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Développement d’un modèle de cellules primaires porcines 
pour la recherche et le diagnostic de la fièvre aphteuse. P.045

•

INTRODUCTION & OBJECTIF 

 La fièvre aphteuse (FA) est une maladie virale contagieuse causée par un picornavirus du genre Aphtovirus et affectant les Artiodactyles sauvages et domestiques. 
 Le virus de la FA est capable de persister (i.e. virus infectieux détecté après 28 jours post-infection (dpi)) plusieurs années dans l’épithélium pharyngé des ruminants après résolution des signes 

cliniques1. Ce n’est pas le cas des porcins chez qui seuls des ARN viraux ont pu être détectés in vivo plus de 60 dpi dans les amygdales oropharyngées et le palais mou dorsal2,3. 
 Aucun modèle cellulaire porcin provenant d’un tissu d’intérêt, cible de l’infection par le virus de la FA, n’est aujourd’hui disponible.

 Objectif : Développer un modèle cellulaire spécifique permettant d’étudier l’infection par le virus de la FA chez le porc. 

 Les amygdales oropharyngées et le palais mou dorsal de jeunes porcs ont été prélevés. 
 Les tissus épithéliaux ont été identifiés puis isolés ①. 
 Les cellules épithéliales provenant des prélèvements de palais mou dorsal (DSP) ont été mises en 

culture en monocouches, caractérisées ② puis infectées par le FMDV ③. 
 Ces cellules ont ensuite été cultivées en multicouches à l’interface air-liquide afin de recréer un 

épithélium pluristratifié, puis infectées par le FMDV ④. 
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Méthodologie

 Les prélèvements 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 être identifiées à la fois dans les prélèvements 
d’amygdales oropharyngées et de DSP. 

① Caractérisation des structures épithéliales
 Les cellules DSP ont été cultivées en monocouches, fixées puis marquées à 

l’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 (intégrine αvβ6)

② Caractérisation des cellules DSP

 Détection d’une expression 
importante d’occludine, signe 
d’une nature épithéliale.

 Détection d’une expression 
plus importante de vimentine 
que de cytokératine, signe 
d’une transition épithélio-
mésenchymateuse. 

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

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

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

③ Infection des DSP en monocouches

 La MOI 1 a été retenue comme la condition d’infection à privilégier pour ces 
cellules. 

 Détection de virus infectieux par isolement viral jusqu’à 14 dpi dans les 
surnageants de culture. 

 Détection d’antigènes viraux par immunofluorescence jusqu’à 16 dpi. 
 Détection d’ARN viraux par RTqPCR jusqu’à 60dpi. 

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

 Les surnageants de culture ont été récoltés tous les deux ou 
trois jours jusqu’à 39 dpi, puis analysés à la recherche de 
virus infectieux, d’antigènes et d’ARN viraux. 

④ Infection des DSP en multicouches

 Détermination de l’épaisseur des multicouches 
par marquage HES. 

 Détection de virus infectieux par isolement viral 
jusqu’à 7 dpi dans les surnageants de culture. 

 Détection d’antigènes viraux par 
immunofluorescence jusqu’à 9 dpi. 

 Détection d’ARN viraux par RTqPCR jusqu’à 23dpi. 

 Nous avons réussi à développer un modèle de cellules épithéliales issues du palais mou dorsal de porc, sensibles à l’infection par le virus de la FA. 
 Un tel modèle n’a pas pu être développé à partir des cellules des amygdales oropharyngées qui n’ont pas survécu en culture. 
 Conformément à ce qui a été observé in vivo chez le porc, aucun signe de persistance du virus de la FA n’a pu être détecté dans notre modèle 

cellulaire (aucun virus infectieux détecté après 28 dpi). 

 Les cellules DSP porcines pourraient être immortalisées afin d’obtenir une lignée cellulaire adaptée à 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. 

Conclusion & perspectives
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