

0,2% de gentamicine (Sigma‐Aldrich).  

Des cellules rénales bovines (BSR) ont été cultivées à 37°C et sous 5% de CO2 dans du 

milieu DMEM + GlutaMAX™ supplémenté de 10% de SVF, 1% d’acides aminés non-

essentiels (Gibco) et 1% de sodium pyruvate.  

Obtention de vecteurs d’expression par clonage Gateway®.  

Les vecteurs d’expression pCi-Neo-3xFlag correspondant aux protéines cellulaires 

impliquées dans la voie IFN de type I (IKKα, IKKε, IRF3, IRF7, MAVS, MDA5, NEMO, 

RIG-I, STAT2 et TRAF3) ont été produits par clonage Gateway® à partir des séquences 

codantes bovines, ovines, caprines et porcines, comme détaillé dans la partie I (cf. 

Construction des banques de vecteurs)  

De la même façon, la séquence codant la protéine MAVS bovine a été transférée dans 

un vecteur d’expression pVote2, adapté à l’expression de protéines en système vaccine 

(484). 

Expression de protéines d’intérêt en cellules de mammifères 

Des cellules HEK293T ou ZZ-R127 ont été ensemencées vingt-quatre heures avant la 

transfection respectivement à raison de 400 000 et 600 000 cellules par puits dans 

des plaques six puits à fond plat. Après 24 h, les cellules ont été transfectées par ajout 

de 0,5, 1 ou 2 μg du plasmide d’expression correspondant à la protéine d’intérêt ; 1, 2, 

3, 4 ou 6 μl de lipofectant JetPRIME® (Polyplus), dilué dans 300 μl de tampon 
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JetPRIME® par puits. Quarante-huit heures post-transfection, les cellules ont été 

lysées afin de préparer des lysats protéiques à analyser par Western-Blot.  

Préparation de lysats protéiques 

Des cellules HEK293T, ZZ, DSP bovines et DSP ovines ont été ensemencées en plaques 

six puits, respectivement à 400 000 HEK293T par puits ou 600 000 cellules pour les 

autres types cellulaires. Après 48 h, le milieu de culture a été retiré et le tapis cellulaire 

a été rincé deux fois au PBS 1X (Gibco).  

Le tapis cellulaire a ensuite été lysé par ajout de 310 μl de tampon NP40 Cell lysis buffer 

(Thermo Scientific), puis incubation de 30 minutes sur glace. Toutes les 10 minutes, la 

plaque a été placée sous agitation pendant une minute à 250 rpm pour faciliter le 

décollement des cellules. Après 30 minutes d’incubation, le fond du puits a été 

délicatement gratté à l’aide d’un cell scraper (Dutscher). Le contenu des puits a été 

collecté dans des microtubes Eppendorf, avant d’être centrifugé pendant 10 minutes à 

12000 x g à 4°C. Les surnageants ont été transférés dans de nouveaux tubes puis dilués 

au demi dans du bleu de dépôt 2X (NuPage Blue, Life Technologies) et conservés à -

80°C.  

Activation de la réponse antivirale par traitement au poly-IC 

Des cellules ZZ-R127, DSP bovines et DSP ovines ont été ensemencées en plaques six 

puits à raison de 600 000 cellules par puits, puis cultivées dans les conditions 

présentées précédemment. Après 24 h, le milieu de culture a été remplacé par du 

milieu frais additionné d’acide polyinosinique-polycitydylique (poly-IC, Sigma-

Aldrich), à raison de 0,5 ou 1 μl/puits.  

Cinétique d’infection par le FMDV 

Des cellules ZZ-R127 et DSP bovines ont été ensemencées à raison de 800 000 cellules 

par puits en plaques six puits. Après 24 h, ces cellules ont été infectées par le FMDV 
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O/FRA/1/2001 Clone 2.2 à la MOI 0,1 ou 0,01 ou du milieu conditionné de cellules 

BHK-21 (MOCK) dilué de la même façon que le virus, en milieu DMEM High glucose.  

L’infection des ZZ-R127 à la MOI 0,1 a été suivie pendant 6h30 post-infection. Entre 

2 h et 6h30, un lysat protéique et une extraction d’ARN ont été réalisés toutes les trente 

minutes afin de réaliser une étude cinétique de l’infection. De manière similaire, 

l’infection des DSP bovines à la MOI 0,1 a été suivie toutes les 30 minutes entre 3 h et 

7 h post-infection. Un point de cinétique plus tardif, à 9 h post-infection a également 

été réalisé. L’infection des DSP bovines à la MOI 0,01 a fait l’objet d’un lysat protéique 

et d’une extraction d’ARN toutes les trois heures entre 3 h et 12 h post-infection.  

Les lysats protéiques ont ensuite été utilisés pour la recherche de protéine virale 3Dpol 

et de protéines cellulaires impliquées dans la réponse IFN de type I. Les ARN extraits 

ont servi à la réalisation de rtRT-PCR permettant d’évaluer l’activation de la réponse 

IFN de type I dans les cellules infectées.  

Extraction d’ARN 

Les extractions d’ARN ont été réalisées à l’aide du kit RNeasy Mini kit (Qiagen) en 

suivant les recommandations du fournisseur.  

Suivi de l’activation de la réponse interféron de type I par rtRT-PCR 

L’activation de la réponse antivirale dans les cellules ZZ-R127 a été évaluée par rtRT-

PCR dirigée contre les gènes MX-1 et OAS. L’activation de la réponse antivirale dans 

les cellules DSP bovines a été évaluée par rtRT-PCR dirigée contre les gènes MX-1, 

PKR, OAS et IFN-β en utilisant les amorces décrites par O’Donnell et al. (286). Un gène 

de ménage β-actine a été suivi afin de pouvoir normaliser l’expression relative pour les 

différentes cibles. Dans le cas des cinétiques d’infection, la région 3Dpol a également 

été ciblée afin de s’assurer de la présence d’ARN viral.  

Toutes les rtRT-PCR ont été réalisées en simplex, en utilisant le kit AgPath-ID One-

Step RT-PCR (Applied Biosystems) dans un volume final de 25 µL. Pour chaque PCR, 
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12,5 µL de tampon 2X, 1 µL de mélange d'enzymes RT-PCR 25X selon les 

recommandations des fournisseurs et chaque amorce et sonde TaqMan à 0,2 µM ont 

été mélangés à 5 µL d'échantillon d'ARN. Les amplifications PCR ont été réalisées avec 

un instrument QuantStudio™5 Real-Time PCR (Life Technologies) avec le programme 

suivant : 10 min à 45°C, 10 min à 95°C suivi de 45 cycles composés de 15 sec à 95°C et 

1 min à 60°C. Les résultats ont été analysés avec le logiciel QuantStudio Design & 

Analysis v1.5.1 (Thermo Fisher Scientific).  

Immunodétection par Western-Blot 

Les lysats ainsi obtenus ont été analysés par SDS-PAGE suivi d'une immunodétection 

par Western- Blot. Pour ce faire, 30 µL de ces échantillons et 4 µL de ladder Precision 

Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, Hercules) ont été déposés sur un gel de 

polyacrylamide Bolt Gradient 4-12% Bis-Tris Plus (Life Technologies). La séparation 

des protéines a été effectuée pendant 10 min à 120 V puis 40 min à 180 V dans du 

tampon Bolt Running Buffer (Life Technologies) dilué au 1/20 dans de l'eau distillée. 

Une fois la migration terminée, les protéines ont été transférées sur une membrane de 

nitrocellulose (Life Technologies) par transfert liquide pendant 1 h à 30 V dans du 

tampon Bolt Transfer Buffer (Life Technologies) dilué au 1/20 dans de l'eau distillée 

avec 20% d'éthanol (Euromedex) et 0,1% d'antioxydant (Life). Les membranes de 

nitrocellulose ont ensuite été saturées par incubation pendant 30 min dans une 

solution de lait à 5% (Regilait) dilué dans du PBS-Tween.  

Les membranes ont été incubées sur la nuit en présence d’anticorps dirigés contre les 

protéines d’intérêt :  

- anticorps monoclonal anti-Flag produit chez la souris et conjugué à la peroxydase de 

raifort (HRP, pour Horseradish Peroxidase) (Sigma-Aldrich), utilisé au 1/10 000, 

- anticorps monoclonal 3F12 anti-3Dpol produit chez la souris (fourni par les Dr 

Emiliana Brocchi et Dr Santina Grazioli, Izsler Istituto, Italie), utilisé au 1/500, 
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- anticorps polyclonal anti-IKKα produit chez le lapin (A2062, ABclonal), utilisé au 

1/1000,  

- anticorps polyclonal anti-IKKε produit chez le lapin (A0244, ABclonal), utilisé au 

1/1000,  

- anticorps polyclonal anti-IRF3 produit chez le lapin (DF6895, Affinity Bioscience), 

utilisé au 1/1000,  

- anticorps polyclonal anti-IRF7 produit chez le lapin (A0159, ABclonal), utilisé au 

1/1000,  

- anticorps polyclonal anti-MAVS produit chez le lapin (A5764, Affinity Bioscience), 

utilisé au 1/1000, 

- anticorps polyclonal anti-NEMO produit chez le lapin (A0917, ABclonal), utilisé au 

1/2500,  

- anticorps polyclonal anti-MDA5 produit chez le lapin (DF6926, Affinity Bioscience), 

utilisé au 1/1000,  

- anticorps polyclonal anti-RIG-I produit chez le lapin (DF6107, Affinity Bioscience), 

utilisé au 1/1000,  

- anticorps polyclonal anti-STAT2 produit chez le lapin (A14995, ABclonal), utilisé au 

1/1000,  

- anticorps polyclonal anti-TRAF3 produit chez le lapin (AF5380, Affinity Bioscience), 

utilisé au 1/1000.  

Après incubation, les membranes ont été lavées 3 fois pendant 5 minutes dans un 

tampon PBS-Tween. Elles ont ensuite été incubées pendant 1 h à température 

ambiante avec un anticorps secondaire anti-lapin ou anti-souris couplé HRP (Sigma-

Aldrich) utilisé au 1/5000. Les membranes ont été lavées à nouveau 3 fois pendant 5 

min dans du tampon PBS-Tween. La révélation a été réalisée à l'aide du kit Clarity 

Western ECL (Bio-Rad) à raison de 3 ml de solution par membrane. Les membranes 
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ont été lues à l'aide d'un appareil ChemiDoc (Bio-Rad). L'acquisition par 

chimioluminescence a permis de révéler les bandes associées aux anticorps, tandis que 

l'acquisition colorimétrique a été utilisée pour révéler le marqueur de taille.  

Obtention d’un virus MVA recombinant 

Le Modified vaccinia virus Ankara (MVA) codant pour l'ARN polymérase du 

bactériophage T7 (MVA-T7green) (exprimant l'ARN polymérase T7 inductible à 

l'IPTG) dérive du MVA-EM24 par l'insertion du gène codant pour l'eGFP, sous le 

contrôle d'un promoteur synthétique précoce/tardif, d'une cassette gyrB-PKR dans le 

locus de l'hémagglutinine de MVA, ainsi que d'un gène codant pour la protéine 

mCherry sous le contrôle du même promoteur (485,486).  

Les cellules BSR ont été infectées par le MVA-T7green à la MOI 3. Une heure plus tard, 

elles ont été transfectées avec le plasmide pVote2-MAVS à l’aide du lipofectant 

JetPRIME® selon les instructions du fabricant, puis incubées sur la nuit.  

Les cellules ont été lysées et les lysats ont été testés par Western blot en utilisant un 

anticorps anti-Flag permettant la détection de la protéine d’intérêt.  

Afin de produire le virus recombinant MVA-T7green-MAVS, les cellules BSR ont été 

infectées par le MVA-T7green à une MOI de 0,05, transfectées avec le pVote2-MAVS 

et incubées à 37°C pendant 2 à 3 jours. Les recombinants MVA-T7green-MAVS ont 

ensuite été obtenus par sélection basée sur le gène gpt, suivie de deux séries successives 

de contre-sélection à la coumermicine (486,487). 

Titrage viral et clonage par dilution limite 

Des dilutions de dix en dix du recombinant sélectionné ont été utilisées pour infecter 

des cellules BSR, à raison de 100 μl par puits en plaque quatre-vingt-seize puits. Après 

trois jours d’incubation, l’infection virale a été observée par lecture de la fluorescence 

verte associée aux virus recombinants. Le titre viral a été exprimé en dose infectieuse 

lysant 50% du tapis cellulaire (TCID50, pour 50% tissue culture infective dose) d’après 
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la table de Bornarel et Stellmann, puis converti en PFU/ml (488). A partir de ce titrage, 

une cupule à la dernière dilution présentant une fluorescence a été récolté afin 

d’obtenir un virus cloné par dilution limite.  

Expression et purification de la protéine d’intérêt 

Des cellules BSR ont été ensemencées à raison de 1.107 cellules en T75 puis infectées 

par le virus recombinant MVA-T7green-MAVS sélectionné à une MOI de 3. Après 1 h, 

15 ml de milieu de culture, complété par 10mM d'Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG), ont été ajoutés. Après 24 h, le milieu de culture a été 

retiré. Le tapis cellulaire a été lavé deux fois au PBS, puis 1 ml de PBS contenant des 

anti-protéases (Cocktail d'inhibiteurs de protéase sans EDTA, Roche) a été ajouté. Les 

cellules BSR infectées ont été décollées en utilisant un cell scraper, puis récoltées dans 

un microtube Eppendorf de 2 ml avant d’être congelées à -20°C jusqu’à la réalisation 

du protocole de purification de la protéine d’intérêt.  

