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Préambule 

Le laboratoire de recherche où j’effectue mon stage, l’Unité des Virus Emergents (UVE) – 

UMR 190 dirigée par le Pr. De Lamballerie, est spécialisée dans la réponse aux émergences 

virales. L’UVE possède un solide domaine d’expertise pour les Arbovirus, les fièvres 

hémorragiques et depuis 2017 pour les coronavirus animaux et humains. Les thématiques 

principales au sein du laboratoire sont la séro-épidémiologie et la mise au point et l’étude de 

thérapeutiques antiviraux. La réponse aux émergences, en termes de thérapeutiques, peut être 

soit (i) le développement rapide d’un vaccin, soit (ii) le criblage rapide et la caractérisation de 

molécules antivirales. Pour aborder ces deux approches, le laboratoire a développé et breveté 

une méthode rapide et simple de génétique inverse, nommée « Infectious Subgenomic 

Amplicons » (ISA). Déjà validée au laboratoire avec succès pour la production de Flavivirus, 

elle a par la suite été appliquée avec succès à des Alphavirus et à des Coronavirus. De plus, le 

laboratoire est impliqué dans de nombreux projets antiviraux contre différents pathogènes via 

sa plateforme de criblage PCVMT (Plateforme Criblage Virale Marseille Timone). Mon projet 

s’inscrit au départ dans une démarche d’amélioration d’ISA, mais a vraiment pris une autre 

dimension lors de l’émergence du SARS-COV-2. Durant laquelle, tous les pôles du laboratoire 

(séro-épidémiologie, expérimentation animale, antiviraux etc.) ont été extrêmement sollicités. 

Il est alors paru évident que le développement de nouveaux outils, permettant d’augmenter le 

rendement des résultats tout en réduisant le coup des expérimentations menées, était nécessaire.  

C’est donc avec ce besoin de rendre la méthode ISA plus compétitive et robuste, ainsi que de 

l’appliquer concrètement aux pôle de l’unité, que mon projet a commencé sous la supervision 

du Dr. TOURET.  
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Introduction bibliographique 

 Coronavirus  

1. Généralités 

a. Classification 

Les Coronavirus (CoVs) appartiennent à la famille des Coronaviridaes, qui, avec les 

Arteriviridae, Mesoniviridae et Roniviridae forment le grand ordre des Nidovirales. 

 

Figure 1 : Arbre phylogénétique schématique de l’ordre des Nidovirales. Depuis Biorender  

La famille des Coronaviridaes est sous-divisée en deux sous familles, les Coronavirinae et les 

Torovirinae. Les Coronavirinae sont phylogénétiquement regroupés en quatre genres, les 

coronavirus alpha, bêta, gamma et delta (A. R. Fehr et Perlman 2015). Au sein du genre 

Alphacoronavirus, les coronavirus félins (FeCoV) font partie de l'espèce Alphacoronavirus 1, 

cette dernière contient également d’autres virus étroitement apparentés, tels que les coronavirus 

canins (CCoV) et le virus de la gastroentérite transmissible du porc (TGEV) coronavirus 

respiratoire humain (HCV-229E), le coronavirus respiratoire du porc (PRCV), le coronavirus 

du lapin (RbCV) et le coronavirus de la diarrhée épidémique porcine (PEDV).  En ce qui      

concerne le SARS-CoV-2, il appartient au genre Betacoronavirus, au sous-genre des 

Sarbecovirus, et à l’espèce Severe acute respiratory syndrome related coronavirus (SARSr-

CoV) qui comprend également le SARS-CoV (Zhu et al. 2020; Lamers et Haagmans 2022). 

(Figure 2) 
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Figure 2 :  Arbre phylogénétique partiel de la famille des alpha et beta coronavirus. Sont représentés 
en jaune et rouge les virus humains.  Extrait de (Coronaviridae Study Group of the International 
Committee on Taxonomy of Viruses 2020) 

 

b. Génome  

Il y a une grande conservation des caractéristiques virales au sein de l’ordre des Nidovirales 

auquel appartiennent les coronavirus. Ce sont des virus enveloppés à ARN positifs non 

segmentés. Ces virus possèdent des génomes complexes et très long, pour des virus à ARN, 

pouvant aller jusqu’à 33,5 kb ainsi qu’une organisation génomique hautement conservée. Le 

gène de la réplicase occupe les trois-quarts du génome et comprend de nombreuses protéines 

non structurales. Egalement, on retrouve la présence de plusieurs cadres de lecture. Les 

principales différences au sein des familles de Nidovirales résident dans le nombre, le type et 

la taille des protéines structurales.  

Les Coronavirus contiennent un génome à ARN positif, monocaténaire, non segmenté 

d’environ 30 kb. Le génome est coiffé en 5′ et polyadénylé en 3′, la coiffe lui permettant d’être 

directement reconnu comme ARNm au sein de la cellule et être traduit.  

On dénombre 14 ORFs (cadre de lecture ouvert) de taille très variable, puisque les gènes ORF1a 

et ORF1b occupent les deux tiers du génome, soit environ 20 kb et codent l’ensemble des 

protéines formant le complexe de réplication viral, tandis que le dernier tiers permet de coder 

les protéines structurales de la Spike (S), de l’enveloppe (E), de la membrane (M), de la 

nucléocapside (N) et les protéines accessoires.  

(Figure 3) 
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Figure 3 : Cycle de réplication viral et représentation schématique de l'organisation du génome de 
coronavirus. Elle est définie comme la suivante : 5′-leader-UTR-replicase-S-E-M-N-3′UTR-queue 
polyA. (Kim et al. 2020) 
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c. Structure 

Les coronavirus sont des virus enveloppés plus ou moins sphériques, polymorphes dont la 

tailles peut aller de 60 à 200 nm de diamètre (Wege, Siddell, et ter Meulen 1982). La 

ribonucléoprotéine (RNP), entourée d’une enveloppe lipidique, est contenue dans le virion. Elle 

est constituée de l’ARN génomique (env. 30kb) et de la protéine de la nucléocapside N (env. 

400 acides aminés (aa)).  

La glycoprotéine S est composée de 2 sous-unités. La sous-unité S1 possède également 2 

domaines, le domaine N-terminal (NTD) et un domaine permettant l’attachement à la cellule, 

le domaine de liaison au récepteur (RBD). La sous-unité S2 possède 4 domaines impliqués dans 

l’attachement, la fusion avec la membrane et l’entrée dans la cellule (Souza et al. 2021). La 

protéine E est une protéine transmembranaire qui est nécessaire pour l’assemblage, la 

maturation et la morphogénèse virale (Schoeman et Fielding 2019). La protéine M est présente 

à la surface du virus sous forme d’homo-dimère. Elle a un rôle dans la forme et l’assemblage 

des particules virales, car elle peut interagir avec les protéines E, S, N, mais aussi avec d’autres 

protéines dimères M (Neuman et Buchmeier 2016). La protéine N est la plus abondante, en 

association à l’ARN viral, elle forme une ribonucléoprotéine. Elle joue un rôle dans 

l’assemblage des particules virales. 

Les protéines non structurales (nsp) sont au nombres de seize. De manière générale, la nsp1 et 

15 sont impliquées dans l’échappement immunitaire. La nsp 3 est une protéine 

multifonctionnelle qui possède, d’une part une activité protéasique essentielle à la réplication 

virale via sa protéase de type papaïne (PLpro), qui associée à la protéase de type 3C (3Cpro) 

présente dans la nsp 5, permettent le clivage des ORF 1a et 1b et ainsi d’obtenir des nsp 

fonctionnelles (Alomair et al. 2022). D’autre part, la nsp 3 a un rôle dans la maturation des 

virions tout comme les nsp 4 et 6 . Les nsp 7, 8 et 9 permettent d’améliorer la fixation à l’ARN 

et d’augmenter le rendement de catalyse de nsp12. La nsp12 quant à elle, de par son activité de 

ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp), facilite la production de nouveaux virus. La nsp 

13 permet de rendre accessible l’ARN lors de la réplication. La nsp 14 permet à la fois d’éviter 

la dégradation des ARNm viraux par des RNAse cellulaire, de recruter des ribosomes, mais 

aussi de corriger les erreurs de réplication et d’exciser les analogues nucléotidiques utilisés 

comme antiviraux. La nsp 16 en association à la nsp 10 forme un complexe protéique. Celui-ci 

permet à l’ARN viral d’imiter les ARNm cellulaires et ainsi empêcher leur reconnaissance par 

l'immunité innée de l'hôte (Shu et al. 2020; Shannon et al. 2020). 
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Egalement, au moins cinq ORF codent des protéines accessoires : les ORF 3a, 6, 7a, 7b et 8 et 

potentiellement les ORF 3b et 9b (Davidson et al. 2020). Cependant, tous ces ORFs n'ont pas 

encore été étudiés expérimentalement. Ils sont supposés jouer un rôle important dans 

l’échappement immunitaire (V’kovski et al. 2021). 

La protéine M, très abondante, d’environ 230aa, la protéine d’enveloppe E d’environ 100aa 

présente en faible quantité, et la Spike d’environ 1300aa formant des péplomères trimériques, 

sont ancrées dans l’enveloppe. Ces péplomères sont responsables de la liaison aux récepteurs 

et de la fusion membranaire. Ils s'étendent radialement à partir de l'enveloppe. (Figure 4) 

 

Figure 4 : Représentation schématique de la structure du Coronavirus ainsi que la structure 3D de la 
protéine Spike - Depuis Biorender 

 

d. Cycle de réplication  

L’interaction entre le domaine RBD (Receptor Binding Domain) de la protéine Spike et le 

récepteur cellulaire ACE (Enzyme de conversion de l’angiotensine de type II) amorce le 

processus d’entrée du virus dans la cellule. L’entrée, quant à elle, peut se dérouler, in vitro, de 

2 manières différentes suivant les propriétés biologiques conférées par la Spike et si la cellule 

exprime ou non la protéase TMPRSS2 (TransMembrane PRoteaSe, Serine 2) (Figure 3).  

Si la cellule exprime la protéase TMPRSS2 alors une succession de clivages de la protéine 

Spike va conduire à la fusion des membranes. Les clivages entraînent un réarrangement de 

conformation qui conduit à l’exposition du peptide de fusion qui va s’insérer dans la membrane 

cellulaire de l’hôte et permettre la fusion des membranes et la libération de la capside dans le 

cytoplasme. (Mohan et Wollert 2021).  
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Si la protéase n’est pas exprimée, l’entrée se fera par endocytose clathrine-dépendante, suivie 

d’une maturation sous l’action d’enzymes endosomales, aboutissant à la fusion des membranes 

virale et endosomale et permettant de libérer l’ARN viral dans le cytoplasme. (Hoffmann et al. 

2020). Une fois libéré dans le cytosol, l’ARN viral se désolidarise des nucléoprotéines N et est 

traduit en deux polyprotéines, pp1a et pp1ab, qui permettront à leur tour de cliver et de libérer 

les nsp.  

Une fois le RTC (complexe de réplication-transcription) assemblé, la réplication de l’ARN viral 

commence grâce à l’intermédiaire d’un brin à polarité négative complémentaire du génome. 

Les gènes situés après les ORF1a et ORF1ab sont transcrits en 9 ARN subgénomique (sg). (Kim 

et al. 2020). Ces ARNsg sont ensuite traduits par les ribosomes de la cellule hôte pour donner 

les protéines structurales : S, E, M et N. Les protéines structurales, à l’exception de la protéine 

N, sont adressées au réticulum endoplasmique (RE) en raison de leur nature transmembranaire. 

