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[ INTRODUCTION & OBJECTIF |

= Lafievre aphteuse (FA) est une maladie virale contagieuse causée par un picornavirus du genre Aphtovirus et affectant les Artiodactyles sauvages et domestiques.

= Levirus de la FA est capable de persister (i.e. virus infectieux détecté apres 28 jours post-infection (dpi)) plusieurs années dans I’épithélium pharyngé des ruminants apres résolution des signes
cliniques!. Ce n’est pas le cas des porcins chez qui seuls des ARN viraux ont pu étre détectés in vivo plus de 60 dpi dans les amygdales oropharyngées et le palais mou dorsal®?3.

= Aucun modele cellulaire porcin provenant d’un tissu d’intérét, cible de I'infection par le virus de la FA, n’est aujourd’hui disponible.

» Obijectif : Développer un modele cellulaire spécifique permettant d’étudier I'infection par le virus de la FA chez le porc.

[ Méthodologie J

ﬁﬂ ﬁ?‘; " Les amygdales oropharyngées et le palais mou dorsal de jeunes porcs ont été prélevés.
" Lestissus épithéliaux ont éte identifiés puis isolés @
= Les cellules épithéliales provenant des prélevements de palais mou dorsal (DSP) ont été mises en

I J culture en monocouches, caracterisées @ puis infectées par le FMDV @
S = Ces cellules ont ensuite éte cultivees en multicouches a l'interface air-liquide afin de recréer un
\ J épithélium pluristratifié, puis infectées par le FMDV @
Préalli\q/en:j:rﬁésdes Isolement Culture des Culture des cellules
ygae des cellules
oropharyngées et du épithéliales

cellules en en multicouches a
palais mou dorsal v v monocouches \ ’ l'interface air-liquide

[@ Caractérisation des cellules DSPJ

= Les cellules DSP ont été cultivées en monocouches, fixées puis marquées a
I'aide d’anticorps dirigés contre des marqueurs épithéliaux (occludine,
cytokératine) et fibroblastiques (vimentine), ainsi qu’un anticorps dirigé
contre le récepteur du virus de la FA (integrine a,B¢)

= Détection d’'une expression
importante d’occludine, signe

R Amygdales oropharyngées d’une nature épithéliale.

Reaaalie B ey = Détection d’une expression

plus importante de vimentine

qgue de cytokératine, signe
d’une transition épithélio-
meésenchymateuse.

= Détection d’'une expression
importante du récepteur
principal du virus de la FA.

[@ Caractérisation des structures épithéliales}

" Les prélevements d’amygdales oropharyngées et de palais mou dorsal réalisés ont été
caractérisés par marquage HES (Hémalun-Eosine-Safran) afin de vérifier la présence
d’épithéliums.

= Des structures épithéliales ont pu étre identifiées a la fois dans les prélevements
d’amygdales oropharyngées et de DSP.
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lﬂ '@ Infection des DSP en monocouches}

T Intégrine OB,

= Les cellules DSP ont été cultivées en monocouches, puis infectées par un virus
de la FA de sérotype O a trois multiplicités d’infection (MOI1 0,01 ; 0,1 ; 1).

" Les surnageants de culture ont été récoltés tous les deux ou trois jours
jusqu’a 112 dpi, puis analysés a la recherche de virus infectieux,
d’antigenes et d’ARN viraux.

@ Infection des DSP en multicouches |

Les cellules DSP ont été cultivées en multicouches, sur
membrane de collagene, a l'interface air-liquide, puis
infectées par un virus de la FA de sérotype O a la MOI 1.

Les surnageants de culture ont été récoltés tous les deux ou
trois jours jusqu’a 39 dpi, puis analysés a la recherche de

100
0 5 10 15 20 25

15,000 ° 90
20,000 5

s ® ;

o 70 "'a‘-./’

25,000 o« ® ! 60 Insert avec membrane de collagéne ;ﬁ—*\ o virus infectieux, d’antigenes et d’ARN viraux.
PY ° o o Ir
N | | .
2 4 7 9 11 14

Jour de récolte des échantillons (post-infection)

50
30,000

v

Compartiment supérieur

Valeur Ct ARN
% ECP sur IBRS-2

//\’\ 40 100
35,000 — 30 Milieu de culture > [T ~4 ‘ 90
20 Multicouches cellulaires <E 80
40,000
10 Membrane poreuse L...:EI OO OOl o~ "
45,000 0 w L 60
MOI 0,01 3D MOI 0,13D ® MOI13D 16 18 21 23 Compartimentinférieur > LiqUide JJ %
, . i : . ) 3 50
GAPDH (MOI 0,01) —— GAPDH (MOI 0,1) —— GAPDH (MOI 1) Jour_dsﬂgcgléidesE:;fgtlluc’:slfnpgi_'nfecmn) Puits = > - o
. ' w40
’ /7 e, e . . \ . o] 7 . p o o P . o 30
= La MOI 1 a été retenue comme la condition d’infection a privilégier pour ces = Détermination de I'épaisseur des multicouches .
cellules. par marquage HES. 10
= Deétection de virus infectieux par isolement viral jusqu’a 14 dpi dans les = Deétection de virus infectieux par isolement viral 0 e
2 4 7 9 11
Surnageants de CUlture. Jusqu,é 7 dp| da NS |eS Su rnageants de CUlture. Jour de récolte des échantillons (post-infection)
= Détection d’antigenes viraux par immunofluorescence jusqu’a 16 dpi. = Détection d’antigénes viraux par o e ot s échmtilons (ot infection
= Détection d’ARN viraux par RTgPCR jusqu’a 60dpi. immunofluorescence jusqu’a 9 dpi. oo e ? . 2“ ” °
= Détection d’ARN viraux par RTqPCR jusqu’a 23dpi. .
’ [
[ Conclusion & perspectives } o ,
=4 °
= Nous avons réussi a développer un modele de cellules épithéliales issues du palais mou dorsal de porc, sensibles a I'infection par le virus de |a FA. E \
= Un tel modele n’a pas pu étre développé a partir des cellules des amygdales oropharyngées qui n‘ont pas survécu en culture. 35,000 2 g

= Conformément a ce qui a été observe in vivo chez le porc, aucun signe de persistance du virus de la FA n'a pu étre détecté dans notre modele
cellulaire (aucun virus infectieux détecté apres 28 dpi).
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» Les cellules DSP porcines pourraient étre immortalisées afin d’obtenir une lignée cellulaire adaptée a la recherche et au diagnostic du virus de la FA.
» Ces cellules pourraient constituer un outil de choix dans le diagnostic différentiel de la FA, sous réserve de sensibilité aux autres virus.
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