Après décongélation, le lysat cellulaire a été agité au vortex et centrifugé à 10 000 × g 

pendant 10 minutes à 4°C. Le surnageant a été récupéré et ajouté à 20 µL de billes 

englobées de gel d'affinité anti-Flag M2-Agarose provenant d'un kit 

d'immunoprécipitation Flag (Sigma) en suivant les recommandations du fabricant. La 

protéine recombinante capturée par la résine a ensuite été éluée, en présence de 

peptides Flag 3X à une concentration de 5 μg/μl, soit trois fois supérieure à celle 

recommandée par le fournisseur. Une fraction de l'élution a été analysée par SDS-

PAGE afin de confirmer la présence de la protéine recombinante par Western-Blot basé 

sur l’utilisation d’un anticorps anti-Flag et, pour estimer sa pureté, par une coloration 

au Bleu de Coomassie. 

Détermination des conditions optimales de couplage anticorps 3F12-

Dynabeads™ Protein G 
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Afin d’optimiser l’étape de couplage covalent des anticorps 3F12 sur les Dynabeads™ 

Protein G (Invitrogen) utilisées dans le cadre des expériences d’immunoprécipitation 

en contexte infectieux, une gamme de dilution de l’anticorps allant de 1/10 à 1/200 a 

été testée. Les Dynabeads™ Protein G ont ainsi été préparées selon les 

recommandations du fournisseur, puis incubées sur un agitateur rotatif 30 min ou 1 h 

en présence d’anticorps 3F12 anti-3Dpol. Arès avoir été lavées, les billes ont été 

incubées pendant 1 h avec un anticorps polyclonal secondaire anti-IgG de souris (H+L) 

couplé à l’HRP (Thermo Scientific) dilué au 1/5000. La révélation a été réalisée par 

ajout de substrat chromogène TétraMéthylBenzidine (TMB, Applied Biosystems) selon 

les recommandations du fournisseur. Après ajout de solution stop (Applied 

Biosystems) préalablement stabilisée à température ambiante, la densité optique 

associée à chacune des conditions testées a été mesurée à 450 nm en utilisant un 

spectrophotomètre Glomax (Promega).  

Immunoprécipitation à l’aide du kit Dynabeads™ Protein G 

Des cellules ZZ-R127 et DSP bovines ont été ensemencées en plaques six puits, et 

infectées par le FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 à la MOI 0,1 comme détaillé 

précédemment. Entre 3 h et 5 h post-infection, des lysats protéiques ont été préparés 

comme détaillé précédemment. Les Dynabeads™ Protein G ont ainsi été préparées 

selon les recommandations du fournisseur, puis incubées sur un agitateur rotatif 

pendant 30 min en présence d’anticorps 3F12 anti-3Dpol dilué au 1/10. Après avoir été 

lavées selon les recommandations du fournisseur, les billes liées aux anticorps ont été 

incubées en présence de 250 μl de lysat protéique. L’immunoprécipitation de l’antigène 

a été réalisée à vitesse lente sur agitateur rotatif pendant 30 min. Après une nouvelle 

série de lavages, le complexe billes-anticorps-antigène a été élué dans 20 μl en suivant 

les recommandations du fournisseur. Les échantillons ont ensuite été dilués au 1/2 en 

bleu de dépôt NuPage contenant du dithiothréitol (DTT) et ont été dénaturés 
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thermiquement pendant 10 min à 95°C avant d’être stockés à -20°C, jusqu’à leur 

analyse par Western-Blot.  

Résultats 

1) Evaluation d’anticorps commerciaux 

Alors que dans le cadre des expériences de chromatographie d’affinité par GST pull-

down l’identification des protéines d’intérêt était rendue possible par l’utilisation 

d’anticorps dirigés contre les protéines fusion Flag ou GST, ce n’est pas le cas lorsqu’il 

s’agit d’identifier les protéines endogènes. Ainsi, afin d’identifier in cellulo les protéines 

d’intérêt, il est indispensable de disposer d’outils permettant de reconnaitre 

directement ces protéines. Bien qu’une multitude de références d’anticorps soit 

actuellement commercialisée, il s’avère que dans l’immense majorité des cas, ces 

réactifs ciblent les espèces les plus couramment étudiées. Ainsi, la plupart des 

anticorps que nous avons pu trouver dans le commerce étaient dirigés contre les 

formes humaines ou murines. En collaboration avec la société Diagomics, spécialisée 

dans la commercialisation de réactifs de recherche et diagnostic in vitro, nous avons 

pu sélectionner des références d’anticorps, anti-protéine humaine ou murine, prédits 

par analyses bio-informatiques comme pouvant détecter les formes bovines, ovines, 

caprines et porcines des protéines d’intérêt. Parmi toutes les références identifiées, dix 

anticorps dirigés contre les protéines IKKα, IKKε, IRF3, IRF7, MAVS, MDA5, NEMO, 

RIG-I, STAT2 et TRAF3 ont ainsi été commandés. Huit d’entre eux, correspondant aux 

protéines les plus intéressantes au regard des résultats des cribles Nanoluciférase, ont 

été testés (Tableau 5). 
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Tableau 5 : Réactivité prédite des anticorps sélectionnés contre les quatre espèces d’étude.  

Cible Réactivité prédite Cible Réactivité prédite 

IKKα 

Bovine: 92% 

MDA5 

Bovine: 95% 
Ovine: 88% Ovine: 95% 

Caprine : 88% Caprine : 95% 
Porcine: 90% Porcine: 95% 

IKKε  

Bovine: 83% 

NEMO 

Bovine: 83% 
Ovine: 84% Ovine: 83% 

Caprine : 84% Caprine : 83% 
Porcine: 83% Porcine: 92% 

IRF3 

Bovine: 98% 

RIG-I 

Bovine: 92% 
Ovine: 98% Ovine: 98% 

Caprine : 98% Caprine : 98% 
Porcine: 98% Porcine: 92% 

IRF7 

Bovine: 69% 

STAT2 

Bovine: 78% 
Ovine: 70% Ovine: 84% 

Caprine : 70% Caprine : 84% 
Porcine: 71% Porcine: 85% 

MAVS 

Bovine: 63% 

TRAF3 

Bovine: 94% 
Ovine: 63% Ovine: 94% 

Caprine : 63% Caprine : 94% 
Porcine: 63% Porcine: 94% 

 

Dans un premier temps, ces anticorps ont été testés en Western-Blot sur des lysats de 

DSP bovines non infectées et non traitées. Les bandes observées après révélation des 

membranes de nitrocellulose ont été comparées aux tailles théoriques attendues pour 

chaque protéine d’intérêt. Alors que des bandes correspondant aux tailles attendues de 

certaines protéines telles que IKKα, IKKε, IRF7 et NEMO ont pu être détectées. Il n’a 

en revanche pas été possible de statuer quant à l’efficacité des anticorps dirigés contre 

les protéines pour lesquelles des bandes n’ont pas été observées à la taille attendue du 

fait de la non disponibilité d’un contrôle positif. 

Les difficultés de détection de certaines des protéines d’intérêt étant possiblement liées 

au fait que les lysats utilisés en Western-Blot proviennent de cellules saines, dans 

lesquelles la voie IFN de type I n’est pas activée. Il a ainsi été décidé de renouveler 



 290 

l’évaluation des anticorps sur des lysats de DSP bovines et ovines ayant subi ou non un 

traitement au poly-IC censé activer la réponse IFN en simulant l’infection virale. De 

manière générale, seule de très légères différences ont pu être détectées entre les 

échantillons traités ou non au poly-IC. Ces essais n’ont ainsi pas permis de conclure 

davantage par rapport aux tests réalisés précédemment à partir de cellules DSP 

bovines non traitées.  

Aucune différence notable n’ayant pu être observée entre les lysats protéiques 

provenant de cellules DSP bovines et ovines traitées au poly-IC et celles non traitées, il 

a été décidé de surexprimer les protéines d’intérêt en cellules HEK293T afin d’évaluer 

les anticorps sélectionnés en étant certain que la protéine à détecter soit présente 

(Figure 23). Les protéines produites étant des protéines-fusion 3X-Flag, l’utilisation 

d’un anticorps anti-Flag a permis de confirmer la présence des protéines recherchées.  

L’analyse des lysats de HEK293T surexprimant les formes bovine, ovine, caprine et 

porcine d’IKKα, à l’aide d’un anticorps anti-Flag, a conduit à la visualisation de bandes 

correspondant à la protéine d’intérêt (Figure 23 (A)). Aucune bande comparable n’a pu 

être détectée à partir des lysats de cellules ne surexprimant pas la protéine. Lorsque 

ces mêmes lysats ont été incubés en présence d’un anticorps anti-IKKα, de fines bandes 

ont pu être observées à la taille attendue, sans différence notable entre les conditions 

transfectées ou non transfectées, signe d’une détection de la protéine endogène 

uniquement. Un constat similaire a pu être fait en ce qui concerne l’évaluation de 

l’anticorps anti-IRF3, permettant la détection de la protéine endogène mais pas des 

formes bovine, ovine, caprine et porcine surexprimées (Figure 23 (C)). Le test de 

l’anticorps anti-IKKε a permis de mettre en évidence la présence de la protéine 

endogène, détectée de manière similaire dans les lysats de cellules surexprimant ou 

non la protéine d’intérêt (Figure 23 (B)). Les différentes formes surexprimées d’IKKε, 

de tailles légèrement supérieures ont également pu être détectées, à la fois en utilisant 
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l’anticorps anti-Flag et l’anticorps anti- IKKε. En ce qui concerne la protéine IRF7, des 

bandes associées aux quatre formes surexprimées ont pu être détectées en utilisant un 

anticorps anti-Flag (Figure 23 (D)). En revanche, l’utilisation de l’anticorps anti-IRF7 

n’a conduit qu’à la détection des formes ovines, caprines et porcines de la protéine, 

aucune bande n’étant observée à partir du lysat de cellules surexprimant la version 

bovine de cette protéine. L’évaluation de l’anticorps dirigé contre la protéine MAVS n’a 

conduit à l’observation d’aucun signal, y compris à partir des lysats de cellules 

transfectées (Figure 23 (E)). L’incubation de ces mêmes lysats avec un anticorps anti-

Flag n’a cependant permis de ne démontrer qu’une faible expression des protéines 

d’intérêt. En ce qui concerne la cible MDA5, aucune bande n’a pu être observée après 

incubation avec l’anticorps à évaluer, alors que la surexpression des protéines 

provenant des quatre espèces d’intérêt a pu être confirmée après incubation avec 

l’anticorps anti-Flag (Figure 23 (F)). L’analyse des lysats de HEK293T surexprimant 

les formes bovine, ovine, caprine et porcine de NEMO, à l’aide d’un anticorps anti-Flag, 

a permis la visualisation de bandes correspondant à la protéine d’intérêt (Figure 23 

(G)). Des bandes pouvant être associées aux différentes formes surexprimées de 

NEMO ont également pu être observées grâce à l’utilisation de l’anticorps anti-NEMO. 

Une seconde bande, de taille légèrement inférieure à également été observée dans cette 

expérience. Le test de l’anticorps dirigé contre TRAF3 a permis de mettre en évidence 

la présence de la protéine d’intérêt sous ses quatre formes, confirmant les observations 

réalisées à l’aide de l’anticorps anti-Flag (Figure 23 (H)).  

Ainsi, parmi les huit références d’anticorps ayant pu être testées dans le cadre de ces 

travaux de thèse, seules ceux dirigés contre les protéines IKKε, NEMO et TRAF3 ont 

permis de détecter les formes bovine, ovine, caprine et porcine des protéines 

surexprimées.  
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Figure 23 : Evaluation des anticorps sélectionnés par analyse Western-Blot après surexpression 
des protéines d’intérêt. 
La réactivité des anticorps dirigés contre les protéines IKKα, IKKε, IRF3, IRF7, MAVS, MDA5, NEMO, RIG-I, 
STAT2 et TRAF3 a été évaluée à partir de lysats protéiques provenant de cellules HEK293 surexprimant ou non 
les formes bovines, ovines, caprines et porcines des protéines d’intérêt. Les membranes de Western-Blot ont été 
révélées à l’aide d’un anticorps anti-Flag d’une part, et d’autre part à l’aide de l’anticorps à tester. (A) Evaluation 
de l’anticorps anti- IKKα. (B) Evaluation de l’anticorps anti- IKKε. (C) Evaluation de l’anticorps anti-IRF3. (D) 
Evaluation de l’anticorps anti-IRF7. (E) Evaluation de l’anticorps anti-MAVS. (F) Evaluation de l’anticorps anti-
MDA5. (G) Evaluation de l’anticorps anti-NEMO. (H) Evaluation de l’anticorps anti-TRAF3.  
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2) Production d’un anticorps dirigé contre la protéine MAVS 

Parmi les interactions protéine-protéine mises en évidence par 

approche Nanoluciférase et confirmées par chromatographie d’affinité, seule 

l’interaction entre la 3Dpol du FMDV et la protéine MAVS semble être hôte spécifique 

(456). En effet, alors que les autres interactions décrites dans la première partie de ces 

travaux de thèse apparaissent comme étant conservées au sein des espèces étudiées, 

celle-ci a pu être identifiée uniquement en utilisant la forme porcine de la protéine 

cellulaire (cf. Mise en évidence d’interactions protéine-protéine entre le virus de la 

fièvre aphteuse et la voie interféron de type I et détermination de leur spécificité 

d’hôte). La démonstration de l’interaction entre la 3Dpol et la forme porcine de MAVS, 

mais pas avec les formes provenant des espèces bovine, ovine et caprine, susceptibles 

à l’infection persistante par le FMDV, font de cette interaction un objet d’étude 

particulièrement intéressant. L’étude de cette interaction hôte spécifique est d’autant 

plus pertinente au regard de l’hypothèse posée dans le cadre de ces travaux de thèse, 

portant sur un lien éventuel entre les interactions protéiques mises en place entre le 

virus et son hôte, et la persistance virale. La recherche d’un anticorps anti-MAVS 

possédant une réactivité pour les formes bovine, ovine, caprine et porcine de la 

protéine s’étant révélée infructueuse, il a été décidé de produire, au laboratoire, un 

anticorps polyclonal dirigé contre MAVS afin de disposer d’un outil permettant l’étude 

de l’interaction 3Dpol-MAVS en contexte infectieux. Dans cette optique, il est nécessaire 

de disposer d’une quantité suffisante de protéine purifiée pour immuniser un lapin. S’il 

est possible de produire la protéine d’intérêt en système bactérien ou en levure, ces 

solutions ne permettent pas à la protéine de subir les modifications co- et post-

traductionnelles se produisant en cellules de mammifères (489–492). Afin d’obtenir 

une protéine la plus proche possible des protéines biologiques, il a été décidé de la 

produire en cellules de mammifères via le système vaccine (484). Cette méthode, déjà 



 295 

mise en place dans notre laboratoire, a également été choisie pour produire de la 

protéine 2B du FMDV afin de permettre l’obtention d’un anticorps monoclonal dans le 

cadre du projet européen Spidvac, ainsi que d’autres protéines virales. La charge de 

travail associée à la production d’une nouvelle protéine en système vaccine étant 

particulièrement importante, ce projet a été géré de manière transversale avec les 

personnes impliquées dans la production de protéines du FMDV.  