La nucléocapside est ensuite formée dans le cytosol par assemblage de l’ARN génomique et de 

protéines N. S’en suit un bourgeonnement dans la lumière du compartiment intermédiaire du 

réticulum endoplasmique-Golgi, où viennent s’ajouter les autres protéines structurales, 

présentes dans la membrane du RE, puis la particule virale est libérée de la cellule par exocytose 

(Atri et al. 2020). (Figure 3) 

 

2. Coronavirus Félin (FCoV) 

I. Histoire du virus  

Les coronavirus félins (FCoV) sont omniprésents dans les populations de chats domestiques. 

Habituellement, les chats sont infectés par le coronavirus entérique félin (FeCoV) qui un 

biotype entérique du FCoV et restent le plus souvent asymptomatiques ou présentent une simple 

entérite (N. C. Pedersen et al. 1981). Le FeCoV est excrété dans les matières fécales 9 à 10 

semaines post-infection (Niels C. Pedersen, Allen, et Lyons 2008). La contamination se fait de 

manière oro-fécale et cible l'épithélium intestinal. Les premiers signes d'entérite sont légers ou 

inapparents (Niels C. Pedersen, Allen, et Lyons 2008; Vogel et al. 2010). L'immunité est de 

courte durée et non stérilisante et les infections récurrentes sont fréquentes (Niels C. Pedersen 

et al. 2016). L’immunité se développe et augmente avec l’âge et les chats âgés de plus de 3 ans 

sont moins susceptibles d’excréter le virus dans leurs selles (Addie et al. 2003). Le FeCoV subit 

continuellement une dérive génétique en clades identifiables localement et régionalement 

(Herrewegh et al. 1997; Niels C. Pedersen 2009). En cas d'infection chronique ou intermittente, 
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des mutations (délétions) génomiques surviennent dans l’ORF 3c et conduisent à un 

l’émergence d’un mutant plus virulent : le virus de la péritonite infectieuse féline (PIFV) 

(Vennema et al. 1998; Le Poder 2005). Ce mutant possède un tropisme cellulaire différent du 

FeCoV et est responsable d’une maladie systémique très grave appelée péritonite infectieuse 

féline (PIF) (Poland et al. 1996; Vennema et al. 1998; Niels C. Pedersen 2009). 

Le virus de la PIF (PIFV) est un agent infectieux félin décrit pour la première fois en 1963 par 

des vétérinaires de l'Angell Memorial Animal Hospital de Boston (Holzworth 1963). Bien qu’il 

ne soit pas efficacement transmis entre individus, le PIFV est très virulent. En effet en infectant 

efficacement les macrophages et les monocytes, les particules virales PIFV peuvent sortir de 

l'intestin et ainsi provoquer une maladie systémique mortelle avec atteinte de plusieurs organes, 

accompagnée fréquemment d'un épanchement abdominal. Ainsi, les premières descriptions 

cliniques chez l’animal font état de deux formes de PIF : humide et sèche. La première, est 

caractérisée par une inflammation diffuse des tissus tapissant la cavité péritonéale et des 

organes abdominaux, accompagnés d’un épanchement de liquide inflammatoire important 

(Wolfe et Griesemer 1971). La seconde forme, moins fréquente, se manifeste par des lésions 

granulomateuses moins diffuses et plus étendues impliquant le parenchyme des organes, décrite 

pour la première fois en 1972 (Montali et Strandberg 1972). L’agent viral a été isolé et identifié 

pour la première fois en 1970 et classé par la suite phylogénétiquement au sein des 

Alphacoronavirus (Ward 1970). 

 

II.Ecologie du virus  

a. Transmission et épidémiologie 

Dans les conditions naturelles, la transmission du FeCoV a lieu par voie oro-fécale, avec une 

inoculation oro-nasale directe du virus, ou via des supports passifs tels que le bac à litière ou 

des surfaces contaminées. Après inoculation, le FeCoV infecte les entérocytes, où a lieu la 

réplication virale. Les infections par le FeCoV sont souvent asymptomatiques, mais peuvent 

entraîner de légères diarrhées transitoires puisque le virus impacte l’épithélium 

intestinal.(Barlough et al. 1985) 

Le FeCoV étant très contagieux, dans les foyers où il est présent, la prévalence des anticorps 

indiquant une exposition est souvent proche de 100 %, néanmoins seulement 5 % des chats 

développent une péritonite infectieuse féline (PIF). La PIF est souvent décrite comme une 

maladie présente dans des environnements denses en présence de chat comme les élevages. 
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En conséquence, la présence de chats infectés, même de manière asymptomatique, peut être 

une source de danger pour les autres individus et peut provoquer à l'apparition de la PIF dans 

la population. Et bien que les chats de tout âge et de toute race peuvent développer une PIF, il 

a été montré que la PIF affecte d’avantage les chats de race de moins de deux ans. (Rohrbach 

et al. 2001). 

Cependant, il ne faut pas exclure le fait qu’une souche de coronavirus bénigne puisse quand 

même provoquer une PIF, selon l’individu infecté, en raison de facteurs de susceptibilité (âge, 

infection concomitante, facteurs génétiques). Il est également possible qu'un animal 

initialement infecté par une souche FeCoV développe une PIF suite à une mutation génétique 

au cours de la multiplication virale (Vennema et al. 1998). 

La PIF est présentée comme l'une des plus importantes causes infectieuses de décès chez les 

chats, bien qu'il n'existe pas de chiffres précis sur sa prévalence. On estime que 0,3 à 1,4 % des 

décès de chats présentés aux institutions vétérinaires sont associés à la PIF (Rohrbach et al. 

2001; Pesteanu-Somogyi, Radzai, et Pressler 2006; Riemer et al. 2016), et jusqu'à 3,6-7,8 % 

dans certains refuges et chatteries (Cave et al. 2002).  

 
III.Traitement et prévention  

a. Traitement  

Pour les chats sains mais séropositifs pour le FeCoV, aucune donnée ne permet de conclure 

quant à l’utilisation d’un traitement préventif contre l’évolution de l’infection du FeCoV en 

PIF. Quant aux symptômes gastriques provoqués par le FeCoV, ils sont traités avec un 

traitement symptomatique (réhydratation et alimentation adaptée).  

Concernant les chats présentant des symptômes de la PIF, plusieurs approches de traitement ont 

été testées, mais aucune n’est encore validée. Voici une liste non exhaustive des plus utilisées. 

 Inhibiteurs de protéase 

Une autre approche thérapeutique prometteuse est de cibler la protéase virale pour traiter la PIF. 

En effet en bloquant le clivage protéolytique des précurseurs protéiques nécessaires à la 

production de particules virales, on bloque la réplication. (Kim et al., 2013) (Kim et al., 2016). 

Une étude a montré que le GC376, un inhibiteur sélectif de la protéase des coronavirus, était 

prometteur dans le traitement des chats atteints de certaines présentations de PIF et a permis 

d’ouvrir la porte à une thérapie médicamenteuse antivirale ciblée (Niels C Pedersen et al. 

2018).  
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 Analogues nucléosidiques 

Un autre traitement prometteur est l'utilisation d'analogues nucléosidiques qui agissent comme 

un substrat alternatif pour la synthèse de l'ARN viral, entraînant la terminaison de la chaîne 

d'ARN lors de la transcription de l'ARN viral via l'inhibition de l'ARN polymérase dépendante 

de l'ARN. L’un de ces analogues est le composé GS-441524 (qui est le deuxième médicament 

antiviral ciblé développé après le GC376), il ne présente pas de toxicité in vitro et a permis 

l’inhibition efficace de la réplication virale de souches FeCoV associées à la PIF dans plusieurs 

échantillons isolés cultivés dans des systèmes différents. (Murphy et al., 2018).  Ce composé a 

également été évalué dans une étude de terrain sur 31 chats atteints de la PIF (Pedersen et al., 

2019) lors de laquelle il a été injecté par voie sous-cutanée. Les résultats de l’étude étaient 

prometteurs puisque 25/31 chats traités ont survécu et n’ont pas présenté de signe de rechute.  

Mais le mode d’utilisation du GS-441524 pour traiter la PIF évoluent en permanence (la dose, 

la durée, la surveillance et les éventuels effets secondaires) (Pedersen, 2021b). De plus malgré 

les nombreux résultats encourageants des études menées depuis 2018, les laboratoires Gilead 

(« propriétaire » de la molécule GS-441524) ont préféré se concentrer sur le développement du 

Remdesivir (molécule leur appartenant aussi) en médecine humaine lors de l’épidémie de 

SARS-CoV-2.  Le développement de GS-441524 en médecine vétérinaire a donc été ralenti 

mais de nouvelles études ont été publié en 2022 (Krentz et al. 2022; Roy et al. 2022).  

Ce ralentissement a provoqué la vente à grande échelle de molécules similaires au marché noir 

en Chine (où la PIF a une prévalence extrêmement importante). En 2019, des milliers de chats 

chinois ont reçu le composé GS-441524 sans que des données fiables d'efficacité aient pu être 

formellement collectées (S. Zhang 2020).  

 Remdesivir 

Le remdesivir, GS-5734, un promédicament du GS-441524, a été suggéré comme traitement 

des maladies respiratoires à coronavirus chez l'homme lors de la crise sanitaire due au SARS-

CoV-2, (Beigel et al., 2020 ; Williamson et al., 2020) et a aussi été envisagé pour le traitement 

des coronavirus félins (Izes et al., 2020c). Le remdesivir est transformé par les cellules infectées 

en principe actif GS-441524. Néanmoins l'innocuité et l'efficacité du remdesivir pour lutter 

contre la PIF chez les chats n'ont pas pu être démontré (Pedersen, 2020b), cela malgré des 

preuves anecdotiques basées sur la description de cas de terrain pour lesquels un traitement au 

remdesivir en injection aurait été efficace (Spanner, 2020). 

Encore récemment, la PIF était considérée comme incurable. Toutefois, aux Etats-Unis, en 

Chine ou encore dans certains pays d’Europe, des traitements sont testés et mis en place (GS-
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441524). Mais ce médicament n’étant pas encore homologué en France, les vétérinaires ne sont 

actuellement pas autorisés à l’administrer. En attendant, des mesures pour soulager les 

symptômes cliniques sont utilisées afin d'atténuer la souffrance des chats.  

b. Vaccin  

Actuellement, un seul vaccin commercial, Primucell FIP de Pfizer, est disponible pour aider à 

protéger les chats contre les infections par le FIPV et le FeCoV (Christianson et al. 1989). Il 

s'agit d'un mutant MLV, thermosensible, produit grâce à l'atténuation de l'isolat virulent original 

de la souche FIPV-DF2 (virus P2) par passage successif dans des cultures cellulaires à basse 

température. Le mutant thermosensible se multiplie à faible température (celle de l’appareil 

respiratoire supérieur). Primucell FIP est autorisé pour une administration intranasale, avec 

deux doses administrées à 3-4 semaines d'intervalle chez les chats âgés d'au moins 4 mois. Une 

revaccination annuelle est recommandée par le fabricant. Ce vaccin stimule les titres d'anticorps 

locaux IgA et VN dans le sérum (Gerber et al. 1990; Gerber 1995). 

Si le vaccin est considéré comme sûr, puisqu’il ne provoque ni PIF, ni aggravation des 

symptômes par l'intermédiaire d'une augmentation du taux d'anticorps, son efficacité, elle, est 

contestée. En effet, il est inefficace sur des chats déjà séropositifs et comme la prévalence de la 

maladie est très élevée son champ d’action est très restreint. De plus, l'inconvénient majeur 

reste que la plupart des chats vaccinés deviennent séropositifs au FeCoV, ce qui empêche tout 

contrôle ultérieur de l’évolution de la prévalence de la maladie.  

Le vaccin n’est pas encore disponible en France même si les risques de la vaccination avec 

Primucell FIP semblent être minimes. La nature grave, généralement mortelle, de la PIF impose 

la nécessité d'un vaccin sûr et efficace, d'autant plus qu'il n'existe aucun traitement homologué 

efficace pour cette maladie. (D. Fehr et al. 1995; Hoskins, Taylor, et Lomax 1995).  

 

3. Coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévère 2 (SARS-Cov-2) 

I. Histoire du virus  

Le coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévère (SARS‐CoV‐2) est apparu fin 2019 à 

Wuhan en Chine (Zhu et al. 2020), et est l’agent causal de la COVID‐19, une maladie qui, chez 

une proportion de patients, est associée à une pneumonie grave entraînant une détresse 

respiratoire et dans de nombreux cas, la mort.  
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L’hypothèse d’une origine animale reste la plus probable bien que les origines de l’émergence 

du SARS-CoV-2 n’ont toujours pas étés clairement élucidées. Le principal argument pour cela 

est la présence, dans la même région, de la chauve-souris fer à cheval porteuse d’une souche 

nommée RaTG13, proche génétiquement à 96.2 % du SARS-CoV-2. La souche a été isolée en 

2013 dans une grotte du Yunnan en Chine (Zhou et al. 2020). Due au contexte agroalimentaire 

et sanitaire (peste porcine africaine ayant provoquée une pénurie de viande de porc) les 

consommateurs se sont tournés vers des animaux exotiques d’élevage ce qui aurait pu mettre le 

patient zéro en contact avec le SARS-COV-2. Cette hypothèse a été renforcée par des travaux 

de 2022 qui ont retracé l’émergence du virus. En mettant en évidence que le marché de Huanan 

et son commerce d’animaux sauvages a été l'épicentre de la pandémie de COVID-19 (Worobey 

et al. 2022). 

Le virus est isolé pour la première fois le 07 janvier 2020 et sa séquence génétique est rendue 

publique par les autorités chinoises 5 jours plus tard. Le premier décès a été déclaré début 

janvier 2020 puis des cas ont commencé à apparaître dans les quelques jours suivants dans des 

pays voisins de la Chine. Fin janvier, le virus avait gagné l’Europe, l’Océanie, l’Amérique du 

Nord. S’en est suivi le nord de l’Afrique à la mi-février. A la suite de cela, l’OMS déclare que 

la COVID-19 est considérée comme une pandémie le 11 mars 2020. Après la Chine, c’est au 

tour de l’Europe de devenir l’épicentre de l’épidémie suivie très rapidement par les Etats-Unis 

et l’Amérique latine. 

 
II. Ecologie du virus  

a. Transmission et épidémiologie 

Le mode de transmission reconnu du SARS-CoV-2 à ce jour est par voie aérienne. C’est-à-dire 

par le bien des excrétions d’une personne infectée soit par la salive et sécrétions respiratoires 

(toux, éternuements) soit par des gouttelettes respiratoires (Harrison, Lin, et Wang 2020).  La 

transmission verticale n’est, à ce jour, toujours pas confirmée, cependant plusieurs cas de 

transmission post-natale ont été rapportés (Huijun Chen et al. 2020; Qiao 2020; Fenizia et al. 

2020). De plus, quelques cas d’animaux atteints par le SARS-CoV-2 ont été recensés, animaux 

de compagnie (chien et chat), grands félins, rongeurs, gorilles, visons, ce qui permet d’affirmer 

que le SARS-COV-2 n’est pas un pathogène exclusif de l’Homme. 
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Actuellement, le SARS‐CoV‐2 s'est propagé dans le monde entier avec plus de 540 millions 

d’individus infectés et a provoqué plus de 6.3 millions de décès. (Korber et al. 2020; Dong, Du, 

et Gardner 2020; SPF 2022b). 

Au cours de la pandémie et à travers le monde, des mutations génétiques de la protéine Spike 

sont associées à l’apparition de variants. Un variant européen avec la mutation D  G en 

position 614 de la protéine Spike, qui présente une augmentation de titre viral in vitro et in vivo, 

une augmentation de la charge virale, s'est rapidement dispersée dans le monde et est devenue 

la souche pandémique la plus répandue et la plus dominante (Korber et al. 2020). Plus tard, en 

2020, d'autres variants ont été détectés au Danemark (Oude Munnink et al. 2021), dans le sud-

est de l'Angleterre (Wise 2020), au Brésil (Voloch et al. 2021) et en Afrique du Sud (Tegally et 

al. 2021). Depuis fin 2021, la dynamique de la pandémie a permis l’émergence de plusieurs 

variants, plus ou moins virulents. Ces variants ont également subi des mutations donnant 

naissance à plusieurs sous-lignages pour chacun d’entre eux, provoquant de manière récurrente 

de nouvelles vagues qui constituent un véritable problème de santé publique. 

Afin de contrôler la progression des variants et détecter l’émergence de nouveaux, une 

surveillance a été mise en place permettant de détecter les mutations et cartographier les types 

de virus en circulation. Les indicateurs sont produits par Santé publique France (SPF) à partir 

des données issues de SIDEP (criblage des mutations d’intérêt) et du consortium 

EMERGEN (séquençage complet du génome viral), coordonné par SPF et l’ANRS-Maladies 

Infectieuses Emergentes. (Extrait de : (« Coronavirus : chiffres clés et évolution de la COVID-

19 en France et dans le Monde » s. d.) Grâce au site SPF, il est possible de visualiser les données 

hebdomadaires de la situation des variants préoccupants (VOC) dominants en France. 

Egalement en parallèle, une étude hebdomadaire menée par SPF permet de suivre l’émergence 

de sous lignage au sein de ces VOC (« Coronavirus : circulation des variants du SARS-CoV-

2 » s. d.). Les données mondiales, quant à elles, sont répertoriées sur le site de Nextstrain 

(Figure 5).  
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Figure 5 : Instantané en date du 25/08/2022 de l’épidémiologie génomique du SARS-CoV-2 avec les 
sous-lignages à l'échelle mondiale depuis décembre 2019, d’après nextstrain.org. 

 

III.Traitement et prévention  

a. Traitement  

A ce jour, les molécules ciblant les virus à tropisme respiratoire concernent seulement le virus 

de la grippe et le virus respiratoire syncytial (VRS), et il n’existe pas de médicament approuvé 

et homologué contre la famille des Coronaviridae, qui comportent des virus hautement 

pathogènes tels que le MERSCoV, le SARS-CoV et depuis peu le SARS-CoV-2. Diverses 

plateformes ont été développées pour aboutir à un vaccin contre la COVID-19. (Conforti et al. 

2020). 

La Covid-19 étant majoritairement asymptomatique, les personnes infectées ne nécessitent pas 

de traitement particulier (si présence de symptômes, traitements au cas par cas). En revanche, 

pour les individus présentant des comorbidités ou des facteurs de risques pouvant conduire à 

des formes graves, la recherche de traitement préventif et/ou curatif est un enjeu majeur de santé 

publique.  
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Sommairement, voici quelques stratégies antivirales explorées :  

- Anticorps : consiste à empêcher la première étape du cycle infectieux viral (interactions 

protéine Spike – récepteur cellulaire) grâce à des anticorps polyclonaux ou 

monoclonaux. 

 Plasma de convalescents (PC) : l’utilisation d’anticorps polyclonaux de PC 

permet d’offrir un traitement aux individus vulnérables en attendant l’apparition 

de vaccins et traitements spécifiques homologués. (Brown et McCullough 2020) 

 Anticorps monoclonaux (AcM) : anticorps synthétisés par une même lignée de 

lymphocytes B et reconnaissant le même épitope d’un antigène, après avoir été 

isolés chez un patient guéri ils sont en général modifiés pour augmenter leur 

demi-vie. Suite à l’émergence d’Omicron BA.1 la plupart des anticorps 

thérapeutiques ont perdu leur activité neutralisante (Touret et al., 2022). Seul 

reste utilisé une association d’AcM à savoir : le cocktail Evusheld (composé des 

anticorps Tixagevimab et Cilgavimab), et une mono thérapie avec l’anticorps 

Vir-7831 appelé Sotrovimab. (Gupta et al. 2021; Fitzsimmons 2022) 

- Molécules antivirales : vise à bloquer ou à interférer avec un moment précis du cycle de 

réplication viral. 

 Inhibiteur de protéases : empêche les protéases de cliver les pp1A et pp1B ne 

permettant pas la maturation des 16 nsp. Ces molécules ont montré une activité 

contre le SARS-CoV-2 in vitro. Des études complémentaires in vivo ont été 

menées avec le Paxlovid développé par Pfizer Inc qui ont montré une réduction 

du risque d'hospitalisation ou de décès de 89% (Wen et al., s. d.). Le paxlovid 

est, à l’heure actuelle, utilisé en combinaison avec le Ritonavir chez les patients 

à risques de développer des formes graves. 

 Inhibiteur de RdRp : permet d’inhiber la réplication du matériel génétique viral. 

Aucune des molécules de cette catégorie n’a été pour le moment approuvée, 

mais des études de phase II et III sont en cours pour deux d’entre elles (AT-527 

et   le Molnupiravir) (Hoffmann-La Roche 2022; Ridgeback Biotherapeutics, LP 

2022).  
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b. Vaccin  

Comme l’indique la figure 6, plusieurs plateformes ont été développées pour obtenir rapidement 

un vaccin contre la Covid-19. A la suite de cette mobilisation six principaux genres de vaccins 

ont vu le jour :  

- ARN messager : consiste à injecter un ARNm comprenant l’ORF de l’antigène cible 

coiffé en 5’ et polyadénylée en 3’. Pour les deux vaccins disponibles en France, l’ARNm 

permet l’expression de la protéine Spike, bloquée dans la conformation de pré-fusion, 

pour imiter plus fidèlement le virus avec lequel les anticorps neutralisants générés 

doivent interagir (Walsh et al. 2020). A l’heure actuelle, deux vaccins ARNm sont sur 

le marché, le vaccin de Cominraty, Pfizer/BioNtechqui utilise l’ARNm BNT162b2 et 

celui de Spikevax, Moderna qui utilise ARNm 1273 (Polack et al. 2020; Baden et al. 

2021). Une nouvelle stratégie a été mise en place pour les rappels, le vaccin a été modifié 

pour contenir, en plus de celui de la Spike original, l’ARNm d’un variant circulant 

(autorisé aux USA depuis le 31/08/22 et en France depuis le 20/09/2022) 

(Commissioner FDA 2022; Haute autorité de sante (HAS) s. d.). 

- Virus vivant-atténué ou inactivé : en détruisant la capacité du virus à se reproduire, mais 

en maintenant la structure antigénique normale du virus, cela permet de déclencher la 

réponse immunitaire (Stauffer, El-Bacha, et Da Poian 2006). Le vaccin Coronavac de 

Sinovac Research and Development Co. est un vaccin viral entier, inactivé qui est passé 

en étude phase III après que les études de phase I et II aient montré son efficacité (Z. 

Wu et al. 2021). D’autres vaccins inactivés sont en cours d’étude de phase II ou III. 

- Vecteur ADN : consiste à injecter des fragments d’ADN viral par le biais de plasmides. 

A ce jour une seule étude a été menée chez l’Homme  (Bangari et Mittal 2006). Elle a 

évalué l’efficacité et la tolérance du vaccin INO-4800 (Tebas et al. 2021). Ce candidat 

vaccin a passé la phase II (Mammen et al. 2021) et est en cours d’évaluation  pour la 

phase III mais les conclusions de cette étude ne sont pas encore disponibles. D’autres 

vaccins utilisant cette technologie sont en développement. 

- A base d’antigène : utilise des protéines synthétiques, ici la protéine Spike recombinante 

obtenue en culture cellulaire. Le vaccin dont le développement est le plus avancé à ce 

jour est le vaccin NVX-CoV2373 de Novavax mais d’autres vaccins sont toujours en 

développement.  
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- A vecteur viral non réplicatif : consiste a utilisé un virus vecteur génétiquement modifié 

(adénovirus (AdV)) pour faire synthétiser par les cellules un antigène d’intérêt. Les 

vaccins à ce jour commercialisés sont :  

 VAXZEVRIA d’Astra Zeneca-University of Oxford : basé sur un adénovirus 

de chimpanzé qui contient la séquence de la protéine Spike du SARS-CoV-2 

 Janssen COVID-19 de Janssen : basé sur un adénovirus humain code la 

protéine Spike du SARS-CoV-2. 