Dans le cadre de cette partie des travaux de thèse, il a été choisi d’utiliser la forme 

bovine de la protéine MAVS pour la production de l’anticorps. Ce choix a notamment 

été motivé par le fait que cette protéine bovine est la forme possédant la plus faible 

variabilité génétique par rapport aux petits ruminants d’une part, et au porc d’autre 

part. De plus, au moment du choix de la protéine à utiliser, seul le modèle de cellules 

primaires bovin était pleinement mis en place au laboratoire et permettait d’envisager 

la réalisation de travaux de validation d’interactions protéiques en contexte infectieux.  

Un vecteur pVote2-MAVS, permettant l’expression de la protéine MAVS bovine, et 

adapté au système vaccine a ainsi été construit par clonage Gateway®. Ce vecteur a 

ensuite été utilisé afin de produire un virus MVA recombinant capable d’induire 

l’expression de la protéine MAVS. Pour cela, des cellules BSR ont été infectées par le 

MVA puis transfectées avec le vecteur pVote2-MAVS afin d’obtenir un virus 

recombinant MVA-T7green. Le taux de recombinaison du virus a été estimé par lecture 

de la fluorescence après 24 h et 48 h d’incubation (Figure 24). En effet, le MVA possède 

une fluorescence rouge et verte, tandis que si l’évènement de recombinaison a lieu, le 

virus perd la séquence mCherry et ne fluoresce alors plus que dans le vert. Après 24 h 

d’incubation, une part non négligeable des virus fluorescents observés avaient perdu 

leur capacité de fluorescer dans le rouge, signe d’une recombinaison efficace. Après 

48 h, la proportion de virus apparaissant en vert mais pas en rouge semble 
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relativement semblable à celle observée à 24 h, cependant, le nombre total de virus 

présents est plus important dans ces conditions.  

 

Figure 24 : Obtention de virus recombinant MVA-T7green-MAVS.  
Les virus recombinants ont été obtenus après infection de cellules BSR transfectées à l’aide d’un vecteur pVote2-
MAVS. Les virus non recombinés sont capables de fluorescer dans le rouge et dans le vert. Les virus recombinés 
perdent leur aptitude à fluorescer dans le rouge et sont censés ne plus fluorescer que dans le vert. Observation au 
microscope à épifluorescence x100, Exposition FITC : 1s, Exposition DsRed : 1s.  

 

Les virus recombinants ont ensuite été sélectionnés deux fois, en infectant de nouvelles 

cellules BSR en présence de xanthine et d’hypoxanthine, puis une troisième fois en 

infectant des cellules BSR en présence de coumermicine (Figure 25). Après 24 h 

d’infection en milieu de sélection, la quasi-totalité des virus qui étaient encore capables 

d’émettre une fluorescence rouge ont été éliminés, alors qu’il en reste encore une part 

non négligeable pour la condition 48 h.  
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Figure 25 : Sélection des virus recombinant MVA-T7green-MAVS.  
Les virus recombinants ont été sélectionnés par infection de cellules BSR pendant 24 h ou 48 h en présence 
d’antibiotiques. Les virus non recombinés sont capables de fluorescer dans le rouge et dans le vert. Les virus 
recombinés perdent leur aptitude à fluorescer dans le rouge et sont censés ne plus fluorescer que dans le vert. 
Observation au microscope à épifluorescence x100, Exposition FITC : 1s, Exposition DsRed : 1s.  

 

A la suite de cette étape de sélection, la capacité des virus recombinants à produire la 

protéine d’intérêt a été testée. Pour cela, des cellules BSR ont été infectées à partir 

d’une dilution au 1/5 de la suspension virale sélectionnée. Vingt-quatre heures post-

infection, les surnageants de culture ont été récoltés. Des lysats protéiques ont été 

réalisés à partir de la solution de PBS utilisée pour la récolte des cellules, ainsi que des 

culots cellulaires. Les trois types d’échantillons, à savoir les surnageants de culture, les 

suspensions cellulaires en PBS et les culots cellulaires ont été analysés par Western-

Blot (Figure 26). Les membranes de Western-Blot ont été incubées en présence 

d’anticorps anti-Flag permettant de détecter la protéine fusion MAVS-Flag codée par 

le pVote2-MAVS. Des bandes correspondant à la protéine MAVS ont pu être observées 

dans la suspension de cellules détachées en PBS à l’aide d’un cell scraper, ainsi que 

dans le lysat protéique issu du culot cellulaire. En revanche, aucun signal n’a pu être 

détecté à partir du surnageant de culture.  



 298 

 

Figure 26 : Détection de la protéine MAVS par analyse Western-Blot.  
Différents échantillons (surnageant de culture, surnageant PBS et culot cellulaire) ont été analysés afin de 
rechercher la protéine d’intérêt. La membrane de Western-Blot a été révélée à l’aide d’un anticorps anti-Flag 

 

Après vérification de la capacité des virus recombinants à exprimer correctement la 

protéine d’intérêt, la suspension virale a été titrée. Alors que l’infection de BSR à partir 

de suspensions virales diluées jusqu’au 10-5 a mené à l’observation de virus fluorescents 

dans l’intégralité des puits testés, seuls sept puits sur huit ont présenté des signaux 

fluorescents après infection par la suspension virale à la dilution 10-6. Uniquement 

deux puits ont permis la visualisation de fluorescence suite à l’infection à la dilution 

10-7, tandis que les dilutions suivantes n’ont pas conduit à l’observation de virus 

fluorescent. Le titre viral a été calculé au regard de ces résultats et de la table de 
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Bornarel et Stellmann (488). Cette solution a ainsi été titrée à 4,0.107,54 TCID50/ml, 

soit 1,3.108 PFU/ml.  

 

La détermination du titre viral de la solution de MVA recombinant a permis l’infection 

de cellules BSR a une MOI de 3, adaptée à l’expression de protéine, en vue de produire 

et purifier la protéine d’intérêt. Les cellules infectées afin de produire la protéine MAVS 

ont ensuite été récoltées puis lysées. La lyse cellulaire a été réalisées soit par ajout de 

tampon de lyse, soit par centrifugation rapide des cellules récoltées dans du PBS. Ces 

échantillons protéiques totaux ont été mis en présence de billes associées à des 

immunoglobulines purifiées anti-Flag, permettant la purification des protéines MAVS 

porteuses d’une étiquette Flag (Figure 27). L’efficacité d’expression et de purification 

de la protéine MAVS a été évaluée par analyse SDS-Page. Une coloration au bleu de 

Coomassie a permis de révéler les protéines totales présentes dans chacun des 

échantillons, tandis qu’un Western-Blot anti-Flag a permis de détecter la protéine 

d’intérêt. La coloration au bleu de Coomassie a conduit à l’observation de très 

nombreuses bandes dans les échantillons protéiques totaux, avant et après purification 

sur billes, signe d’une lyse correcte des cellules aussi bien par action du tampon de lyse, 

que par centrifugation rapide. Au regard des bandes légèrement plus intenses, il 

semblerait toutefois que davantage de protéines aient été détectées à partir des 

échantillons obtenus en présence de tampon de lyse. En ce qui concerne les 

échantillons obtenus à l’issue de l’élution, seule une très faible quantité de protéine a 

pu être détectée à partir des échantillons provenant de la lyse des cellules par ajout de 

tampon de lyse. Aucune bande n’a pu être observée à partir des échantillons provenant 

de la lyse des cellules par centrifugation. Afin de vérifier que l’utilisation du peptide 3X 

Flag à une concentration élevée avait effectivement induit le décrochage des protéines 

captées par les billes, ces dernières ont également été analysées. Alors qu’une très faible 
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quantité de protéine a pu être détectée sur les billes incubées en présence des lysats 

protéiques obtenus par centrifugation des cellules, une quantité plus importante a été 

observée pour les billes incubées en présences des lysats protéiques obtenus par lyse 

chimique. Une bande assez intense pouvant correspondre à la protéine MAVS a 

notamment été révélée. L’incubation de la membrane de Western-Blot à l’aide d’un 

anticorps anti-Flag a conduit à la détection d’une bande de faible intensité, associée à 

la protéine d’intérêt, dans le lysat total provenant de l’ajout de tampon de lyse sur les 

cellules. Alors qu’une bande d’intensité encore plus limitée a été observée après 

purification sur billes et élution, il semblerait que la quasi-totalité de la protéine 

d’intérêt soit restée accrochée aux billes, indiquant de fait l’inefficacité de l’utilisation 

du peptide 3X Flag. Aucun signal n’a pu être révélé à partir des échantillons issus de la 

centrifugation des cellules infectées.  

 

Figure 27 : Evaluation de l’efficacité de production et de purification de la protéine MAVS. 
Les protéines présentes dans le lysat total ainsi que dans des échantillons récoltés avant et après la purification 
de la protéine MAVS ont été séparés par SDS-Page. (A) Les protéines totales ont été visualisées par coloration au 
Bleu de Coomassie. (B) La protéine MAVS a été analysée par Western-Blot à l’aide d’un anticorps anti-Flag.  
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3) Mise au point d’une méthode d’immunoprécipitation 

visant à valider les interactions protéiques en contexte 

infectieux 

En attendant de pouvoir disposer d’un anticorps dirigé contre la protéine MAVS, il a 

été décidé d’investiguer, en contexte infectieux, les interactions mises en évidence par 

approche Nanoluciférase et pour lesquelles nous disposions d’un anticorps permettant 

de détecter les formes bovine, ovine, caprine et porcine de la protéine. Une méthode 

de détection des interactions protéine-protéine lors de l’infection de cellules d’intérêt 

par le FMDV a ainsi été mise au point afin de vérifier l’existence des interactions 3Dpol-

IKKε et 3Dpol-NEMO. Il a dans un premier temps été envisagé de développer une 

méthode permettant d’étudier les interactions protéiques en contexte infectieux et 

surexpression des protéines cellulaires d’intérêt, ou simplement en présence de 3Dpol 

surexprimée, or les cellules adaptées à l’étude de l’infection par le FMDV dont nous 

disposons, à savoir les ZZ-R127, DSP bovines, DSP ovines, PT ovines et DSP porcines 

n’avaient jamais fait l’objet d’une transfection d’ADN. Un protocole de transfection 

d’ARN a cependant déjà été mis au point par le passé en cellules ZZ-R127. Des essais 

de transfection ont ainsi été menés en cellules ZZ-R127 et en cellules DSP bovines. En 

ce qui concerne les cellules primaires bovines, différentes conditions de transfection 

ont été testées, à savoir plusieurs concentrations plasmidiques, combinées à 

différentes quantités de lipofectant JetPRIME® et deux temps d’incubation post-

transfection, à savoir 24 h et 48 h (données non présentées). A l’issue de cette 

expérience il est apparu que la quasi-totalité des cellules transfectées avaient été 

détruites. Des essais similaires ont alors été entrepris en remplaçant le JetPRIME® par 

la référence JetOPTIMUS® (Polyplus), spécialement développée pour les cellules 

présentant une mortalité importante suite à la transfection. L’utilisation de ce second 
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lipofectant n’a toutefois pas permis d’améliorer les conditions de transfection des DSP 

bovines, puisqu’une nouvelle fois, la plupart des cellules n’ont pas survécu.  

En ce qui concerne les essais de transfection en cellules ZZ-R127, les premiers essais 

ont été menés en transfectant une protéine de fusion 3Dpol-eGFP en faisant varier la 

quantité de plasmide et le ratio plasmide/transfectant utilisé (données non 

présentées). Alors qu’aucune des conditions testées n’a permis d’observer une 

efficacité de transfection satisfaisante, il est apparu que contrairement aux DSP 

bovines, ces cellules ne présentent pas de mortalité significative suite à la transfection. 

La détermination de conditions de transfection des cellules ZZ-R127 ayant pour intérêt 

d’exprimer la protéine 3Dpol ou les protéines impliquées dans la voie IFN de type I, afin 

de réaliser des immunoprécipitations et de les détecter par Western-Blot, il a été décidé 

de tester de nouvelles conditions de transfection et d’analyser directement les lysats 

protéiques associés par Western-Blot. Des cellules ZZ-R127 ont ainsi été transfectées 

en utilisant différentes densités de mise en culture, quantités de plasmide d’expression 

3D-Flag et volumes de transfectant JetPRIME®. L’analyse des lysats protéiques a été 

réalisée par Western-Blot en utilisant l’anticorps 3F12 anti-3Dpol. Une bande 

correspondant à la taille attendue de la 3Dpol, i.e. environ 52 kD a pu être observée pour 

l’ensemble des conditions testées. Parmi les conditions associées aux expressions de 

3Dpol les plus efficaces, la condition correspondant à une mise en culture à la densité 

de 600 000 cellules ZZ-R127 par puits, transfectées à raison de 1 μg de plasmide 

d’expression en présence de 1 μl de JetPRIME®, a été considérée comme étant la plus 

efficace. En effet, cette condition offre une efficacité d’expression de 3Dpol satisfaisante 

tout en ne nécessitant qu’une quantité limitée de vecteur d’expression et d’agent 

transfectant.  
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Afin de pouvoir mettre au point une méthode de détection des interactions entre la 

3Dpol du FMDV et les protéines cellulaires impliquées dans la voie IFN de type I en 

contexte d’infection, il est nécessaire de s’assurer que ces protéines sont exprimées 

dans le même intervalle de temps. Pour cela, l’infection de cellules ZZ-R127 par le 

FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2, a été suivie lors de la phase précoce de l’infection. 