 GamCOVID-Vac/SPNUTIK V de Gamaleya Research Institute- Health 

Ministry of the Russian Federation : basé sur deux adénovirus humains 

différents (HAdV-26 pour la 1ere dose et HAdV-5 pour la 2nde dose) codant 

pour la protéine Spike. (Q. Wu et al. 2021) 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique du développement des vaccins contre la Covid-19. A) Vue 
d'ensemble du développement du vaccin COVID-19. B) Pourcentage de plateformes (catégories) 
utilisées dans les études de développement de vaccins. Extrait de : (Jadaan et Khan 2022). 
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 Arterivirus  

1. Généralités  

a. Classification 

Les Arterivirus appartiennent à la famille des Arteriviridae qui fait également partie de l’ordre 

des Nidovirales et sont composés des virus de l'artérite équine (EAV), de l'élévation de la lactate 

déshydrogénase (LDV), de la fièvre hémorragique simienne (MVM) et du syndrome 

respiratoire et reproducteur porcin (PRRSV) (Figure 1) (Meulenberg et al. 1993; Lefkowitz et 

al. 2018).  

Les Arterivirus et les Coronavirus ont des caractéristiques communes importantes au niveau de 

l'organisation de leur génome ainsi que de son expression. Malgré ces similitudes globales, les 

génomes des Artérivirus sont sensiblement plus petits et la taille, la structure et la composition 

de leurs virions ne ressemblent pas à celles des autres membres de l'ordre des Nidovirales 

(Cavanagh 1997; Yu et al. 2006; Jaiswal et Saxena 2020).  

Il a été montré une forte variation génétique, avec des taux élevés de mutation et une 

diversification des lignées causés par  l’absence d’activité correctrice  de la polymérase virale  

(R. Forsberg et al. 2001; Roald Forsberg 2005; Zimmerman et al. 2012). 

Concernant le PRRSV, il a été classé en 2 génotypes après les analyses phylogénétiques 

réalisées sur la glycoprotéine 5 à la surface du virus (Delisle et al. 2012) :  

- Génotype I (anciennement appelé Européen) qui comprend le prototype Lelystad. 

- Génotype II (anciennement appelé Nord-Américain) qui comprend la souche de 

référence québécoise IAF-Klop et la souche de référence nord-américaine ATCC VR-

2332. 

La circulation du PRRSV est aujourd’hui bien définie. Le PRRSV de type I circule 

principalement en Europe, quant au type II, il est principalement retrouvé en Amérique du nord 

et en Asie (Shi et al. 2013). Néanmoins, le pouvoir hautement mutagène du virus nécessite de 

mettre à jour régulièrement ce système de classification (Larochelle, D’Allaire, et Magar 2003; 

Cha, Chang, et Yoon 2004; Lambert et al. 2019). 
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b. Génome  

Les Arterivirus possèdent un génome compris entre 12,7 et 15,7 kb et un ARN simple brin à 

polarité positive. Ils possèdent deux grands cadres de lecture ouverts : les ORF 1a et 1b qui 

représentent 75 % du génome viral et codent les 12 protéines non structurales.  

Les protéines non structurales, obtenues à partir des précurseurs polyprotéiques pp1a et pp1ab, 

présentent des activités enzymatiques de type réplicase, protéase et polymérase nécessaires à la 

réplication virale.  

Les ORF 2 à 7 codent, quant à elle, les 6 ARNm sg qui expriment les 7 protéines structurales. 

Elles sont composées de trois protéines d'enveloppe mineures : GP2a, GP3 et GP4. L'expression 

de l'ORF5, ORF6 et ORF7 permet de coder respectivement trois protéines structurelles 

majeures : la glycoprotéine d'enveloppe (E) GP5, la protéine membranaire (M) et la 

nucléocapside (N) (W. H. Wu et al. 2001). La GP5 forme avec la protéine M un hétérodimère 

(Mardassi, Massie, et Dea 1996) indispensable pour la formation des particules et pour 

l'infectivité virale, tandis que les protéines mineures GP2a, GP3 et GP4 ne sont essentielles qu'à 

initier l’infection virale (Wissink et al. 2005). La protéine N est hautement immunogène et est 

utilisée lors des diagnostics du PRRSV (Dea et al. 2000). La protéine N est retrouvée à la fois 

dans le cytoplasme (assemblage de particules virales) et dans le noyau où elle joue un rôle 

important en s’opposant à la fonction des gènes cellulaires. (Lunney, Benfield, et Rowland 

2010). (Figure 7)  

 

Figure 7 : Structure génomique du PRRSV. (Laboratorios Hipra 2018)   
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c. Structure 

Les Arterivirus ont un diamètre compris entre 25 et 55 nm. La structure de leur capside possède 

une forme sphérique avec une structure hélicoïdale (Spilman et al. 2009).  

L'enveloppe est composée d'une bicouche lipidique, elle porte deux protéines majeures, la 

protéine membranaire M et la protéine d'enveloppe GP5, ainsi que trois autres protéines 

mineures, les protéines GP2, GP3 et GP4.  

La protéine M possède trois domaines transmembranaires et expose à la surface du virion une 

extrémité N-terminale de 16aa. Sa structure est semblable à celle de la protéine M des 

coronavirus. Elle forme, par un pont disulfure, un hétérodimère avec la protéine GP5.  

La GP2 est intégrée dans la membrane de la particule virale sous forme monomérique 

(Meulenberg et Petersen-den Besten 1996). Bien que la présence de la GP3 dans le virion soit 

confirmée par différentes études (Drew et al. 1995; van Nieuwstadt et al. 1996; Wieczorek-

Krohmer et al. 1996), sa localisation précise et son rôle ne sont pas encore clairement 

déterminés.  

De plus, la GP4 pouvant être la cible d'anticorps monoclonaux neutralisant le virus in vitro sa 

localisation doit être membranaire. Elle aurait un rôle dans l'attachement, l'endocytose ou la 

libération du génome du virus dans le cytoplasme cellulaire (Mardassi et al. 1998). (Figure 8) 

 
Figure 8 : Représentation schématique d’une particule virale d’un Artérivirus (Laboratorios Hipra 
2018). 
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d. Cycle de réplication  

Les Arterivirus sont caractérisés par une spécificité d’espèce très importante. Par exemple, le 

PRRSV a pour spécificité d’hôte les suidés qui sont les seuls sensibles à l'infection. Les cellules 

sensibles à l'infection sont des dérivées de la lignée myéloïde monocytaire (monocyte circulant, 

macrophage tissulaires et cellules dendritiques). Après interaction avec le récepteur 

membranaire de la cellule hôte cible, le virus est internalisé dans la cellule par un mécanisme 

d'endocytose médiée par la clathrine (Kreutz et Ackermann 1996). La fusion de l'enveloppe 

virale avec la membrane de la vésicule d'endocytose se fait à un pH compris entre 5 et 6.2 

(Scott, Vacca, et Gruenberg 2014). La capside virale est alors libérée dans le cytoplasme puis 

la décapsidation déclenche le commencement de la traduction de l'ARN génomique.  

La réplication et la formation des ARNmsg reposent sur la formation de brins complémentaires 

de polarité négative. Il existe deux voies de synthèse pour les ARNmsg, soit par le saut de la 

séquence leader à partir d'un ARN génomique de polarité négative, soit par un ARNmsg positif. 

Par la suite, les ARNm négatifs synthétisés sont transcrits en ARNm positifs. Les ARNm sg 

permettent l’expression des protéines structurales. La réplication a lieu dans des usines virales 

ce qui permet une meilleure efficacité. Les nouveaux génomes sont assemblés et l’ARN 

génomique est encapsidé. Les capsides pleines acquièrent leur membrane par bourgeonnement 

à la membrane du REL ou de l'appareil de Golgi (Mardassi, Massie, et Dea 1996). Enfin, la 

libération du virus s'effectue par exocytose. (Figure 9) 
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Figure 9 : Le cycle de réplication des Arterivirus. (Ma et al. 2021) 

 

2. Virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin (PRRSV) 

I. Histoire du virus  

C’est à la fin des années 1980, aux USA, que des vétérinaires ont mis en évidence dans des 

troupeaux de porcs américains, de graves troubles de reproduction chez les truies en fin de 

gestation avec une augmentation du nombre de porcs mort-nés, une pneumonie grave chez les 

porcs nouveau-nés et en pouponnière, un ralentissement de la croissance et une augmentation 

de la mortalité (Wesley et al. 1990; Loula 1991). Des cas similaires ont été parallèlement décrits 

en Allemagne en 1990 et se sont rapidement propagés à d'autres pays d'Europe les années 

suivantes.  



30 
 

L’agent causal de cette maladie est resté inconnu durant plusieurs années malgré le nombre de 

cas rapportés présentant les mêmes symptômes. C’est pour cela que la maladie fut dans un 

premier temps appelée « maladie porcine mystérieuse » aux États-Unis et « avortement 

épidémique porcin et syndrome respiratoire » ou « maladie du porc à oreilles bleues » en 

Europe. Ce dernier nom fait référence à la cyanose des oreilles des porcs atteints de la 

maladie. Une fois l'étiologie de cette maladie « mystérieuse » établie, le nom « swine infertility 

and respiratory syndrome » (SIRS) a été suggéré par des chercheurs nord-américains tandis que 

les Européens l’appelaient le « syndrome reproducteur et respiratoire porcin » (PRRS). Ce 

dernier est maintenant le nom adopté unanimement pour cette maladie. 

C’est en 1991 que  des chercheurs de l'Institut Vétérinaire Central de Lelystad aux Pays-Bas 

ont caractérisé pour la première fois l’agent causal de cette maladie comme étant un virus à 

ARN enveloppé (Wensvoort et al. 1991; Terpstra, Wensvoort, et Pol 1991). Un virus similaire 

a été isolé au même moment aux États-Unis (Collins et al. 1992; Benfield et al. 1992) et un an 

plus tard au Canada (Dea et al. 1992).  

La comparaison des séquences du virus isolé à Lelystad, désigné comme PRRSV de type I, et 

des isolats de virus nord-américains, appelés PRRSV de type II, a indiqué que ces virus 

partageaient des séquences similaires à celles de la famille des Arteriviridae, du 

genre Arterivirus et de l'ordre des Nidovirales. Ce qui a abouti à leur classification dans cette 

famille.  

II.Ecologie du virus  

a. Transmission et épidémiologie 

Les porcs peuvent être infectés soit par contact direct, soit indirectement par l'intermédiaire de 

fomites. L'infection au PRRSV peut se faire par voie respiratoire, percutanée ou par les 

muqueuses. Le virus peut se propager par des lésions cutanées telles que des morsures, des 

coupures ou des éraflures, ainsi que par des pratiques d'élevage telles que l'encochement des 

oreilles, la coupe de la queue ou les injections (vaccins). La transmission verticale existe et est 

importante au cours du dernier trimestre de la gestation. (Pileri et Mateu 2016). 

L'endémicité du PRRSV dans un élevage est due à une infection prolongée chez les animaux 

porteurs (plus de 200 jours) et à la présence continue d'animaux sensibles (généralement des 

porcelets allaités). De plus, la proximité des troupeaux infectés est reconnue comme un facteur 
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de risque. Le risque augmente avec la densité des troupeaux voisins positifs au PRRSV. 

(Zimmerman et al. 2012).  