L’ECP a été visuellement estimé toutes demi-heures entre 2 h et 6h30 post-infection 

(Figure 28). Alors que durant les quatre premières heures post-infection, aucun ECP 

n’a pu être observé, près de la moitié du tapis cellulaire était détruit après 4h30 post-

infection. Lors du dernier point de cinétique, i.e. 6h30 après l’infection, l’ECP 

concernait la quasi-totalité du tapis cellulaire. Aucun signe évocateur d’ECP n’a pu être 

observé pour les conditions MOCK tout au long de l’expérience.  

 

Figure 28 : Evolution de l’ECP au cours de l’infection de cellules ZZ-R127 par le FMDV. 
Des cellules ZZ-R127 ont été infectées par le FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 à la MOI 0,1 ou du milieu conditionné. 
L’ECP a été visuellement estimé toutes les trente minutes durant sept heures post infection.  
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Deux tapis cellulaires de ZZ-R127 infectées ont également été récoltés, toutes les trente 

minutes, afin d’effectuer d’une part des extractions d’ARN et des lysats protéiques 

d’autre part. Les ARN ainsi extraits ont servi à la réalisation de rtRT-PCR permettant 

d’étudier l’activation de la voie IFN de type I en ciblant les gènes OAS et MX-1 (Figure 

29). Les ARN codant la 3Dpol du FMDV ont aussi fait l’objet d’une amplification par 

rtRT-PCR afin de déterminer une éventuelle corrélation entre les niveaux d’ARN 

viraux et cellulaires mesurés. Le contrôle interne β-actine, détecté à des valeurs de Ct 

comprises entre 14 et 17, a permis la normalisation des niveaux d’expression relative à 

partir des valeurs de Ct associées aux cibles OAS, MX-1 et 3Dpol. Aucune différence 

significative n’a pu être observée concernant les niveaux d’expression de MX-1 (valeurs 

de Ct comprises entre 25 et 27) et OAS (valeurs de Ct comprises entre 26 et 28) mesurés 

au cours de la cinétique. Ainsi, au regard des valeurs absolues de Ct, déterminées par 

rtRT-PCR, aucune variation de plus de 2 Ct n’a pu être détectée entre les conditions 

infectées et la condition MOCK. A titre de comparaison, des analyses portant sur 

l’activation de la voie IFN de type I dans les cellules ZZ-R127 en présence de poly-IC 

ont permis d’obtenir des différences de 3 Ct pour MX1 et 4 Ct pour OAS entre les 

conditions traitées et non traitées (données non présentées). Ces résultats ont ainsi 

renforcé l’absence d’activation visible de la voie IFN de type I dans les cellules ZZ-R127 

au cours de cette cinétique en contexte infectieux. Cette absence d’activation visible de 

la voie IFN de type I n’a toutefois pas pu être associée à un souci lié à l’infection par le 

FMDV puisque les valeurs de Ct associées aux ARN 3Dpol ont diminué au cours de la 

cinétique, passant de près de Ct de 20, 2 h après l’infection à 10 à 6 h post-infection.  
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Figure 29 : Activation de la voie IFN de type I après infection de cellules ZZ-R127 par le FMDV.  
Le niveau d’expression associé aux ISG OAS, PKR et MX-1 dans des cellules ZZ-R127 infectées par le FMDV 
O/FRA/1/2001 Clone 2.2 à la MOI 0,1 ou du milieu conditionné, a été évalué par rtRT-PCR. Les données 
présentées correspondent au niveau d’expression relative prenant en compte les valeurs de Ct du gène de 
ménage β-actine associées à chacun des échantillons. 

 

Les lysats cellulaires obtenus ont été analysés par Western-Blot afin de réaliser une 

cinétique d’apparition de la 3Dpol et des protéines cellulaires IKKε et NEMO au cours 

de l’infection des cellules ZZ-R127 (Figure 30). Avant de procéder à l’immunodétection 

des protéines d’intérêt, les lysats protéiques ont fait l’objet d’un marquage anti-β-

actine afin de s’assurer de la qualité des échantillons et d’identifier d’éventuelles 

variations de la quantité de protéines totales d’un prélèvement à l’autre (Figure 30 (A)). 

L’incubation des lysats protéiques avec un anticorps anti-β-actine, a permis de 

visualiser une bande correspondant à la β-actine, aussi bien pour le contrôle positif 

constitué d’un lysat de cellules HEK293T connu pour être positif en β-actine, que pour 

la condition MOCK et les lysats de cellules infectées, à l’exception du prélèvement 

réalisé à 2h30 post-infection. Seule une très fine bande a pu être visualisée pour cette 

condition, indiquant un probable problème technique survenu lors de la récolte ou de 

la lyse des cellules infectées. Ce point de cinétique ne sera donc pas pris en compte dans 

la suite de l’analyse. Malgré l’important ECP observé sur les cellules ZZ-R127 après 

plus de 4 h post-infection, aucune variation notable de l’intensité du signal associé à la 
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β-actine n’a été remarquée. En ce qui concerne la protéine 3Dpol, l’immunomarquage 

impliquant l’anticorps 3F12 a permis de mettre en évidence la présence de la protéine 

virale dans le contrôle positif (protéine 3Dpol surexprimées en HEK293T) ainsi que 

dans les échantillons récoltés à partir de 3h30 post-infection (Figure 30 (B)). Aucun 

signal correspondant à la 3Dpol n’a pu être détecté dans les lysats issus de la condition 

MOCK ou des prélèvements réalisés durant les trois premières heures ayant suivi 

l’inoculation. Après incubation des membranes de Western-Blot avec un anticorps 

anti-NEMO, une bande correspondant à la taille attendue de la protéine, soit environ 

46 kD, a pu être détectée dans l’intégralité des échantillons analysés (le point de 

cinétique 2h30 post-infection étant exclu) (Figure 30 (C)). Une légère diminution de 

l’intensité des bandes a pu être notée à partir de 4h30 post-infection. En ce qui 

concerne la protéine IKKε, il a également été possible de détecter la protéine d’intérêt 

dans l’intégralité des échantillons testés (Figure 30 (D)). Des bandes d’intensité 

importante et n’ayant que très peu migré ont pu être détectées dans les lysats 

provenant de la condition MOCK et des temps les plus précoces de la cinétique.  

 

Au regard des résultats présentés dans la Figure 30, il a ainsi été possible de détecter 

la présence simultanée de la 3Dpol ainsi que des protéines cellulaires d’intérêt entre 

3h30 et 6 h post-infection dans les cellules ZZ-R127.  
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Figure 30 : Cinétique de détection des protéines d’intérêt lors de l’infection de cellules ZZ-R127. 
Des cellules ZZ-R127 ont été infectées par le FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 à la MOI 0,1 ou du milieu 

conditionné. De 2h30 à 6h30 post-infection, des lysats protéiques ont été réalisés toutes les trente minutes. Ces 

lysats ont été analysés par Western-Blot afin de détecter les protéines β-actine, 3Dpol, NEMO et IKKε. (A) 

Révélation à l’aide d’un anticorps anti-β-actine. (B) Révélation à l’aide d’un anticorps anti-3Dpol. (C) Révélation 

à l’aide d’un anticorps anti-NEMO. (D) Révélation à l’aide d’un anticorps anti-IKKε.  

 

De manière similaire, des cellules DSP bovines ont été infectées à la MOI 0,1 et à la 

MOI 0,01, l’ECP induit par le FMDV a été suivi, tout comme l’activation de la voie IFN 

de type I, la cinétique d’expression de la 3Dpol et celle des protéines IKKε et NEMO. En 

ce qui concerne l’infection à la MOI 0,1, un point de cinétique a été réalisé toutes les 
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demi-heures de 3 h à 7 h post-infection, puis un dernier 9 h après l’inoculation. Le suivi 

de l’infection des DSP bovines à la MOI 0,01 a consisté en la collecte de deux puits à 

trois heures d’intervalle jusqu’à 12 h post-infection.  

Aucun ECP n’a pu être observé dans les puits MOCK et durant les trois premières 

heures ayant suivi l’infection des DSP bovines à la MOI 0,1 (Figure 31). Après 4 h post-

infection, un ECP d’environ 10% a été visualisé. Cet ECP a légèrement évolué jusqu’à 

atteindre 20% du tapis cellulaire après 7 h post-infection mais ne s’est pas davantage 

étendu. En ce qui concerne l’infection des DSP bovines à la MOI 0,01, seul un ECP très 

limité (estimé à environ 5%) a pu être observé à partir de 9 h post-infection (données 

non présentées).  

 

Figure 31 : Evolution de l’ECP au cours de l’infection de cellules DSP bovines par le FMDV. 
Des cellules DSP bovines ont été infectées par le FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 à la MOI 0,1 ou du milieu 
conditionné. L’ECP a été visuellement estimé toutes les trente minutes durant neuf heures post infection.  

 

A l’image de ce qui avait été fait suite à l’infection des cellules ZZ-R127, les ARN extraits 

au cours de la cinétique d’infection en DSP bovines ont permis la réalisation de rtRT-

PCR permettant d’étudier l’activation de la voie IFN de type I. Cette fois-ci, les gènes 
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OAS, MX-1 et IFN-β ont été ciblés, tout comme la 3Dpol du FMDV et la β-actine (Figure 

32). Le contrôle interne β-actine a été détecté à des valeurs de Ct comprises entre 16 et 

19 et a permis la normalisation des niveaux d’expression relative associé aux valeurs 

de Ct associées aux cibles OAS, MX-1, IFN-β et 3Dpol. Alors que les valeurs de Ct 

correspondant aux cibles OAS et MX-1 ont semblé constantes et similaires au MOCK 

dans les échantillons provenant des six premières heures post-infection (entre 22 et 24 

Ct), une sensible diminution des valeurs de Ct a pu être observée entre 7 h et 9 h après 

l’infection à la MOI 0,1 (Figure 32 (A)) et entre 6 h et 9 h après l’infection à la MOI 0,01 

(Figure 32 (B)). Ainsi, des diminutions de 5 à 6 Ct ont pu être observées entre les 

échantillons collectés à 9 h post-infection, respectivement issus de l’infection à la MOI 

0,1 et de l’infection à la MOI 0,01 et les MOCK respectifs. A titre de comparaison, ces 

variations de Ct correspondent à ce qui a pu être observé par le passé lors d’essais 

d’activation de la voie IFN de type I dans les DSP bovines après traitement au poly-IC 

(données non montrées). En revanche, aucune évolution notable de la quantité d’IFN-

β n’a pu être détectée au cours de la cinétique si ce n’est un écart mesuré de 3 Ct entre 

la condition MOCK et le point de cinétique réalisé 4h30 post-infection à la MOI 0,1.  

En ce qui concerne la 3Dpol, aucun signal n’a été détecté dans les échantillons MOCK. 

Dans le cadre de l’infection à la MOI 0,1, les valeurs de Ct associées à cette cible ont 

diminué entre 3 h et 6 h post-infection, passant de 16 à 9 Ct, puis ont ré-augmenté 

jusqu’à 9 h post-infection (13 Ct) (Figure 32 (A)). De la même façon, l’analyse des 

échantillons issus de l’infection à la MOI 0,01 a montré une diminution des valeurs de 

Ct associées aux ARN viraux entre 3 h et 6 h post-infection, de 19 à 11 Ct, suivie d’une 

légère augmentation entre 6 h et 9 h post-infection (14 Ct). Aucune variation de Ct n’a 

été constaté entre 9 h et 12 h après l’infection (Figure 32 (B)). 



 310 

 

Figure 32 : Activation de la voie IFN de type I après infection de cellules DSP bovines par le FMDV.  
Le niveau d’expression associé à l’IFN-β, ainsi qu’aux ISG OAS, PKR et MX-1 dans des cellules DSP bovines 
infectées par le FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 à la MOI 0,1 ou 0,01, ou du milieu conditionné, a été évalué par 
rtRT-PCR. Les données présentées correspondent au niveau d’expression relative prenant en compte les valeurs 
de Ct du gène de ménage β-actine associées à chacun des échantillons. (A) Résultats correspondant aux cellules 
infectées à la MOI 0,1. (B) Résultats correspondant aux cellules infectées à la MOI 0,01.  

 

Les lysats cellulaires obtenus dans le cadre de ces suivis d’infection en DSP bovines ont 

été analysés par Western-Blot afin de réaliser une cinétique d’apparition de la 3Dpol et 

des protéines cellulaires IKKε et NEMO (Figure 33 (A)). L’incubation des lysats 

protéiques, avec un anticorps anti-β-actine, a permis de visualiser une bande 

correspondant à la β-actine, aussi bien pour le contrôle positif constitué d’un lysat de 

cellules HEK293T connu pour être positif en β-actine, que pour les conditions MOCK 

et les lysats de cellules infectées à la MOI 0,1 et 0,01, à l’exception du prélèvement 

réalisé à 12 h post-infection à la MOI la plus faible certainement concerné par un 
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problème technique. Ce point de cinétique ne sera donc pas pris en compte dans la 

suite de l’analyse.  

En ce qui concerne la protéine 3Dpol, l’immunomarquage impliquant l’anticorps 3F12 

a permis de mettre en évidence la présence de la protéine virale dans le contrôle positif 

ainsi que dans les échantillons issus de l’infection des DSP bovines à la MOI 0,1, 

récoltés à partir de 3h30 post-infection (Figure 33 (B)). Une augmentation de 

l’intensité des bandes associées à la 3Dpol (52 kD) a pu être observée entre 3h30 et 7 h 

post-infection, puis une diminution entre 7 h et 9 h. Aucun signal correspondant à la 

3Dpol n’a pu être détecté dans les lysats issus de la condition MOCK ou du prélèvement 

effectué à 3 h post-infection. Au sujet de l’infection des DSP bovines à la MOI 0,01, la 

présence de 3Dpol a pu être révélée dans les échantillons récoltés à 3 h, 6 h et 9 h post-

infection, avec une bande nettement plus intense pour le prélèvement réalisé 9 h après 

l’inoculation. 

Similairement à ce qui avait été montré à partir des lysats de cellules ZZ-R127 infectées, 

la recherche de la protéine NEMO a permis de mettre en évidence la présence d’une 

bande à la taille attendue de 46 kD pour l’intégralité des échantillons analysés, aussi 

bien pour le suivi d’infection à la MOI 0,1, que celui à la MOI 0,01 (Figure 33 (C)). Cette 

fois-ci, en revanche, aucune variation notable de l’intensité de ces bandes n’a pu être 

mise en évidence au cours de la cinétique. 

De même, après incubation des membranes de Western-Blot avec un anticorps anti- 

IKKε, une bande correspondant à la taille attendue de la protéine, soit environ 80 kD, 

a pu être observée pour l’ensemble des échantillons testés (Figure 33 (D)). Alors que 

ces bandes ont semblé moins intenses en ce qui concerne les échantillons issus de 

l’infection à la MOI 0,01, la plus faible intensité associée au contrôle positif sur cette 

membrane par rapport au même contrôle positif présenté sur l’autre membrane 

indique qu’il s’agit là probablement d’un phénomène lié à la révélation. Une nouvelle 
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fois, des bandes d’intensité importante et n’ayant que très peu migré ont pu être 

détectées dans les lysats issus des cellules infectées et MOCK. Afin de tenter de percer 

à jour ce phénomène, il a été décidé de réaliser une nouvelle migration des échantillons 

concernés sur un gel de polyacrylamide très peu concentré (données non présentées). 

Ces bandes de forte intensité ont ainsi pu être légèrement discriminées par leur taille 

mais il n’a pas été possible de prouver qu’il s’agissait effectivement de multimères de 

la protéine d’intérêt. L’intensité de ces bandes étant variables au cours de la cinétique, 

il n’est toutefois que peu probable qu’il s’agisse d’un signal aspécifique.  

 

Figure 33 : Cinétique de détection des protéines d’intérêt lors de l’infection de cellules DSP bovines. 
Des cellules DSP bovines ont été infectées par le FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 à la MOI 0,1 ou 0.01, ou du 

milieu conditionné. De 3 h à 9 h post-infection, des lysats protéiques ont été réalisés toutes les trente minutes. 

Ces lysats ont été analysés par Western-Blot afin de détecter les protéines β-actine, 3Dpol, NEMO et IKKε. (A) 

Révélation à l’aide d’un anticorps anti-β-actine. (B) Révélation à l’aide d’un anticorps anti-3Dpol. (C) Révélation 

à l’aide d’un anticorps anti-NEMO. (D) Révélation à l’aide d’un anticorps anti-IKKε.  
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En prenant en compte l’ensemble des analyses menées à partir des lysats de DSP 

bovines infectées, il semble possible de détecter la présence simultanée de la 3Dpol ainsi 

que des protéines cellulaires d’intérêt entre 3 h et 9 h post-infection dans les cellules 

DSP bovines, avec une détection optimale de la 3Dpol entre 3 h et 7 h post-infection à 

la MOI 0,1 et à environ 6 h post-infection pour la MOI 0,01.  

 

Après avoir identifié l’intervalle de temps durant lequel les protéines 3Dpol, NEMO et 

IKKε étaient co-exprimées au cours de l’infection des cellules ZZ-R127 et DSP bovines 

par le FMDV, il a été décidé d’effectuer de premiers essais d’immunoprécipitation 

visant à détecter les interactions 3Dpol - NEMO et 3Dpol – IKKε en cellules ZZ-R127. La 

mise au point des conditions de transfection d’ADN dans ces cellules n’ayant pas été 

achevée à temps, la solution intermédiaire envisagée, à savoir surexprimer un des deux 

interactants, n’a pas pu être testée. Ainsi, ces essais ont été réalisés en contexte 

d’infection et sans surexpression des protéines d’intérêt. Afin de maximiser les chances 

de capture de l’interaction protéique et de minimiser le bruit de fond associé à la 

technique d’immunoprécipitation, il a été choisi d’utiliser des billes 

superparamagnétiques couplées de manière covalentes à la protéine G (Dynabeads™ 

Protein G). Ces protéines possèdent une affinité importante pour les IgG de classe 1, 

famille d’immunoglobulines dont fait partie l’anticorps 3F12 dirigé contre la 3Dpol. Les 

conditions de couplage des anticorps sur ces billes étant hautement dépendantes de 

l’anticorps utilisé, une gamme de dilution de l’anticorps a été testée afin d’identifier la 

concentration d’anticorps 3F12 optimale à utiliser (Figure 34). Deux durées 

d’incubation ont également été testées pour estimer le temps nécessaire au couplage 

en fonction de la concentration d’anticorps. Lors de la lecture de l’absorbance associée 

aux différents échantillons, il a été observé d’importantes variations en fonction de la 

dilution d’anticorps et du temps d’incubation. La condition semblant la plus 
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intéressante, incubation des Dynabeads™ Protein G pendant trente minutes, en 

présence d’anticorps 3F12 dilué au 1/10, a permis d’obtenir une valeur d’absorbance 

plus de deux fois plus importante que celles associées aux autres conditions. Seule la 

condition impliquant une incubation des billes pendant une heure, en présence 

d’anticorps 3F12 dilué au 1/50 a conduit à la mesure d’une absorbance moins de deux 

fois inférieure à la condition optimale.  

 

Figure 34 : Optimisation des conditions de couplage Dynabeads™ Protein G-anticorps 3F12. 
Des Dynabeads™ Protein G ont été incubées en présence d’une gamme de dilution d’anticorps 3F12 pendant 30 
min ou 1 h. Les complexes billes-anticorps ont ensuite été incubés en présence d’un anticorps secondaire couple à 
l’HRP. L’efficacité du couplage a été déterminée par lecture de l’absorbance à 450nm.  

 

Les conditions de couplage déterminées précédemment ont été suivies afin de réaliser 

un essai d’immunoprécipitation de la 3Dpol visant à co-précipiter les protéines 

cellulaires interagissant avec la polymérase virale. Des cellules ZZ-R127 ont ainsi été 

infectées par le FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 à la MOI 0,1, avant d’être récoltées 

quatre heures plus tard, puis lysées afin d’obtenir des lysats protéiques. Une partie de 

ces lysats a fait l’objet d’une immunoprécipitation, tandis que l’autre partie a été 

conservée sous forme de lysat protéique total. Les lysats totaux ainsi que les 
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échantillons obtenus après immunoprécipitation ont été analysés par Western-Blot 

ciblant la 3Dpol, ainsi que les interactants cellulaires recherchés, à savoir NEMO et IKKε 

(Figure 35). La coloration des membranes de Western-Blot au rouge Ponceau a permis 

de mettre en évidence la présence de nombreuses bandes correspondant aux lysats 

protéiques totaux, alors que seules deux bandes d’environ 25 et 50 kD ont pu être 

observées à partir des lysats obtenus après immunoprécipitation avec l’anticorps 3F12 

(Figure 35 (A)). La recherche de la 3Dpol par immunodétection a conduit à la détection 

d’une bande correspondant à la taille de la protéine virale, à savoir 52 kD, à partir du 

lysat total de cellules ZZ-R127 infectées (Figure 35 (B)). Aucune bande similaire n’a été 

identifiée à partir du lysat total provenant de la condition MOCK. En ce qui concerne 

les échantillons ayant été immunoprécipités avec l’anticorps 3F12, une bande 

importante pouvant correspondre à la 3Dpol a pu être visualisée pour les cellules 

infectées. En revanche, aucune bande équivalente n’a été révélée suite à 

l’immunoprécipitation des conditions MOCK. Après incubation des membranes avec 

un anticorps anti-NEMO, des bandes correspondant à la taille attendue de 46 kD, ont 

pu être visualisées de manière similaire dans les lysats totaux réalisés à partir des 

cellules infectées et MOCK (Figure 35 (C)). Une bande semblable a également pu être 

détectée après immunoprécipitation des échantillons infectés, contrairement aux 

échantillons MOCK. En ce qui concerne la recherche de la protéine IKKε, il a été 

possible d’observer des bandes à la taille attendue de 80 kD dans les lysats totaux 

infectés ou non. En revanche, aucun signal correspondant n’a pu être mis en évidence 

après immunoprécipitation de la protéine 3Dpol (Figure 35 (D)).  
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Figure 35 : Recherche d’interactions protéine-protéine en contexte infectieux en cellules ZZ-R127.  
Des cellules ZZ-R127 ont été infectées par le FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2 à la MOI 0,1, ou du milieu 
conditionné. Des lysats protéiques ont été réalisés quatre heure après infection. Une fraction de ces lysats a été 
conservée (lysat total), tandis que l’autre fraction a fait l’objet d’une immunoprécipitation (IP) sur Dynabeads™ 
Protein G couplées à l’anticorps 3F12 anti-3Dpol. Les lysats totaux ainsi que les IP ont été analysés par Western-
Blot afin de détecter les protéines 3Dpol, NEMO et IKKε. (A) Marquage des protéines totales au Rouge Ponceau. 
(B) Révélation à l’aide d’un anticorps anti-3Dpol. (C) Révélation à l’aide d’un anticorps anti-NEMO. (D) Révélation 
à l’aide d’un anticorps anti-IKKε. 

 

Discussion et perspectives de la partie III 

Dans la lignée des objectifs qui avaient été fixés, cette troisième partie de la thèse 

PersIFA a permis de sélectionner puis d’évaluer une dizaine de réactifs 

d’immunodétection adaptés aux quatre espèces d’étude. Alors que les anticorps 

développés pour l’étude de protéines bovines, ovines, caprines et porcines représentent 

une part infinitésimale du marché, il a été extrêmement ardu d’identifier des références 

potentiellement intéressantes au regard de nos objectifs. Les prédictions de réactivité 

par analyses bio-informatiques nous ont permis de faire une première sélection 

d’anticorps à tester. Malgré le caractère purement informatif de ces prédictions, il était 

nécessaire d’avoir un premier indicateur puisqu’il était absolument impossible, pour 

des raisons de temps et de coûts, de tester l’intégralité des références commerciales 

disponibles. Parmi les dix références testées, les anticorps dirigés contre MAVS et 
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MDA5 n’ont pas permis de détecter les protéines d’intérêt, ni sous leurs formes 

surexprimées, ni sous leurs formes endogènes. Les anticorps anti-IKKα et anti-IRF3 

ont conduit à la détection des protéines endogènes, mais pas à celle des formes 

surexprimées. La référence ciblant IRF7 a permis la reconnaissance des formes ovine, 

caprine et porcine, mais pas de la forme bovine de la protéine. Les anticorps dirigés 

contre IKKε, NEMO et TRAF3 ayant détecté les protéines surexprimées provenant des 

quatre espèces d’étude, ont, eux, été validés. Aucune interaction n’ayant été confirmée 

entre TRAF3 et 3Dpol, seuls les anticorps anti-IKKε et anti-NEMO ont été utilisés dans 

le cadre des essais de validation des interactions protéiques en contexte infectieux.  

 

Alors que MAVS, protéine décrite dans la première partie de ces travaux de thèse 

comme impliquée dans une interaction spécifique de l’hôte porcin avec la 3Dpol du 

FMDV, faisait figure de cible prioritaire, aucun anticorps adapté n’a pu être identifié 

(456). Parmi les références disponibles dans le commerce, aucune de celles étudiées ne 

possédaient une réactivité prédite supérieure à 63 % par rapport aux espèces étudiées, 

représentant ainsi de faibles chances de succès. Au regard du caractère particulier de 

l’interaction 3Dpol-MAVS, la production d’un anticorps polyclonal anti-MAVS a été 

initiée au laboratoire. Pour ce faire, il a été décidé de produire la forme bovine de la 

protéine MAVS dont la séquence est la plus conservée entre les quatre espèces d’étude. 

Afin d’obtenir la protéine d’intérêt sous une forme la plus proche possible de sa forme 

naturelle et en quantité suffisante pour immuniser des lapins, il a été choisi de réaliser 

la production en cellules de mammifères via le système vaccine (485). Une suspension 

de virus recombinant exprimant la protéine MAVS a pu être produite et titrée. Cette 

protéine a été retrouvée dans les culots cellulaires ainsi que dans les suspensions 

cellulaires en PBS ayant servi à décoller les cellules mais pas dans les surnageants de 

culture. Ces observations sont totalement cohérentes avec la localisation subcellulaire 
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de la protéine MAVS qui n’est pas connue pour être sécrétée mais plutôt pour être 

présente au niveau des membranes mitochondriales externes (493). La mise au point 

du système d’expression par le virus de la vaccine étant à adapter à chaque protéine, 

les essais d’optimisation de la production et de la purification de MAVS sont encore en 

cours. En effet, au regard des derniers résultats obtenus, deux problèmes majeurs 

subsistent. Il apparait ainsi que la quantité de protéine obtenue à partir des virus 

recombinants sélectionnés est extrêmement limitée, en comparaison à d’autres 

protéines produites à partir de la même méthode au laboratoire. Cette faible efficacité 

de production rend, de fait, inenvisageable l’immunisation d’un lapin dans ces 

conditions. Dans le cadre de la production d’une autre protéine du FMDV, il a été 

récemment observé une importante diminution de l’efficacité de production de la 

protéine d’intérêt à la suite de l’étape de clonage des virus recombinants. En 

conséquence, des analyses sont prévues concernant les autres protéines pour lesquelles 

des problèmes d’expression ont été observés. Il pourrait alors être envisagé de se passer 

de l’étape de clonage et d’utiliser les virus recombinants immédiatement après leur 

sélection. La faible quantité de protéine produite pourrait être à l’origine des difficultés 

rencontrées concernant le décrochage de la protéine MAVS des billes anti-Flag 

puisqu’il semblerait qu’une quantité résiduelle reste accrochée sur les billes malgré 

l’ajout du peptide 3X Flag.  