Les fomites (vecteurs passifs, ex : vêtements des éleveurs) et les vecteurs mécaniques (vecteurs 

qui transmettent le virus sans que celui-ci se réplique à l’intérieur de son corps, ex : les 

mouches) sont également impliqués dans la transmission du PRRSV. Des études 

expérimentales ont montré que les mouches domestiques et les moustiques pouvaient 

transmettre le virus, mais leur rôle a aussi été jugé comme négligeable. (Dee et al., s. d.; Otake 

et al. 2002) (Figure 10)  

 

Figure 10 : Distribution mondiale du PRRSV et transmission intercontinentale hypothétique (Ko et al. 
2015) 

Le PRRS est aujourd’hui devenu la maladie porcine la plus répandue dans le monde, causant 

des pertes économiques très importante (plusieurs milliards de dollars par an). Aux Etats-Unis, 

les pertes annuelles sont estimées à plus d’un demi-milliard de dollars (Neumann et al. 2005; 

Holtkamp 2013). (Figure 11) 

C’est en 2006, en Chine, que l’émergence d’une souche hautement pathogène (HP-PRRSV) a 

fait son apparition. Cette souche qui appartient au PRRSV de type II, présente une délétion 

discontinue unique de 30 acides aminés sur sa protéine nsp2 rendant la souche plus virulente. 

Les porcs infectés par HP-PRRSV ont des températures corporelles plus élevées, atteignant 40 
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à 42°C, et les porcs, atteints à tout âge, présentent une morbidité et une mortalité 

significativement plus élevées qu’avec la souche PRRSV (Tian et al. 2007). Il semble que 

l’importation et l’exportation des animaux d’élevage contribuent à l’augmentation de la 

circulation virale mais qu’également les souches vaccinales recombinent avec les souches 

sauvages. Ces deux facteurs seraient à l’origine de l’émergence de nouvelles souches HP-

PRRSV. Ces nouvelles souches se sont rapidement répandues dans le monde en conservant un 

pouvoir pathogène très important. Cela met souligne la nature mutagène de ce pathogène et le 

danger pour l’industrie agroalimentaire. 

 
Figure 11 : Conséquences économiques du PRRSV dans l’industrie porcine (Laboratorios Hipra 2018).  

 

III.Traitement et prévention  

a. Traitement  

Il n’existe aujourd’hui aucun traitement homologué et donné en systématique pour le PRRS. 

Les symptômes sont traités individuellement. Toutefois beaucoup de molécules (antiviraux et 

antibiotiques principalement) ont été testées et plusieurs études mettent en évidence l’efficacité 

de certaines d’entre elles in vitro. Egalement, des études complémentaires in vivo devront être 

effectuées avant de pouvoir les utiliser sur le terrain  (Cafruny et al. 2008; Du et al. 2017; Pathak 

et al. 2022).  
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b. Vaccin  

Le premier vaccin vivant modifié contre le PRRSV, RespPRRS ® (plus tard 

RespPRRS ® Repro et maintenant Ingelvac ® PRRS MLV), a été lancé en novembre 1994 par 

Boerhringer Ingelheim Animal Health. Depuis la commercialisation de ce vaccin, un certain 

nombre d'autres vaccins à virus vivants et inactivés modifiés ont été développés (William L. 

Mengeling et al. 2003). 

À l'heure actuelle, il y a une trentaine de vaccins différents dans le commerce, mais un grand 

nombre d'entre eux ne sont disponibles que dans leur pays de fabrication. L’essentiel de ces 

vaccins sont des MLV (virus vivant modifié) ou des IV (virus inactivé) du PRRSV génotype I 

ou II (Charoenchanikran et al. 2016; Kristensen et al. 2018; Madapong et al. 2021). Il existe 

des exceptions pour les vaccins basés sur des lignées du PRRSV2, mais les MLV sont les 

vaccins les plus développés actuellement (Ouyang et al. 2016; Madapong, Saeng-Chuto, 

Chaikhumwang, et al. 2020; Madapong, Saeng-Chuto, Boonsoongnern, et al. 2020). 

Malheureusement, les vaccins existants sont d'une efficacité insatisfaisante, car ils n’assurent 

pas une protection complète et/ou universelle. En général, les vaccins commerciaux offrent une 

bonne protection virologique et clinique contre une infection par une souche génétiquement 

homologue, mais pour les souches hétérologues, l’efficacité est très variable (Meng 2000; Leng 

et al. 2012; Guo et al. 2018). Nous pouvons mettre en parallèle les problèmes rencontrés lors 

de la vaccination contre le PIFV. Le vaccin de Pfizer (Primucell FIP®) montre une efficacité 

d’environ 80% (controversée) uniquement contre les souches virulentes homologues au vaccin 

(F. W. Scott, Corapi, et Olsen 1995; F. W. Scott, Olsen, et Corapi 1995; McReynolds et Macy 

1997).  De plus les chats doivent obligatoirement être naïve de la maladie au risque de 

développer une sensibilité (« antibody‐dependant enhancement ») et mourir plus rapidement 

(F. W. Scott, Corapi, et Olsen 1995; Daniela Fehr et al. 1997). Toutefois il est relativement 

difficile de transposer ces cas à l’Homme, tout d’abord car les vaccins contre les coronavirus 

humains sont très récents, ensuite car ces vaccins sont soit des vaccins à ARNm soit avec des 

vecteurs à adénovirus (dans les deux cas permettant uniquement la fabrication de la protéine 

Spike). Néanmoins, l’efficacité croisée des vaccins contre le SARS-CoV-2 est mise-à-mal par 

l’apparition continuelle de nouveaux variants. La revue (Simon-Loriere et Schwartz 2022) 

soulève la question de l’émergence de nouveaux sérotypes de SARS-CoV-2 qui renderait, à 

terme, les vaccins inefficaces.  
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Il est obligatoire de faire attention à la vaccination massive avec des vaccins vivants atténués 

en raison de l’accroissement des divergences génétiques. En effet, il a été montré une possibilité 

de réversion d’une souche atténuée vers une souche virulente (Nielsen et al. 1997; W. L. 

Mengeling et al. 1999). Et enfin, le plus alarmant reste les recombinaisons hétérologues 

possibles entre les souches vaccinales et les souches sauvages entraînant 

l’apparition/réapparition de souche HP-PRRSV (Eclercy et al. 2021). En effet l'épidémie de 

HP-PRRSV de 2006 en Chine s'inscrit dans le contexte de la vaccination avec CH-1a et 

Ingelvac PRRS MLV (An et al. 2010). 

En conséquence, les vétérinaires et les éleveurs deviennent plus prudents et réévaluent leurs 

stratégies vaccinales. Certains éleveurs tentent de réduire ou d'arrêter la vaccination contre le 

PRRSV en essayant de prendre d'autres mesures globales de prévention, d’hygiène et sécurité 

afin de contrôler la maladie. 

 

 Flavivirus 

1. Généralités  

a. Classification 

La famille des Flaviviridae, de l’ordre des Amarillovirales, regroupe quatre genres : les 

Hepacivirus, les Pestivirus, les Pegivirus et les Flavivirus (Hayasaka et al. 2001). En 2018, 

l’International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) a créé un nouveau domaine nommé 

Riboviria, regroupant un grand nombre de virus ARN, dont les Flaviviridae.  

Flavivirus est le seul genre des Flaviviridae à comprendre des arbovirus. Ce genre est composé 

d’environ 70 virus dont certains sont responsables de pathologie chez l’Homme.  

Ce genre se décompose en 4 groupes de virus : ceux transmis par les moustiques, les tiques, les 

sans vecteur connu et certains virus atypiques (Calisher et Gould 2003).  

Le premier groupe, composé des virus transmis par les moustiques, se nomme « mosquito-

borne flaviviruses ». Il est organisé en deux sous-groupes, en fonction de l’espèce du moustique 

vecteur.  

Le groupe des « tick-borne flaviviruses », les virus transmis par les tiques, est organisé en deux 

sous-groupes en fonction de l’hôte. Le premier sous-groupe est nommé « seabird tick-borne 

flaviviruses », puisqu’il est associé aux oiseaux marins, les virus de ce groupe ne sont pas 

pathogènes chez l’Homme (Gritsun, Nuttall, et Gould 2003). Le second sous-groupe est appelé 



35 
 

« mammalian tick-borne flaviviruses » et est associé aux mammifères. Le sérocomplexe « tick-

borne encephalitis » fait partie de ce groupe, on y retrouve les virus responsables d’encéphalites, 

dont le TBEV, et des fièvres hémorragiques.   

Le TBEV est constitué de 3 sous-types, nommés selon leur répartition géographique : le sous-

type « Far-Eastern » comprenant les souches Sofjin et Oshima, le sous-type « Siberian » 

comprenant les souches Vasilchenko et Aina, et le sous-type « Western European » comprenant 

les souches Neudoerfl, Hypr et Kumlinge  (Gritsun, Nuttall, et Gould 2003).La classification 

des sous-types du TBEV est en permanente évolution. Récemment, deux lignés ont été ajoutées 

comme nouveaux sous-types. La lignée « 178–79 » qui est composée d’un seul virus et la lignée 

« 886–84 » (« Baikalian ») qui comprend 13 souches. (Dai et al. 2018; Ruzek et al. 2019; 

Radzišauskienė et al. 2020).  

Quatorze virus considérés aujourd’hui comme non vectorisés composent le troisième groupe 

qui est celui des « no-known vector flaviviruses ». Il est aussi organisé en deux sous-groupes, 

mais selon l’hôte.  

Le quatrième groupe regroupe des virus isolés uniquement chez l’insecte, principalement le 

moustique, et dont aucun hôte vertébré n’a été identifié à ce jour. 

 

b. Génome  

Les Flavivirus possèdent un génome à ARN monocaténaire de polarité positive d’environ 11kb. 

Ce génome contient un seul cadre de lecture ouvert et code une seule polyprotéine d’environ 

3400aa (UniProt : Q01299, P14336 et P07720) qui est transformée de manière co- et post-

transcriptionnelle en trois protéines structurales. La protéine de la capside (C), de la membrane 

(prM/M) et de l’enveloppe (E) et sept protéines non structurelles (nsp) (NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B et NS5) (Lindenbach et al. 2013; Gritsun, Lashkevich, et Gould 2003).  

La protéine C est une protéine de haute densité chargée positivement, ces caractéristiques jouent 

un rôle dans son affinité pour l’ARN et l’ADN (Tan, Fibriansah, et Lok 2020). Elle est 

composée de quatre hélices α reliées par de courtes boucles. L'hélice α3 permet la formation de 

dimère de protéine C (Sirohi et Kuhn 2017). Ses rôles sont multiples, elle détermine l'infectivité 

du virus, protège le génome viral et participe à la formation de l'enveloppe. Elle permet aussi 

le maintien de la structure spatiale de la protéine E. (Schrauf et al. 2009; Xingcui Zhang et al. 

2017).  La découverte de la présence de la protéine C dans le noyau des cellules signifie qu’elle 
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pourrait aider à la médiation du transfert des antigènes du cytoplasme au noyau (Oliveira et al. 

2017).  

Au cours de sa maturation, la protéine E est glycosylée sur trois sites d'acides aminés (Asn130, 

Asn175 et Asn207). Elle contient deux hélices transmembranaires facilitant ainsi la liaison du 

virus à la cellule hôte (Perera-Lecoin et al. 2014). Elle possède trois domaines DI, DII et DIII 

constitués de feuillet béta et d’un domaine transmembranaire. Le domaine DI joue un rôle 

essentiel dans la stabilisation des protéines et permet de relier entre eux DII et DIII.  Le domaine 

DII participe à la fusion membranaire et le domaine DIII est le domaine putatif de liaison au 

récepteur de la protéine E. 

L'extrémité 5' possède une coiffe utilisée pour la traduction cellulaire. L'extrémité 3' n'est pas 

polyadénylée mais forme une structure en boucle. Cette structure secondaire conduit à la 

formation d'un ARNsg par dégradation de l'ARN génomique (Zhao et al. 2021) (Figure 12).  

 

Figure 12 : Structure du génome du TBEV (Lindenbach et al. 2013) 

 

c. Structure 

Les Flavivirus sont des virus sphériques d’environ 50 nm. Leur nucléocapside icosaédrique fait 

environ 30nm et est entourée d’une enveloppe lipidique issue du réticulum endoplasmique de 

la cellule hôte (Füzik et al. 2018). 

Ils subissent une maturation durant leur cycle de réplication. En effet, les cellules infectées 

produisent au moins trois types de particules : des particules immatures non infectieuses, des 

particules partiellement matures et des particules infectieuses matures. La présence de ces trois 

stades protéiques est observée chez la majorité des virus et son processus de maturation sera 

décrit dans la partie « cycle de réplication » (Figure 13A) (Smith et al. 1970; Lindenbach et al. 
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2013; Sirohi et Kuhn 2017; Füzik et al. 2018). Le virion est constitué d'une nucléocapside 

entourée d'une membrane dans laquelle les protéines de E et M sont intégrées (Figure 13B). Les 

domaines transmembranaires des protéines E et M déforment l'enveloppe lipidique en la 

rendant rugueuse. La nucléocapside est formée de la protéine de la capside et l’ARN viral 

(Füzik et al. 2018; Pulkkinen, Butcher, et Anastasina 2018). 

 

Figure 13 : Structure du virion de Flavivirus. 
(A) Cryo-micrographie électronique de particules de Flavivirus purifiées à partir de cellules infectées. 

Pointes de flèches noires = particules matures lisses, flèches blanches = particules immatures, pointes 

de flèches blanches = partiellement matures et flèches noires = particules endommagées.  L’échelle = 

100 nm. (B) Représentation schématique du virion (Pulkkinen, Butcher, et Anastasina 2018) 
 

d. Cycle de réplication 

L’entrée du virus dans la cellule hôte s’effectue par endocytose grâce à l’interaction entre les 

protéines d’enveloppe et les récepteurs cellulaires membranaires. Sous l’acidité des endosomes, 

les dimères de protéines E changent de conformation pour exposer un peptide de fusion. Grâce 

à ce peptide, la membrane du virus et de l’endosome fusionnent ce qui libère la nucléocapside 

dans le cytosol (Heinz et Allison 2003). Par un mécanisme encore non défini, la nucléocapside 

se désintègre pour libérer l’ARN génomique viral qui sera traduit en polyprotéine par la 

machinerie cellulaire de l’hôte. Cette polyprotéine s’intègre ensuite dans la membrane du RER 

de manière co-traductionnelle par le biais de domaines transmembranaires (Pulkkinen, Butcher, 

et Anastasina 2018; Stringfixer Flavivirus s. d.). Elle est ensuite clivée afin de produire les 

protéines structurales et non-structurales. Une protéase cellulaire clive les jonctions entre les 

protéines de structures contrairement aux jonctions entre les protéines non-structurales qui sont 

clivés par une protéase virale.  

En parallèle du clivage de la nucléocapside, un brin d’ARN génomique de polarité négative est 

répliqué par le complexe protéique NS5/NS3. Les protéines non structurales hautement 
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conservées, présentes dans les UTR 5’ et 3’, aident à la cyclisation et la synthèse de ce brin 

(Lindenbach et Rice 1997; Rastogi, Sharma, et Singh 2016). Ce brin sert de matrice pour la 

synthèse de plusieurs ARN de polarité positive : les ARN génomiques destinés à être encapsidés 

dans les nouvelles particules virales et les ARN de matrices nécessaires à la réplication. Les 

protéines NS5 et NS3 participent également à la coiffe de l’extrémité 5’ de l’ARN, tandis que 

la NS1 a un rôle important dans la sécrétion, la virulence et la réplication virale (Crabtree, 

Kinney, et Miller 2005; Somnuke et al. 2011; Rastogi, Sharma, et Singh 2016). 

Les génomes viraux nouvellement synthétisés dans le cytosol s’entourent de protéines de 

capside grâce à des interactions électrostatiques. Ces nucléocapsides acquièrent leur double 

couche lipidique par bourgeonnement en entrant dans le RER. Les virions passent alors par 

l’appareil de Golgi, et une fois dans le réseau trans-Golgi, et sous l’effet du pH, le précurseur 

prM change de conformation, exposant ainsi un site de clivage à la furine. Cette protéase clive 

le « pro peptide » de cette protéine permettant la libération de la forme mature de la protéine 

M. Les nouvelles particules virales matures sont alors secrétées par exocytose hors de la cellule 

hôte. Elles sont généralement accompagnées de particules subvirales non infectieuses 

dépourvues de nucléocapside (Figure 14).  
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Figure 14 : Cycle de réplication des Flavivirus. (Pierson et Diamond 2020) 

 

2. Virus de l'encéphalite à tique (TBEV) 

I.Histoire du virus  

 

Les premiers cas d’encéphalites à tiques ont été découverts au XVIIIème siècle par l’Eglise 

scandinave en Finlande, néanmoins, il faudra attendre 1931 pour que la première description 

clinique soit réalisée. C’est le docteur Hans Schneider qui fera le lien entre plusieurs cas de 

méningo-encéphalites saisonnières en Allemagne. C’est plus de vingt-cinq ans plus tard que le 

virus sera isolé pour la première fois dans cette région. (« Wehrmedizin » s. d.; Moritsch et 

Krausler 1957) 
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Bien que la maladie semble être apparue pour la première fois en Russie, en 1898. C’est en 

1939 que l’agent pathogène responsable sera isolé dans le pays (Chumakov et Seitlenok 1940). 

C’est à la même période que la tique Ixodes persulcatus sera identifiée comme étant le vecteur 

de la maladie et responsable de la transmission du virus aux mammifères.  Ce virus est donc un 

arbovirus c’est-à-dire un virus transmis par les arthropodes. La maladie est dans un premier 

temps nommée « Russian spring-summer encephalitis » (RSSE) et le virus « Russian spring-

summer encephalitis virus » (RSSEV) avant de devenir « Tick-borne encephalitis virus » 

(TBEV). 

En 1943, une nouvelle souche du virus est isolée en Biélorussie et est retrouvée chez une 

nouvelle espèce de tiques, Ixodes ricinus (Pogodina et al. 2004) .Ce virus sera nommé plus tard 

« Western tickborne encephalitis virus ». A partir de cette date, le virus sera isolé dans toute 

l’Europe de l’Est puis dans l’Europe du Nord et en Asie puis considéré endémique dans ces 

mêmes régions (Vaptsarov et al. 1954; Pattyn et Wyler 1955; Kmet et al. 1955; Draganescu 

1959; Mázló et Szántó 1978; Donoso Mantke, Karan, et Ruzek 2011).  

Le 5 juin 2020, au vu de l’augmentation permanente du nombre de cas, la France a placé le 

TBEV comme maladie à déclaration obligatoire, afin de mettre en place une surveillance et 

facilité la centralisation des données.  

 

II.Ecologie du virus 

a. Vecteur et épidémiologie 

Le vecteur du TBEV est la tique hématophage, il en existe deux genres différents. Le genre 

Ixodes, Ixodes ricinus en Europe et Ixodes persucaltus à l’Est de l’Oural, et le genre 

Haemaphysalis en Russie.  

Pour que le virus se maintienne dans la nature, il est nécessaire que la tique puisse vivre dans 

un environnement propice à son développement. Généralement, les foyers naturels des tiques 

se trouvent dans des endroits humides et abrités, sous-bois, lisières de forêt, bord de rivière, etc.  

Les tiques se nourrissent et se reproduisent dans des conditions climatiques particulières : 

températures entre 5 et 7°C et taux d’humidité supérieur à 92%. Dans les régions tempérées ces 

conditions sont généralement réunies au printemps et à l’automne (Estrada-Peña et de la Fuente 

2014). Le réchauffement climatique a permis aux tiques de coloniser et s’installer dans des 

régions plus au Nord. En Suède, Norvège ou encore en Finlande, ainsi que dans des régions de 

plus hautes altitudes comme en Autriche (Süss et al. 2008; Holzmann et al. 2009) (Figure 15).  
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Figure 15 : Répartition géographique du virus du TBEV et de ces vecteurs. 
Les cercles représentent les sous-type de TBEV. La ligne pointillée définit la bordure de la zone 
d’endémie du virus de l’encéphalite à tiques. Adaptée de (Jaenson et al. 2012; Lindquist 2014)  

Au cours des dernières décennies, le TBEV a été déclaré endémique en Europe où le sous-type 

« Western European » prédomine. En Sibérie, dans l'est de la Russie où l’on retrouve 

principalement le sous-type « Sibérien ». Enfin, dans le nord de la Chine et au Japon c’est le 

sous-type « Far-Eastern » qui est le plus représenté. (Randolph 2004) (Figure 15 et 16). (Süss 

2011; Dobler et al. 2012). 

 

 

Figure 16 : Répartition des cas confirmés de TBEV pour 100 000 habitants en Europe en 2019 (ECDC 
2021) 
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SPF rapporte, en France, en mai 2020, 33 cas confirmés de TBEV par le Centre national de 

référence des Arbovirus (CNR ArboVirus). De plus, en observant les rapports de « European 

centre for disease prevention and control (ECDC) » on remarque que le nombre de cas a été 

multiplié par dix en France en seulement 8 ans. (Figure 17) 

 

Figure 17 : Nombre de cas reportés de TBEV en France (ECDC 2021). 

 

b. Réservoir et transmission  

Les tiques constituent le premier et le plus important réservoir pour le virus, en plus d’être 

vectrices de la maladie, puisqu’elles ont une longévité relativement importante et ne 

développent pas la maladie.  

 
Les tiques sont les parasites de plus d’une centaine de mammifères, oiseaux et reptiles. 

Toutefois, ces espèces ne sont pas toutes des réservoirs pour le virus. Pour qu’un hôte soit 

considéré comme réservoir, il est nécessaire que sa virémie soit suffisamment longue et le titre 

infectieux assez élevé pour que la tique s’infecte lors de la morsure. De plus, comme la première 

infection entraine une immunité à vie, il faut que le nombre de jeunes animaux non protégés 

soit également élevé. Parmi les mammifères, les meilleurs hôtes sont les petits rongeurs 

puisqu’ils présentent une virémie longue (Jaenson et al. 2012) contrairement aux ruminants qui 

ont une virémie de courte durée. Toutefois, ces derniers présentent, par leur grande taille, 

l’avantage de pouvoir nourrir simultanément plusieurs tiques, favorisant ainsi le co-feeding 

(Labuda et al. 1993). Les oiseaux quant à eux ne sont pas considérés comme réservoirs ayant 

une virémie trop courte, ils contribuent cependant au déplacement des tiques sur de grandes 

distances, et ainsi leur dissémination (Matile et al. 1981). 

Les tiques peuvent s’infecter de plusieurs façons, tout d’abord durant leurs repas sanguins sur 

des hôtes virémiques. Par transmission trans-ovarienne quand la femelle transmet le virus à ses 
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œufs. Par transmission trans-stadiale, lorsqu’elle passe d’un stade de développement à un autre 

stade tout en maintenant le virus dans leur organisme. Par transmission horizontale ou co-

feeding lorsqu’une tique non-infectée procède à son repas sanguin à côté d’une tique infectée, 

sur le même animal.  