 

En attendant de disposer d’un anticorps anti-MAVS fonctionnel, une méthode de 

validation des interactions protéiques, précédemment mises en évidence par approche 

Nanoluciférase et chromatographie d’affinité, a été développée en contexte d’infection 

de cellules sensibles par le FMDV. Alors que la réalisation d’essais visant à détecter 

l’interaction entre la protéine virale surexprimée et la protéine cellulaire endogène, et 

inversement, était dans un premier temps envisagée, les difficultés rencontrées lors de 
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la transfection des cellules ZZ-R127 et DSP bovines ne nous a pas permis de réaliser 

cette étape. En effet, il est apparu que les DSP bovines ne survivaient pas à la 

transfection impliquant un agent lipofectant, y compris lors de l’utilisation de 

JetOPTIMUS®, pourtant adapté aux cellules primaires difficiles à transfecter (494). 

Afin de disposer de cellules pertinentes pour l’étude du FMDV qui soient 

transfectables, de nouveaux essais doivent être réalisés afin de tester d’autres types 

d’agents transfectant tels que le phosphate de calcium, régulièrement utilisé dans le 

cadre de manipulations portant sur des cellules primaires (495). En ce qui concerne les 

cellules ZZ-R127, alors que nous avons pu déterminer des conditions de lipofection 

permettant une efficacité de transfection satisfaisante, ce n’était pas encore le cas 

lorsque nous souhaitions mettre en place les essais de validation des interactions 

protéiques en cellules sensibles au FMDV. Il a donc été décidé de procéder à la 

validation des interactions protéine-protéine directement à partir des protéines 

endogènes en contexte d’infection en cellules ZZ-R127 et DSP bovines, à l’aide des 

anticorps anti-IKKε et anti-NEMO précédemment sélectionnés.  

 

Avant de pouvoir passer à la mise au point du protocole d’immunoprécipitation des 

protéines d’intérêt, il était nécessaire de s’assurer qu’elles pouvaient être détectées de 

manière simultanée. Des cellules ZZ-R127 et DSP bovines ont été infectées par le 

FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2, puis la phase précoce de l’infection a été suivie afin 

de monitorer l’activation de la réponse IFN de type I et de réaliser une cinétique 

d’apparition et de détection des protéines impliquées dans les interactions étudiées, à 

savoir IKKε, NEMO et la 3Dpol.  

L’analyse de l’expression des ISG MX-1 et OAS par rtRT-PCR a permis de confirmer 

l’activation de la réponse IFN de type I dans les DPS bovines suite à l’infection aux MOI 

0,1 et 0,01. En revanche, aucune activation notable n’a pu être associée à l’infection des 
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cellules ZZ-R127 à la MOI 0,1. L’analyse de l’activation de cette voie de réponse 

antivirale après traitement au poly-IC n’a toutefois pas non plus permis de mettre en 

évidence une forte augmentation de l’expression de ces ISG. Il se pourrait ainsi que la 

réponse IFN de type I soit plus modérée dans ces cellules, ou plus longue à se mettre 

en place que dans les DSP bovines. Le cycle de réplication du FMDV étant extrêmement 

court, il est envisageable que l’infection n’ait pas laissé suffisamment de temps aux ZZ-

R127 pour déployer leur réponse antivirale (199). Il pourrait ainsi s’avérer pertinent de 

renouveler cette expérience en infectant ces cellules à une MOI plus faible, permettant 

l’induction d’un ECP plus limité et rendant de fait possible la réalisation d’une 

cinétique plus longue. La détection de la 3Dpol pourrait toutefois être rendue 

potentiellement plus difficile si l’inoculum de départ est moins concentré.  

En ce qui concerne la cinétique d’apparition des protéines d’intérêt, IKKε, NEMO et la 

3Dpol, il a été montré qu’elles pouvaient être détectées de manière simultanée, aussi 

bien lors de l’infection des ZZ-R127 à la MOI 0,1 que lors de celle des DSP bovines aux 

MOI 0,1 et 0,01. Au regard des résultats obtenus concernant la détection des protéines 

NEMO et IKKε en cellules ZZ-R127, aucun signe d’activation de leur synthèse n’a été 

révélé au cours de cette cinétique d’infection. A l’inverse, une tendance de diminution 

de la quantité de la protéine NEMO détectée a pu être observée. Ce phénomène 

pourrait notamment être associé au clivage de cette protéine cellulaire médié par la 

protéase 3C du FMDV (496). Malgré l’absence d’activation de l’expression des 

protéines impliquées dans la voie IFN de type I au cours de la cinétique réalisée, la 

présence simultanée de la 3Dpol et des protéines cellulaires d’intérêt a pu être détectée 

entre 3h30 et 6 h post-infection. Un constat similaire a pu être dressé à partir des 

résultats des cinétiques impliquant les DSP bovines. En effet, dans ces cellules, les 

protéines d’intérêt ont été toutes les trois détectées entre 3h30 et 9 h post-infection à 

la MOI 0,1, avec une détection optimale entre 4 h 30 et 7 h post-infection. La période 



 321 

de détection optimale associée à l’infection de ces cellules à la MOI 0,01 a, elle, été 

définie autours de 6 h post-infection. Il semblerait judicieux de rechercher les 

interactions protéiques à valider dans les échantillons prélevés entre 4 h et 6 h après 

l’infection. Afin de pouvoir, à terme, procéder à la validation des interactions 

protéiques dans les différents hôtes étudiés à travers ces travaux de thèse, il semblerait 

intéressant de réaliser des travaux analogues à partir des cellules primaires ovines et 

porcines développées dans la deuxième partie de cette thèse (cf. Développement de 

modèles cellulaires d’intérêt pour l’étude de l’infection par le virus de la fièvre 

aphteuse).  

 

Pour le moment, l’objectif de validation des interactions protéiques repose sur 

l’utilisation des cellules ZZ-R127 et DSP bovines, qui sont plus faciles à cultiver que les 

cellules DSP et PT ovines ainsi que les DSP porcines. La réalisation des cinétiques 

d’apparition des protéines d’intérêt lors de l’infection des ZZ-R127 et DSP bovines a 

permis d’identifier un intervalle de temps durant lequel il serait envisageable 

d’effectuer une immunoprécipitation. Des tests de couplage billes-anticorps anti-3Dpol 

ont conduit à l’identification des conditions optimales pour la préparation des billes 

servant à l’immunoprécipitation. Pour l’heure, un seul essai a pu être effectué à partir 

des conditions préalablement définies. Au contraire de ceux réalisés avant la mise au 

point du protocole, celui-ci a permis de détecter la 3Dpol après immunoprécipitation 

des échantillons infectés. De plus, une faible quantité de la protéine NEMO a 

également pu être détectée, signe d’une co-précipitation de cette protéine cellulaire 

avec la 3Dpol, révélant une potentielle interaction entre ces deux protéines dans les 

cellules ZZ-R127 infectées. En revanche, aucun signe de co-précipitation de l’autre 

interacteur testé, à savoir IKKε n’a pu être observé. Au regard des résultats obtenus, il 

semblerait que les protéines virales et cellulaires d’intérêt aient tendance à rester fixées 



 322 

sur les billes couplées à l’anticorps 3F12. Il parait ainsi opportun de poursuivre les 

essais d’optimisation de ce protocole en déterminant de meilleures conditions 

d’élution. Un grand nombre d’autres paramètres pourraient encore être modifiés afin 

d’optimiser cette méthode, tels que la quantité de lysat protéique utilisé pour 

l’immunoprécipitation, le temps d’incubation du lysat sur les billes couplées à 

l’anticorps, la vitesse de rotation, ou encore les conditions de dénaturation. De fait, il 

n’est actuellement pas possible de conclure quant à l’existence ou non des interactions 

3Dpol-IKKε et 3Dpol-NEMO en contexte infectieux en cellules ZZ-R127.  

Les conditions d’immunoprécipitation optimales étant dépendantes de chaque 

anticorps utilisé, en particulier en ce qui concerne l’étape de couplage, il est 

difficilement envisageable de mettre en place un contrôle positif impliquant une autre 

interaction protéique. Parmi les méthodes alternatives permettant d’étudier 

fonctionnellement des interactions protéiques, les approches de FRET (Fluorescence 

Resonance Energy Eransfert) sont peu envisageables puisqu’elles ne permettent pas 

l’étude des interactions entre les protéines endogènes, nécessitent une surexpression 

des deux interacteurs sous forme de protéines-fusion et reposent généralement sur une 

lecture par microscopie confocale dont nous ne disposons pas, à l’heure actuelle, dans 

le laboratoire confiné fièvre aphteuse (497). En revanche, des essais de ligature de 

proximité (PLA, pour Proximity Ligation Assay) permettant de détecter in situ des 

interactions entre les protéines endogènes, pourrait être envisagé. Le recours à une 

telle méthode serait d’autant plus intéressant qu’il existe des kits de détection adaptés 

à la réalisation de PLA sur des coupes histologiques fixées et inclues en paraffine. Il 

serait alors imaginable de pouvoir étudier les interactions protéiques à partir de coupes 

histologiques réalisées lors d’essais d’infection de cellules primaires d’intérêt cultivées 

en multicouche à l’interface air-liquide. Cela permettrait ainsi de comparer les 

interactions observées lors d’une infection aiguë et lors d’une infection persistante par 
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le FMDV des cellules d’intérêt telles que les DSP bovines, et d’identifier de potentiels 

liens entre interactions protéiques et persistance virale. Toutefois, cette méthode 

nécessite de disposer d’anticorps permettant la détection spécifique des deux protéines 

d’intérêt. Bien que des anticorps polyclonaux aient été validés pour les cibles IKKε et 

NEMO, ces derniers ne sont peut-être pas assez spécifiques pour la mise au point d’une 

méthode aussi sensible que la PLA, et risqueraient d’induire de faux négatifs.  
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Discussion générale & perspectives 

Bien que décrite il y a plus de cinq cents ans, la fièvre aphteuse figure encore 

aujourd’hui parmi les maladies les plus importantes en santé vétérinaire, comme en 

atteste sa présence dans l’article 5 de la nouvelle Loi de Santé Animale parue en 2021. 

Ceci s’explique notamment par son impact socio-économique considérable en cas 

d’épizootie (23,29). Alors que certaines régions du globe sont actuellement indemnes 

avec ou sans vaccination, l’objectif d’éradication mondiale de cette maladie à l’horizon 

2030, annoncé par l’OMSA a été reconsidéré en raison des nombreux obstacles 

rencontrés. En effet, la fièvre aphteuse affecte essentiellement les pays en 

développement qui ne disposent pas toujours des ressources nécessaires à la 

surveillance épidémiologique ainsi qu’à la mise en place des méthodes de prévention 

et de lutte contre cette maladie. Certaines contraintes sont, elles, directement liées à 

l’agent étiologique de la fièvre aphteuse. C’est notamment le cas de l’absence de 

protection croisée entre les sérotypes et de la persistance du virus dans l’organisme des 

ruminants pendant plusieurs mois, voire années, après la résolution des signes 

cliniques (199,209). Malgré des décennies de recherche, les mécanismes responsables 

de l’infection persistante par le FMDV sont encore largement méconnus. Parmi les 

hypothèses envisagées figure la création d’un équilibre entre la multiplication du virus 

et la réponse antivirale de l’hôte. Cette hypothèse est soutenue par la démonstration 

d’une coévolution entre le virus et son hôte, par la mise en évidence de phénomènes de 

modulation de l’immunité cellulaire médiée par le virus, ainsi que par les conclusions 

du projet européen Transcriptovac, indiquant que l’infection persistante de cellules 

primaires bovines DSP, cultivées en multicouches, s’accompagne d’une réponse IFN 

de type I durable mais diminuée et inefficace pour éliminer le virus (284–288).  
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Ces travaux de thèse ont eu pour objectif d’identifier des interactions entre les 

protéines du FMDV et les protéines impliquées dans la réponse IFN de type I, pouvant 

contribuer à l’établissement et/ou au maintien de l’infection persistante. La 

persistance du FMDV étant décrite chez les bovins, ovins et caprins mais pas chez les 

porcins, une attention particulière a été portée à la détermination de la spécificité 

d’hôte de ces interactions, aspect rarement pris en considération dans la littérature 

(42).  

Dans un premier temps, les interactions entre les protéines du FMDV et seize protéines 

impliquées dans la réponse IFN de type I provenant de quatre espèces d’intérêt (Bos 

taurus, Ovis aries, Capra hircus et Sus scrofa) ont été identifiées par approche 

NanoLuc-2-Hybrid. Les interactions concernant la 3Dpol, protéine dont le rôle dans la 

subversion de la réponse immunitaire n’est que très peu documenté, ont ensuite été 

éprouvées par chromatographie d’affinité. Nous avons ainsi montré que les 

interactions entre la 3Dpol et IKKα, IKKε, IRF3, IRF7, MDA5 et NEMO étaient 

conservées entre les quatre espèces d’étude, tandis que l’interaction entre la 3Dpol et 

MAVS semble, elle, spécifique à la forme porcine de la protéine (456). L’effet inhibiteur 

de la 3Dpol du FMDV sur la phase d’induction de la réponse IFN de type I a également 

été mis en évidence via des essais rapporteurs luciférase. Les interactions décrites à 

travers nos travaux font actuellement l’objet d’une étude, par approche 

« fragmentome », visant à déterminer les domaines de la 3Dpol nécessaires à ces 

interactions.  