Egalement, l’Homme peut facilement rencontrer des tiques et s’infecter, et cela, de deux 

manières différentes (Sumilo et al. 2008). Soit lors d’une morsure directe d’une tique infectée 

soit en consommant du lait cru ou du fromage non pasteurisé issu d’animaux virémiques. Ce 

dernier point ne représente qu’un 1 % des cas de transmission du virus (Van Tongeren 1955; 

Bogovic et Strle 2015; Gonzalez et al. 2022). Pour autant l’Homme est considéré comme une 

impasse épidémiologique pour le virus. (Figure 18)  

 

Figure 18 : Cycle naturel de la tique et transmission du TBEV aux mammifère. Adaptée de (Ličková 
et al. 2022). 
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III.Traitement et prévention  

a. Traitement  

Il n’existe pas de traitement spécifique pour le TBEV c’est pourquoi le traitement 

symptomatique est le pilier de la prise en charge de l’infection.  

En Russie et au Kazakhstan, des immunoglobulines spécifiques produites à partir de plasma de 

donneurs sont utilisées pour le traitement et la prophylaxie du TBEV (Dumpis, Crook, et Oksi 

1999). En Europe, ces immunoglobulines spécifiques ne sont plus utilisées, car il semblerait 

que les anticorps augmentent l’effet de l’infection chez certains patients (Arras, Fescharek, et 

Gregersen 1996). Egalement, des agents antiviraux pourraient être de bons candidats pour le 

traitement de l’infection à TBEV mais, ils sont toujours en développement et aucun n’est utilisé 

en clinique (Haviernik et al. 2018). 

 

b. Vaccin  

Les vaccins européens sont utilisés depuis plus de 30 ans et se sont révélés extrêmement 

efficaces. En Europe, deux vaccins sont actuellement disponibles sur le marché : FSME-

IMMUN (Pfizer, USA) et Encepur (GlaxoSmithKline, Allemagne) préparés respectivement 

avec la souche Neudoerfl du sous-type « European » et la souche « Karlsruhe ». Ces deux 

vaccins sont produits sur cellules embryonnaires de poulet (Girgsdies et Rosenkranz 1996; 

Barrett, Schober-Bendixen, et Ehrlich 2003).  

 
Le protocole de vaccination du vaccin FSME-IMMUN, qui est efficace sur les 3 sous-types de 

TBEV, comprend trois doses (Hayasaka et al. 2001). Deux vaccinations à un mois d’intervalle 

et un rappel un an plus tard. Il existe également un schéma accéléré de vaccination, qui 

comprend 4 injections : J0, J7, J21 et un an après (Bock et al. 1990). Afin d’optimiser la 

protection virale, il est recommandé de renouveler ce protocole tous les 3 à 5 ans (Kunz 2003).  

Dans les régions européennes d’endémie, l’incidence du TBEV a considérablement diminué 

après la mise en place de la vaccination (Ruzek et al. 2019).  

 
Trois vaccins sont produits et utilisés en Russie. Le « TBE vaccin Moscow® » et le « Tick-E-

Vac® » sont produits à Moscou et sont basés sur la souche « Sofjin ». Le vaccin EnceVir® est 

basé sur la souche « 205 » du sous-type « Far-Eastern » (Ruzek et al. 2019). 
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c. Lutte anti-vecteur 

Il est relativement difficile de lutter contre les vecteurs, car le virus persiste chez les animaux 

sauvages ce qui implique de devoir contrôler toutes les populations de l’ensemble des espèces 

faisant partie des réservoirs du virus dans la nature.  

 
Pour se protéger contre le TBEV, le meilleur moyen est d’éviter les morsures de tique. En 

évitant les zones d’endémies ou à risque et en portant des vêtements couvrants, serrés à leurs 

extrémités et clairs. Cela pour facilement repérer une tique si nécessaire. L’objectif premier 

étant de rendre le plus difficile possible l’accès à la peau au vecteur. Enfin, il est également 

possible de recouvrir sa peau de N,N-diéthyl-m-toluamide (DEET) ou de perméthrine  

(Banzhoff, Bröker, et Zent 2008). La vaccination reste néanmoins le moyen le plus sûr et le 

plus efficace de se protéger contre le TBEV.  

 

 

 Systèmes de génétique inverse 

La génétique « classique » est définie comme la voie permettant de déterminer le génotype 

responsable d'un phénotype particulier. Par exemple, des mutations spontanées ou des mutants 

induits par des composés mutagènes. La démarche est réalisée à « l’aveugle » mais va 

permettre, in fine d’obtenir la cartographie d’un gène.  

 
Dans le contexte de la génétique inverse, il s'agit de déterminer l’impact d’une ou plusieurs 

mutations sur un gène déterminé sur le phénotype. Cette technique sélective et prédéfinie 

permet d’étudier et de comprendre la fonction d’un gène. Cette dernière est fréquemment 

utilisée pour étudier les virus à ARN, et pour diverses raisons comme par exemple leurs modes 

de réplication, leurs pathogénicités, ou encore pour les études d’antiviraux ou de vaccins.  

 
Aujourd’hui, il existe plusieurs outils différents de génétique inverse avec leurs propres 

avantages et inconvénients. Ici, sont présentées deux méthodes adaptées aux virus à ARN : celle 

du clone infectieux et celle appelée « ISA » (Infectious Subgenomic Amplicons). 
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1. Clone infectieux 

Un clone infectieux est un fragment d’ADNc, qui peut être issu de la transcription inverse d’un 

ARN viral génomique, inséré dans un vecteur (plasmide). Ce fragment est par la suite amplifié 

par clonage à l’intérieur d’un hôte généralement bactérien. Une fois extrait de cet hôte, il est 

transfecté à l’intérieur de cellules permissives et permet la production de virus infectieux.  

 
Pour pouvoir utiliser cet outil, il est nécessaire d’obtenir la séquence d’ADNc du virus d’intérêt. 

Il y a deux manières d’obtenir ces fragments, soit par synthèse de novo (de plus en plus utilisée 

car elle ne nécessite pas d’avoir accès à un isolat viral) soit par RT-PCR (Gritsun et Gould 

1995a). Ensuite, il faut incorporer cet ADNc dans un vecteur, généralement un plasmide 

bactérien. Une fois l’ADNc vectorisé, il est amplifié par clonage au sein de l’hôte. L’hôte le 

plus commun est la bactérie Escherichia coli (Casali 2003). Mais il est également possible 

d’utiliser des Chromosomes Artificiel de Levure (CAL) qui sont des plasmides possédant des 

séquences de levures (Polo et al. 1997). 

 
Pour initier la transcription de l’ADNc en ARN viral, un promoteur est situé en amont de la 

séquence. Ce promoteur est généralement le promoteur du cytomégalovirus (pCMV) quand le 

processus se déroule dans des cellules eucaryotes. Une autre technique consiste, avec ce clone 

infectieux, à conduire une transcription in vitro à l’aide d’un promoteur bactériophage (T7 ou 

SP6) ce qui permet par la suite de transfecter directement un ARN infectieux complet dans des 

cellules (Khromykh et al. 2001).  

 
Toutefois, les plasmides sont hautement susceptibles de subir des réarrangements génétiques 

ou d’acquérir des mutations, c’est pourquoi il est obligatoire de les séquencer afin de s’assurer 

de leur intégrité génomique (Hohn et Collins 1980; Monaco et Larin 1994; Gritsun et Gould 

1995b; Polo et al. 1997) (Figure 19).  

 
D’autre part, certaines séquences virales peuvent être toxiques pour la bactérie. En effet, l’étape 

de clonage est réalisée afin d’obtenir une quantité importante de plasmides afin de récupérer 

suffisamment de matériel génétique viral. Cette accumulation de plasmides, et de ce fait de 

protéines virales, peut devenir toxique pour la bactérie. C’est pourquoi cela nécessite des 

conditions spécifiques de production pouvant nuire ou diminuer le rendement de colonie 

bactérienne et donc de matériel génétique récupéré (Ruggli et Rice 1999). Egalement, il est 
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possible d’utiliser des levures lorsque l’utilisation de bactéries est trop complexe comme par 

exemple Saccharomyces cerevisiae. 

Il est encore aujourd’hui difficile de construire et d’isoler certains clones infectieux. C’est 

pourquoi de nombreuses variantes de cette technique, mais aussi des nouvelles méthodes ont 

vu le jour. 

 

Figure 19 : Schéma résumant les différentes étapes de la méthode du clone infectieux – Adaptée de 
(Aubry, Nougairède, Gould, et al. 2015) 
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2. Méthode « Infectious Subgenomic Amplicons » (ISA)  

La méthode ISA est un exemple de méthode simple et rapide ne nécessitant pas d’étape en 

bactérie. Elle a été développée ces dernières années pour les virus à génomes à ARN 

monocaténaire à polarité positif, comprenant les membres des 

familles Flaviviridae, Togaviridae, Picornaviridae  et plus récemment Nidovirales (Aubry et 

al. 2014; Aubry, Nougairède, de Fabritus, et al. 2015; Atieh et al. 2016; 2017; Touret et al. 

2019; Mélade, Piorkowski, Touret, et al. 2021).  

 
Alors que les systèmes génétiques inverses conventionnels sont chronophages et/ou nécessitent 

des étapes de clonage fastidieux ou encore la manipulation in vitro de longues molécules 

d'ARN, la méthode ISA s’affranchit de ces difficultés et permet de produire en quelques jours 

des virus infectieux sauvage et génétiquement modifiés. La méthode ISA est basée sur la simple 

transfection de fragments d'ADNc sg chevauchants, recouvrant l'ensemble du génome viral, 

dans des cellules permissives. La recombinaison de l'ADNc ainsi que la production d'ARN 

génomique viral de pleine longueur, sous des signaux de transcription, sont accomplies par la 

machinerie cellulaire.  

 
Cette technique, publiée en 2014, consiste en l’amplification par PCR de plusieurs fragments 

chevauchants d’ADNc d’un génome viral entier. Le premier fragment possède à son extrémité 

5’ la séquence promotrice du pCMV. Le dernier fragment dispose à son extrémité 3’ le 

ribozyme du virus de l’hépatite delta suivi du signal de polyadénylation du virus simien 40 

(HDR / SV40pA). 

 
La transfection directe de ces fragments d’ADN, en quantité équimolaire au sein de cellules 

permissives permet la production de virus infectieux. L’assemblage de ces fragments, comme 

la production d‘ARN viral, se réalisent directement in cellulo, simplifiant ainsi la procédure. 

Cette méthode de production virale est un nouvel outil qui permet une étude facilitée des 

caractéristiques des virus (Figure 20).  
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Figure 20 : Schéma résumant les différentes étapes de la méthode « Infectious Subgenomic 
Amplicons ». Adaptée de (Aubry, Nougairède, Gould, et al. 2015) 

  

Ces dernières années, des variantes de cette méthode ont été développées. La méthode 

« ISA-lation » permet d’isoler des virus à ARN monocaténaire à partir d'échantillons 

cliniques ou animaux (Aubry, Nougairède, de Fabritus, et al. 2015). La méthode « Haiku » 

cherche à simplifier encore plus la méthode ISA en fournissant les séquences de pCMV 

et HDR/SV40pA terminales sous forme d'amplicons d'ADN distincts supplémentaires. 

De plus, pour certains virus et dans des conditions bien spécifiques, la présence du 

HDR/SV40pA n'est plus indispensable à la production du virus (Atieh et al. 2018). 
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I. Applications 

a. En recherche 

Les systèmes de génétique inverse permettent la manipulation et la mutagenèse dirigée 

de génomes viraux (délétion/insertion/mutation et/ou réarrangement). L'étude des 

caractéristiques de ces virus modifiés a permis d’enrichir nos connaissances sur les 

caractéristiques réplicatives, biologiques et pathogènes de ces virus. 

Ces outils nous permettent d’étudier les conséquences d’introduction de mutations 

unique dans les génomes viraux. Une étude a permis de mettre en évidence que 

l’introduction de 5 mutations ponctuelles dans le virus de l’encéphalite japonaise 

(JEV) et du virus du Nil occidental (WNV) et 3 dans le TBEV provoquaient une 

neurovirulence réduite chez la souris. A contrario, une seule mutation dans le génome 

du JEV provoquait une augmentation de la neurovirulence (Mandl et al. 2000; Thomas P. 