 

Le rôle potentiellement sous-estimé de la 3Dpol du FMDV dans la lutte contre la 

réponse antivirale, fait sens au regard des interactions mises en évidence entre les 

polymérases de divers picornavirus et des protéines impliquées dans l’immunité innée. 

C’est notamment le cas de la 3Dpol du Poliovirus, décrite comme interagissant avec 
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Sam68, de la 3Dpol du CVB3, décrite comme interagissant avec MDA5, de la 3Dpol de 

EV71, décrite comme interagissant avec MDA5 et NLRP3, ou encore de la 3Dpol du SVV 

également décrite comme interagissant avec NLRP3 (459–462). La 3Dpol du FMDV 

pourrait ainsi constituer une cible thérapeutique souvent négligée jusqu’alors. De 

manière intéressante, il a pu être montré que l’immunisation de porcs à l’aide d’un 

virus de la vaccine exprimant la 3Dpol du FMDV leur avait conféré une immunité 

partielle contre le virus (387). De plus, ces travaux ont indiqué que cette protection 

partielle pouvait être corrélée à la reconnaissance d’épitopes de la 3Dpol par les 

lymphocytes T lors de l’infection, ouvrant la voie à une possible utilisation de ces 

épitopes dans la conception de vaccins sous-unitaires synthétiques dirigés contre la 

fièvre aphteuse.  

Bien qu’aucun lien direct n’ait pu être fait dans cette étude entre les interactions 

protéiques impliquant la 3Dpol et la persistance virale, il est tout de même intéressant 

de replacer l’éventuel rôle de cette polymérase virale dans le contexte des différentes 

hypothèses proposées pour expliquer les phénomènes de persistance. Lors d’une 

infection persistante les titres viraux associés aux probang sont généralement faibles 

et inconstants. Ces observations pourraient être corrélées à une activité de réplication 

limitée du FMDV, due à une activité catalytique réduite de la 3Dpol. Les différents 

niveaux de réplication associés à l’infection aiguë d’une part et à l’infection persistance 

d’autre part, pourraient s’expliquer par la mise en place d’interactions protéiques 

régulant l’activité de la 3Dpol, ou au contraire par le délaissement de l’activité 

catalytique de la protéine 3Dpol au profit d’interactions protéiques permettant de 

contrer la réponse immunitaire de l’hôte afin de persister dans son organisme. En 

outre, il a été proposé que l’infection persistante soit associée à un cycle viral non 

lytique impliquant le détournement d’autophagosomes pour permettre au virus de 

sortir de la cellule (275,276). La voie IFN de type I étant étroitement liée aux 
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mécanismes d’autophagie et d’apoptose, en témoigne la capacité de la protéine MAVS 

à stimuler ces deux processus biologiques, il est possible que les interactions entre la 

3Dpol et les protéines impliquées dans la voie IFN de type I puissent avoir des 

répercussions sur l’autophagie et plus particulièrement le détournement des 

autophagosomes (498,499). La subversion des structures de l’autophagie est 

également à l’origine de certaines organelles de réplication dans lesquelles le virus se 

réplique à l’abris des senseurs de la réponse antivirale (500). L’hypothèse de l’existence 

de formes de persistance dans des structures telles que les centres germinatifs et les 

ganglions lymphatiques a été confortée par la détection d’antigènes 3Dpol dans les 

MALT (279). En revanche, aucun signe de réplication virale n’a pu y être détecté. La 

3Dpol occuperait ainsi un rôle non réplicatif dans ces structures, qui pourrait résider en 

la mise en place d’interactions protéiques visant à lutter contre la réponse antivirale.  

Alors qu’il avait également été envisagé que des mutations du génome viral au cours 

de l’infection puissent être à l’origine de la persistance du FMDV, des mutations de la 

3Dpol ont pu être observées in vivo, dans le cadre du projet PersistOmics, suite à 

l’infection persistante de tissus bovins spécifiques (données internes au projet, non 

publiées).  

 

Les interactions décrites dans cette première partie, à l’image de la totalité des 

interactions référencées dans la littérature entre le FMDV et la réponse antivirale de 

l’hôte, ont été mises en évidence grâce à des protocoles expérimentaux impliquant la 

surexpression des protéines testées (42,62,86,290). Plus d’une centaine d’interactions 

protéiques ont ainsi été mises en lumière. Toutefois, en prenant du recul, il est possible 

de se questionner quant à la significativité biologique de ce grand nombre 

d’interactions. En effet, la plupart des méthodes utilisées reposent uniquement sur la 

compatibilité biochimique des couples d’interacteurs testés. Les deux protéines étant 
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exprimées simultanément, en quantité importante et dans un espace restreint, 

l’interaction semble de fait grandement facilitée. Afin de s’assurer de la véracité des 

interactions identifiées, il est ainsi primordial de combiner les méthodes utilisées. Le 

moyen le plus fiable de vérifier l’existence d’une interaction demeure toutefois de 

l’étudier dans un cadre le plus proche possible du système biologique, c’est-à-dire en 

contexte infectieux, dans des cellules adaptées à l’étude du FMDV et sans induire la 

surexpression des protéines d’intérêt. Dans un tel contexte, la mise en place d’une 

interaction protéique ne repose plus uniquement sur la compatibilité biochimique des 

deux interacteurs mais également sur leur expression concomitante, leur distribution 

subcellulaire et sur la présence d’autres partenaires éventuels. Investiguer les 

interactions existant dans ces conditions n’est cependant pas chose aisée puisqu’il 

convient de disposer à la fois de modèles in vitro adaptés à l’étude de l’infection par le 

FMDV et de réactifs d’immunodétection permettant de reconnaitre les protéines 

virales et cellulaires d’intérêt.  

 

La seconde partie de cette thèse avait ainsi pour objectif de développer un modèle 

cellulaire adapté à l’étude du FMDV chez le porc et de poursuivre les travaux initiés 

concernant la mise en place d’un modèle cellulaire ovin. Dans cette optique, nous nous 

sommes largement inspirés des travaux de Hägglund et al. portant sur le 

développement d’un modèle de cellules DSP bovines cultivées en multicouches à 

l’interface air-liquide, de manière à mimer un épithélium pluristratifié infecté par le 

FMDV (289). Ces travaux ont notamment permis l’établissement d’un modèle 

d’infection persistante par le FMDV et la caractérisation des réponses 

transcriptionnelles de l’hôte lors de l’infection aiguë et persistante par le virus (288).  

Nous avons ainsi mis en culture et caractérisé des cellules épithéliales provenant de 

DSP porcin, un des sites de réplication primaire du FMDV chez le porc, ainsi que de 
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DSP et PT ovins, sites de réplication primaire et sites de persistance du virus chez 

l’ovin. La sensibilité de ces cellules primaires au FMDV a été évaluée en monocouches 

et en multicouches cultivées à l’interface air-liquide. L’infection de ces modèles a été 

suivie pendant plusieurs semaines afin de pouvoir identifier d’éventuels signes de 

persistance virale. Conformément à ce qui a été décrit in vivo chez le porc, aucun 

indicateur de persistance n’a pu être détecté lors de l’infection des DSP porcines (226). 

En revanche, contrairement aux observations réalisées in vivo chez l’ovin, l’infection 

des cellules primaires ovines n’a pas permis d’établir une infection persistante, le virus 

remportant systématiquement le rapport de force établi avec les cellules (196,501). 

Malgré cela, le développement de tels modèles cellulaires permet de compléter celui 

précédemment développé chez le bovin, offre l’opportunité d’étudier l’infection par le 

FMDV et rend possible la caractérisation des réponses transcriptionnelles des 

différents hôtes d’intérêt lors de l’infection par le virus. Bien que ces modèles soient 

amplement plus satisfaisants au regard de la physiopathologie du virus que le recours 

à des cellules de lignées provenant de tissus et ou d’espèces non adaptés à l’étude du 

FMDV, ils restent perfectibles. En effet, il a été proposé que le maintien de la 

persistance virale puisse être lié aux tissus lymphoïdes associés aux muqueuses 

(263,323,333). Or, les modèles dont nous disposons ne contiennent que des cellules 

épithéliales et ne permettent pas d’apprécier la globalité de l’environnement naturel 

du virus. Le développement de modèles cellulaires associant cellules épithéliales et 

cellules immunitaires, tels que des organoïdes, permettrait ainsi une meilleure 

représentation des phénomènes observés in vivo, notamment en ce qui concerne les 

interactions entre le virus et son hôte. Le développement d’organoïdes, i.e. systèmes de 

culture tridimensionnelle au sein desquels des cellules de natures diverses s’auto-

organisent en une structure complexe et présentant des caractéristiques proches des 

organismes biologiques, a permis des avancées considérables concernant l’étude de 
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certains entérovirus ou de virus respiratoires tels que les virus influenza et les 

coronavirus (447,450). Bien qu’aucun système de ce type n’ait fait l’objet d’une 

publication concernant le FMDV, il est tout à fait envisageable qu’il soit un jour 

possible de constituer un modèle d’épithélium stratifié associé à des tissus lymphoïdes 

comme c’est le cas dans l’organisme naturel afin d’étudier la physiopathologie du 

FMDV, la réponse de l’hôte, ainsi que les interactions virus-hôte lors de l’infection 

aiguë et persistante, de la manière la plus fidèle possible. 

En attendant, les cellules primaires bovines, ovines et porcines mises en culture au 

laboratoire pourraient faire l’objet d’une immortalisation afin de produire des lignées 

cellulaires pertinentes pour l’étude du FMDV. De plus, il est prévu d’évaluer la 

sensibilité des DSP porcines à l’infection par d’autres virus concernés par le diagnostic 

différentiel de la fièvre aphteuse, tels que le SVV, le Vesicular stomatitis virus (VSV) 

ou le Swine vesicular disease virus (SVDV). 

Le développement d’un modèle cellulaire caprin, bien que non essentiel en raison de 

l’existence de la lignée ZZ-R127, dérivée d’épithélium de langue de chèvre, pourrait être 

envisagé en vue de disposer de cellules comparables à celles obtenues à partir des hôtes 

bovin, ovin et porcin. La mise en place d’un modèle provenant de cellules de buffle 

africain pourrait également être considérée. En effet, bien qu’il s’agisse d’un bovin, la 

physiopathologie du FMDV chez le buffle, se traduisant essentiellement par des 

infections subcliniques ou des signes cliniques modérés, est éloignée de celle observée 

chez le bovin domestique (212). Cette espèce, connue comme particulièrement sujette 

aux co-infections in vivo et susceptible d’être infectée de manière persistante jusqu’à 

cinq ans, constitue ainsi un modèle d’étude intéressant au regard de la persistance du 

FMDV (131,132,274). L’infection du buffle africain par les sérotypes SAT a notamment 

été largement caractérisée par Maree et al., mettant en lumière une corrélation entre 

la virulence et la capacité de ces souches à persister (145). Le développement d’un tel 
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modèle pourrait être accompagné par la construction d’une banque de vecteurs 

permettant l’expression des protéines impliquées dans la réponse IFN de type I, à 

l’image de celles réalisées pour le bovin, l’ovin, le caprin et le porcin. Le génome du 

buffle africain n’étant actuellement pas complètement annoté, il est difficile de cloner 

avec certitudes les séquences codantes d’intérêt (502).  

 

Toujours dans l’optique de pouvoir éprouver les interactions préalablement mises en 

évidence, dans un modèle cellulaire adapté, en contexte d’infection, la troisième partie 

de ces travaux de thèse avait pour objectifs d’identifier des réactifs d’immunodétection 

permettant de reconnaitre les protéines cellulaires d’intérêt sous leur forme bovine, 

ovine, caprine et porcine, puis de mettre au point une méthode permettant la recherche 

d’interactions entre les protéines virales et endogènes. Parmi les dix références 

évaluées, seules trois ont permis de détecter les protéines IKKε, NEMO et TRAF3 

bovines, ovines, caprines et porcines. Les protéines IKKε et NEMO ayant été 

démontrées comme impliquées dans des interactions avec la 3Dpol du FMDV, ces deux 

anticorps ont été utilisés afin de développer une méthode de confirmation des 

interactions protéiques en contexte infection par immunoprécipitation. Pour ce faire, 

des cinétiques d’apparition de la 3Dpol ainsi que des protéines cellulaires d’intérêt ont 

été réalisées afin de déterminer le moment durant lequel les protéines sont co-

exprimées. Alors que le protocole d’immunoprécipitation doit encore être optimisé, il 

n’a pour l’heure pas été possible de confirmer les interactions préalablement 

démontrées dans la première partie de ces travaux de thèse. Ceci s’explique notamment 

par la difficulté d’induire une réponse IFN de type I importante étant donné la rapidité 

à laquelle le FMDV lyse le tapis cellulaire infecté. Il se pourrait ainsi que ces 

interactions n’aient pas lieu lors de la phase précoce de l’infection, mais à des temps 

plus tardifs. Très peu de données sont actuellement disponibles quant à la temporalité 
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des interactions établies entre le virus et son hôte. Gladue et al. ont toutefois montré 

que l’interaction entre la protéine 2C du FMDV et Beclin-1, extrêmement fugace, n’était 

détectée qu’entre 2h30 et 3h30 post-infection (300). Il semble ainsi important de 

considérer les interactions virus-hôte comme un équilibre dynamique, développé au 

cours de la coévolution des deux partenaires, et non comme un système figé. A certains 

moments de l’infection, le FMDV parait ainsi capable d’établir des interactions 

facilitant sa réplication, en ciblant notamment les voies de l’autophagie. La 

stabilisation des autophagosomes et le blocage de la fusion aux lysosomes, médié par 

l’interaction 2C-Beclin-1 a notamment été décrit comme bénéfique à la réplication 

virale (503,504). Il semble parfois bénéfique au virus de mettre en place des 

interactions visant à stimuler la réponse inflammatoire de l’hôte, comme c’est le cas 

lors de l’interaction entre VP3 et TLR4, ou, à l’inverse, permettant de bloquer le 

déclenchement de la réponse IFN de type I comme c’est le cas lors de l’interaction entre 

3B et RIG-I (505,506). 

Il est ainsi tout à fait envisageable que certaines interactions protéiques spécifiques 

participent à l’établissement et/ou au maintien de l’infection persistante par le FMDV. 

Au vu des décennies de recherche consacrées à la compréhension des mécanismes de 

persistance du virus, il n’est toutefois que très peu probable que quelques interactions 

protéine-protéine soient à elles seules responsables de ce phénomène. De nombreux 

facteurs, tels que des interactions entre le virus et les différentes voies cellulaires (voie 

IFN, voies de l’autophagie, mécanismes d’apoptose), des phénomènes de régulations 

de la réplication virale, des mutations du génome viral ou encore des structures de 

persistance particulières, sont potentiellement impliqués dans la mise en place de ce 

phénomène complexe.  
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Afin de poursuivre les investigations concernant un lien éventuel entre les interactions 

protéiques identifiées et la persistance du FMDV, il serait extrêmement intéressant de 

réaliser une étude similaire à celle réalisée à partir du FMDV O/FRA/1/2001 Clone 2.2, 

en utilisant les souches SAT, caractérisées par Maree et al. et connues pour persister 

de manière importante chez le buffle africain (145). Les souches en question, isolées 

directement sur des buffles, n’étant actuellement pas disponibles au laboratoire, nous 

essayons de nous les procurer auprès de nos homologues sud-africains, malgré une 

certaine difficulté sur le plan des règles d’envoi de matériel biologique infectieux et 

d’échanges de souches. Il semblerait également judicieux de poursuivre l’étude des 

interactions mises en évidence entre la 3Dpol et les protéines impliquées dans la voie 

IFN de type I, afin d’une part de déterminer les domaines d’interaction, et d’autre part 

de s’assurer de l’existence de ces interactions lors de l’infection de cellules adaptées à 

l’étude du FMDV. Enfin, il parait pertinent de poursuivre les essais d’infection à court 

et à long terme des modèles porcins et ovins développés dans le cadre de ces travaux 

de thèse, afin de pouvoir caractériser les réponses transcriptionnelles de ces modèles à 

l’infection par le FMDV et de comparer les résultats à ceux obtenus lors de l’infection 

des DSP bovines.  

S’il n’a pas été possible, dans le cadre de ces travaux de thèse, de mettre en évidence 

un lien direct entre les interactions protéiques observées et la persistance du FMDV, la 

révélation de nouveaux antagonismes entre la 3Dpol et la voie IFN de type I pourrait 

conforter l’hypothèse impliquant un équilibre entre la présence du virus et la réponse 

de l’hôte. Dans l’attente de la détermination des mécanismes complexes à l’origine de 

l’établissement d’une infection persistante, il semble primordial d’améliorer les 

moyens de détecter les animaux porteurs sains. L’amélioration des connaissances 

relatives aux réponses transcriptionnelles et traductionnelles de l’hôte pourrait servir 

à l’identification des voies de signalisation impliquées dans la modulation de la réponse 
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antivirale médiée par le FMDV afin de proposer des pistes de contrôle thérapeutique. 

De manière plus spécifique, il pourrait ainsi être envisagé de rechercher des marqueurs 

prédictifs de l’infection persistante, tels que des ISG différentiellement exprimés entre 

l’infection aigue et l’infection persistante. La détection précoce de l’infection 

persistante permettrait une prise en charge plus rapide de ces animaux, réduisant le 

risque de transmission associé aux porteurs sains. L’impact de la persistance virale sur 

le contrôle de la fièvre aphteuse serait alors grandement limité, facilitant la lutte contre 

la maladie.   
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Annexes  

Annexe 1 : Revue Sarry et al. 2022 : Le virus de la fièvre aphteuse : transmission, 
pathogenèse, diagnostic et surveillance. 

 

Sarry M, Romey A, Lefebvre D, Benfrid S, Dufour B, Durand B, Zanella G, De Regge N, 

Zientara S, Bakkali Kassimi L, Blaise-Boisseau S. Le virus de la fièvre aphteuse : 

transmission, pathogenèse, diagnostic et surveillance. [Foot and mouth 

disease virus: transmission, pathogenesis, diagnosis and surveillance]. Virologie 

(Montrouge). 2022 Sep 1;26(5):355-373. French. doi: 10.1684/vir.2022.0972. PMID: 

36413121. 
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Annexe 2 : Poster Journées Francophones de Virologie (JFV) 2022 : « Interaction de 
la polymérase 3D du virus de la fièvre aphteuse avec la réponse interféron de type I : 
un lien avec la persistance virale ? » Strasbourg, France, 11-12 avril 2022. 
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Annexe 3 : Poster European Society for Veterinary Virology (ESVV) 2022 : 
« Interplay between Foot-and-Mouth Disease Virus 3D polymerase and the type I 
interferon response: a contribution to viral persistence? » Gand, Belgique, 20-23 
septembre 2022. 
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Annexe 4 : Poster Journées Scientifiques et Doctorales de l’ANSES (JSDA) 2022 : 
« Interplay between Foot-and-Mouth Disease Virus 3D polymerase and the type I 
interferon response: a contribution to viral persistence? » Maisons-Alfort, France, 
18-19 octobre 2022. 
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Annexe 5 : Poster Journées Francophones de Virologie (JFV) 2023 : « Développement 
d’un modèle de cellules primaires porcines pour la recherche et le diagnostic de la 
fièvre aphteuse. » Paris, France, 17-18 avril 2023 
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Annexe 6 : Poster EPIZONE 2023 : « Development of a porcine primary cell model 
for foot-and-mouth disease virus research and diagnosis. » Novi Sad, Serbie, 26-28 
avril 2023 

 

 

 

 



 395 

Annexe 7 : Oral Master 1 – Estelle Koulmann : « Détermination des domaines 
d’interaction minimums de la 3Dpol du FMDV O Mayenne Clone 2.2 par approche « 
fragmentome ». » Paris, France, 02 juin 2023 

 

 



  
 

Title : Foot-and-mouth disease virus persistence and innate antiviral response: study of virus/host 
molecular interactions using an "interferactomic" approach in four target species (Bos taurus, Ovis 
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Abstract :  

 
Foot-and-Mouth Disease (FMD) is a highly contagious viral animal disease affecting wild and domestic 
artiodactyls. More than five hundred years after it was first described, FMD remains a major threat to animal 
health. Following FMDV (Foot-and-Mouth Disease Virus) infection, more than 50% of ruminants become 
persistently infected. Interestingly, no signs of persistence have been identified in swine. Although decades 
have been spent studying the persistence of FMDV, the mechanisms underlying its establishment, 
maintenance and resolution remain to be elucidated. However, some insights have already been uncovered. 
A FMDV-host co-evolution has been demonstrated, as well as the immunomodulatory effect of the virus. 
Using a model of primary bovine cells derived from the dorsal soft palate, the main site of primary replication 
and persistence of the virus in vivo, it has been possible to characterise the transcriptional responses of the 
host during FMDV infection. It was shown that acute infection is characterised by the induction of a significant 
antiviral response, while persistent infection is associated with a long-lasting but diminished innate immune 
response that is ineffective in eliminating the virus. Like many viruses, FMDV has developed strategies for 
escaping the innate response, mainly by targeting type I interferons (IFN). Taken together, these data suggest 
that a balance is established between the virus presence and the host's response, through the establishment 
of protein-protein interactions during persistent infection. 
Since the antagonisms described between FMDV proteins and type I IFN pathway proteins have been 
reported in cell systems from different species, often with little relevance with regard to the virus 
pathophysiology, the main purpose of this thesis project was to identify interactions between FMDV and the 
type I IFN pathway and to determine their possible host specificity. The interactions established between 
FMDV serotype O proteins and sixteen type I IFN pathway proteins involved in more than 75% of virus-host 
interactions, from three species in which the virus persists (Bos taurus, Ovis aries and Capra hircus) and one 
species in which it does not (Sus scrofa), were identified using an “interferactomic” approach. Seven new 
viral antagonisms involving the 3D polymerase, whose role in subverting the antiviral response is poorly 
documented, were identified. Six of these were identified as being conserved within the four species studied, 
while the interaction between the 3D polymerase and MAVS was only observed for the porcine form of this 
cellular protein. 
This thesis work also enabled the development of primary porcine and ovine cell models adapted to the study 
of FMDV by analogy with that developed with primary bovine cells. The short- and long-term infection of 
these models by FMDV was characterised and compared with the in vivo observations presented in the 
literature. Ultimately, these models could provide an alternative to the cell lines currently used, which are not 
derived from tissues of interest. These models are also tools for studying host responses to FMDV infection 
and are intended to validate the protein interactions identified during this thesis in an infectious context. To 
this end, the reactivity of antibodies targeting type I IFN pathway proteins was tested against proteins from 
the four target species. The two references that were validated were then used to highlight the interactions 
between the IKKε and NEMO proteins and the FMDV 3D polymerase. 
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Titre : Persistance du virus de la fièvre aphteuse et réponse antivirale innée : étude des interactions 
moléculaires virus/hôte par approche « interféractomique » chez quatre espèces cibles (Bos taurus, 
Ovis aries, Capra hircus et Sus scrofa) 

Mots-clés : Fièvre aphteuse, Persistence du virus de la fièvre aphteuse, Voie interféron de type I, 

Interactions protéine-protéine, Modèles cellulaires 

Résumé :  

La fièvre aphteuse (FA) est une maladie animale virale hautement contagieuse affectant les artiodactyles 
domestiques et sauvages. Plus de cinq cents ans après sa première description, la FA demeure une menace 
majeure en santé animale. Suite à l’infection par le FMDV (Foot-and-Mouth Disease Virus), plus de 50% des 
ruminants deviennent infectés de manière persistante. De manière intéressante, aucun signe de persistance 
n’a été identifié chez le porc. Malgré des décennies consacrées à l’étude de la persistance du FMDV, les 
mécanismes inhérents à son établissement, son maintien et sa résolution restent à élucider. Des éléments 
de réponses ont toutefois déjà pu être apportés. Une coévolution entre le FMDV et son hôte a ainsi été 
démontrée, tout comme l’effet immunomodulateur du virus. L’utilisation d’un modèle de cellules primaires 
bovines, issues du palais mou dorsal, principal site de réplication primaire et de persistance du virus in vivo, 
a permis de caractériser les réponses transcriptionnelles de l’hôte lors de l’infection par le FMDV. Il a ainsi 
été montré que l’infection aiguë se caractérise par l’induction d’une réponse antivirale importante, tandis que 
l’infection persistante est associée à une réponse immunitaire innée durable mais diminuée et inefficace pour 
éliminer le virus. Comme de nombreux virus, le FMDV a développé des stratégies d’échappement à la 
réponse innée, en ciblant principalement les interférons (IFN) de type I. L’ensemble de ces données constitue 
ainsi un faisceau de présomptions concernant la mise en place d’un équilibre, entre présence du virus et 
réponse de l’hôte, via l’établissement d’interactions protéiques au cours de l’infection persistante. 
Les antagonismes décrits entre les protéines du FMDV et les protéines de la voie IFN de type I ayant été 
rapportés dans des systèmes cellulaires issus de différentes espèces, souvent peu pertinents au regard de 
la physiopathologie du virus, l’objectif majeur de ce projet de thèse a été de mettre en évidence des 
interactions entre le FMDV et la voie IFN de type I et de déterminer leur éventuelle spécificité d’hôte. Les 
interactions établies entre les protéines du FMDV de sérotype O et seize protéines de la voie IFN de type I 
impliquées dans plus de 75% des interactions virus-hôte, provenant de trois espèces chez qui le virus 
persiste (Bos taurus, Ovis aries et Capra hircus) et d’une espèce chez qui le virus ne persiste pas (Sus 
scrofa) ont ainsi été mises en évidence par approche « interferactomique ». Sept nouveaux antagonismes 
viraux impliquant la polymérase 3D, dont le rôle dans la subversion de la réponse antivirale est peu 
documenté, ont pu être identifiés. Parmi eux, six ont été identifiés comme conservés au sein des quatre 
espèces d’étude, tandis que l’interaction entre la polymérase 3D et MAVS n’a été observée que pour la forme 
porcine de cette protéine cellulaire. 
Ces travaux de thèse ont également permis le développement de modèles de cellules primaires porcines et 
ovines adaptés à l’étude du FMDV par analogie avec celui développé avec des cellules primaires bovines. 
L’infection de ces modèles à court et long terme par le FMDV a été caractérisée et comparée aux 
observations in vivo présentées dans la littérature. A terme, ces modèles pourraient constituer une alternative 
aux lignées cellulaires actuellement utilisées et ne provenant pas de tissus d’intérêt. Ces modèles constituent 
également des outils permettant l’étude des réponses de l’hôte lors de l’infection par le FMDV et ont pour 
vocation de permettre la validation des interactions protéiques mises en évidence au cours de cette thèse, 
en contexte infectieux. Dans cette optique, la réactivité d’anticorps ciblant les protéines de la voie IFN de 
type I a été testée face aux protéines issues des quatre espèces d’étude. Les deux références ayant été 
validées ont ensuite été utilisées en vue de mettre en évidence les interactions entre les protéines IKKε, 
NEMO et la polymérase 3D du FMDV. 
 
 
 
 
 
 
 