Monath et al. 2002).  

Ces systèmes permettent de mieux comprendre la nature des interactions virus/hôte 

concernant les déterminants de la virulence, les interactions avec la machinerie 

cellulaire et la spécificité d’hôte. Mais aussi d’étudier le rôle des protéines virales. 

Les méthodes de génétique inverse ont permis de développer de nouvelles approches 

concernant la production de candidats-vaccins comme par exemple le développement 

de virus chimériques. Les premiers virus de cette sorte ont été construits en utilisant 

comme « base » une souche du virus de la dengue DENV-4 et en remplaçant certaines 

régions par les gènes correspondants des virus DENV-1, DENV-2 ou DENV-3 (W. 

Chen et al. 1995). Mais aussi de découvrir et caractériser de potentielles molécules 

antivirales, et de comprendre certaines pharmaco-résistances (T. P. Monath et al. 1999). 

En introduisant dans un génome par génétique inverse, la ou les mutation(s) 

suspectée(s) d’être responsable(s) de la résistance acquise d’un virus à un antiviral 

donné, le phénotype de l’ensemble des virus mutés peut être déterminé. C’est ce 

mécanisme qui a été utilisé, par exemple, pour caractériser le mécanisme de résistance 

des virus de la dengue à la molécule de Brequinar (Qing et al. 2010). Plus récemment, 

des travaux sur le SARS-CoV-2 et la molécule Remdesivir ont montré qu’une mutation 

dans la NSP12 (E802D) provoquait une diminution de la sensibilité du virus vis-à-vis 

du Remdesivir (Szemiel et al. 2021; Gandhi et al. 2022) 
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b. Clonalités des populations virales 

La faible fidélité des ARN polymérases virales aboutit, au cours de la réplication, à 

des taux de mutations élevés. Il en résulte que les populations virales sont 

généralement composées d’une distribution complexe de génomes variants non-

identiques mais étroitement apparentés, appelés quasi-espèces virales. On parle alors 

de « spectre de mutant » (Holmes et Moya 2002). 

Ce « spectre de mutant » est encore élargi chez les arbovirus en raison de l’alternance 

entre arthropodes vecteurs et les hôtes vertébrés imposant des contraintes de 

spécificités d’hôte. Le phénotype viral observé est dépendant de ce « spectre de 

mutant » (Ciota et al. 2007). Néanmoins pour les Flavivirus, les contraintes sont doubles 

car le virus doit être à la fois capable de se répliquer en mammifère et en insecte, ce 

qui est un frein à une grande diversité virale. En effet, s’il acquiert spécifiquement des 

mutations dans l’un des hôtes, il est possible qu’il ne puisse plus se répliquer dans le 

deuxième ce qui conduit à un phénomène appelé « bottle neck ».   

Suivant la méthode de génétique inverse utilisée, la population virale produite pourra 

être plus ou moins homogène : si le virus est cloné au sein d’un vecteur alors la 

population sera clonale appauvrissant le « spectre de mutant ». A l’inverse les 

méthodes de type « ISA », grâce aux étapes de PCR qu’elles mettent en œuvre, 

permettent de conserver une certaine hétérogénéité en fonction de la fidélité de la 

polymérase utilisée. Plus la polymérase sera de haute-fidélité, moins le « spectre du 

mutant » sera important. L’utilisation de polymérase permet également de « mimer » 

l’hétérogénéité rencontrer naturellement au sein de quasi-espèces virales. 

 Il est donc indispensable de sélectionner en amont de l’expérimentation le système le 

plus adapté afin de répondre à la question posée. Chaque méthode présentant ses 

propres avantages et inconvénients.  
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Objectifs du projet  

Dans le cadre de mon projet EPHE, j’ai appliqué cette méthode de génétique inverse pour 

développer des outils thérapeutiques contre les virus FeCoV, PRRSV, SARS-CoV-2 et TBEV. 

Les objectifs de mon projet sont (i) d’utiliser des pathogènes animaux stricts (FeCoV et 

PPRSV), pour générer des virus sauvages puis des virus atténués d’intérêt vétérinaire.  Le but 

étant d’obtenir des candidats vaccins dans le cadre d’une collaboration avec VIRBAC, une 

entreprise française spécialisée dans les produits de santé animal notamment les vaccins. 

Plus spécifiquement, ma mission est d’optimiser la méthode de génétique inverse « ISA » et de 

mettre au point un protocole de couplage aux outils de génie génétique (technique de 

réencodage aléatoire de codons, délétions de nucléotides, mutagénèse dirigée) pour la 

production rapide de clones génétiquement modifiés et atténués à visée vaccinale permettant 

par la suite d’appliquer ce modèle à des pathogènes humains.  

Le deuxième objectif (ii) est de pouvoir transférer cette technologie pour produire des virus 

fluorescents pour le criblage et la caractérisation d’antiviraux qui pourront par la suite être 

utilisés dans le cadre des activités de la plateforme de criblage viral (PCVMT) ou des projets 

de recherche interne. En se délestant des contraintes d’extraction d’acide nucléique, de la 

réalisation de RT-PCR en temps réel ou encore d’évaluation de la viabilité cellulaire, 

l’utilisation d’un virus fluorescent permettrait une économie de temps et de matériel.  

Initialement, je devais générer des Flavivirus fluorescents, notamment le TBEV, mais suite à 

l’émergence du SARS-CoV-2 nous nous sommes prioritairement intéressé à celui-ci. J’ai donc 

travaillé sur la génération d’un SARS-COV-2 recombinant fluorescent et j’ai caractérisé une 

molécule antivirale comme preuve de concept en amont du travail initialement prévu sur TBEV. 

Une fois la méthode validée sur SARS-CoV-2 j’ai pu procéder à la génération d’un TBEV 

fluorescent mCherry et au criblage primaire d’une librairie de molécules antivirales.     
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Matériel et méthode 
 

 Design, production et purification des fragments ADNc 

Design:  

Coronavirus (FeCoV/SARS-CoV-2):  

Huit fragments d'ADN synthétiques se chevauchant ont été conçus et synthétisés de novo par 

les fabricants (GenScript ou Thermo Fisher Scientific) sur la base de séquences complètes. Le 

premier a directement été synthétisé avec le pCMV a son extrémité 5’. Le dernier fragment a 

été synthétisé avec le HDR/SV40pA à son extrémité 3'. Pour construire les souches D614, un 

codon GGT (Glycine) situé en position 614 de la protéine Spike, correspondant au génome de 

la souche Wuhan SARS‐CoV‐2 (Genbank : NC045512), a été remplacé par le codon GAT 

(Acide aspartique) sur le nouveau fragment (Fragment 7). Ce fragment 7 « D614 » a été 

synthétisé de novo par ThermoFisher Scientific. Pour construire la souche fluorescente 

mCherry, l'ORF3a du « Fragment 7 D614 » (position 25 392–26 221 ) a été supprimé et 

remplacé par la séquence codante de la protéine fluorescente rouge (Genbank : AY678264 ) 

puis synthétisé de novo (Thermo Fisher Scientific). 

PRRS :  

A partir de la séquence cible, 4 fragments d'ADN synthétiques se chevauchant ont été conçus in 

silico et commandés (GenScript). Le premier et dernier fragment étaient directement flanqués 

à leurs extrémités 5′ et 3′ par le pCMV et le HDR/SV40pA respectivement lors de la synthèse de 

novo. 

TBEV :  

Trois fragments d'ADN synthétiques se chevauchant ont été conçus in silico et clonés dans un 

vecteur pUC57 ou PC11 et fournis par le fabriquant (GenScript). Le premier et dernier fragment 

étaient flanqués respectivement en 5' et 3' du pCMV et du HDR/SV40pA. Le gène mCherry 

était situé dans le fragment I en aval du 5'UTR complet et des 72 premiers nucléotides du gène 

codant pour la protéine C. La séquence codant mCherry était flanquée des séquences de saut de 

ribosome P2A et T2A à ses extrémités 5' et 3' respectivement, et suivie de la séquence codant 

la protéine C pleine longueur (comprenant également les 72 premiers nucléotides insérés avant 

la séquence mCherry).(Haviernik et al. 2021) 
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PCR :  

Les ADNc ont été amplifiés à partir de ces fragments synthétiques en tant que matrices. Un kit 

de polymérase PCR Super Fidelity (Thermo Fisher Scientific) a été utilisé. Les séquences, les 

temps d’élongations (TE) et la température de demi-dénaturation (Tm) sont décrits dans les 

tableaux I, II, III, IV.  

Le mélange final contenait 25 µl de mélange réactionnel, 2 µl d'ADN (1 ng/µl), 100 nM de 

chaque amorce et 20 µl d'eau sans nucléase. Les réactions de PCR ont été réalisées sur un 

thermocycleur Biometra TProfessional Standard Gradient dans les conditions suivantes : 98°C 

pendant 2 min suivi de 35 cycles de 98°C pendant 10 s, 55–65°C (suivant le virus) pendant 10s, 

72 °C pendant 30s/kb, et 72°C pendant 5 min. 

 

Purification :  

Les amplicons ont été purifiés sur colonne avec le Kit de nettoyage PCR et ADN Monarch ® 

(New England Biolabs) en respectant le protocole du fabriquant. 

Electrophorèse sur gel d’agarose : 

La taille des produits de PCR a été vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose. Le gel 

d’agarose est composé de Tris-Borate-EDTA 0,5X, d’agarose en poudre (1 %) et d’un 

intercalant d’ADN permettant leur visualisation : SyberSafe (Invitrogen). Les échantillons sont 

mélangés à un tampon de charge 6X Loading Dye (Promega), puis déposés dans les puits du 

gel d‘agarose avec un marqueur de taille 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). La migration est 

réalisée à 100 V pendant 20 minutes. 

L'intégrité de chaque fragment d'ADN a été par la suite confirmée par séquençage NGS à 

l’aide de la technologie Ion Torrent (Thermo Fisher), avant transfection. 
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Tableau I : Tailles des fragments d’ADNsg et séquences des amorces spécifiques utilisées pour l’amplification 
de l’ADNc du FeCoV. 

 
Tableau II : Tailles des fragments d’ADNsg et séquences des amorces spécifiques utilisées pour l’amplification 
de l’ADNc du PRRSV 
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Tableau III : Tailles des fragments d’ADNsg et séquences des amorces spécifiques utilisées pour l’amplification 
de l’ADNc du TBEV Hypr. 

 

Tableau IV : Tailles des fragments d’ADNsg et séquences des amorces spécifiques utilisées pour l’amplification 
de l’ADNc du SARS-CoV-2. 
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 Générations de virus recombinants (Méthode ISA) 

1. Souches virales et sérums humains  

- Le FeCoV a été obtenu auprès de l'American Type Culture Collection (référence 

ATCC : VR-2126) 

- Un isolat original de PRRSV a été fourni par le laboratoire VIRBAC (numéro d'accès 

Genbank : MW366748) 

- Une souche clinique ancestrale européenne (D614G) de SARS‐CoV‐2 a été fournie par 

le Pr. Christian Drosten (Charité, Berlin) de la plateforme EVAg (isolat humain 

BetaCoV/Allemagne/BavPat1/2020 p.1 ; référence : 026V‐03883) 

- La souche Hypr du TBEV utilisée a été obtenu via la plateforme EVAg (Ref-SKU : 

001V-03676) 

- Sérums humains : 24 sérums humains ont été testés pour la présence d'anticorps 

neutralisants du SARS‐CoV‐2 (nAbs). Ces échantillons étaient excédentaires aux 

besoins d'un programme de recherche sur le SARS‐CoV‐2 (Programme Hospitalier de 

Recherche Clinique 2020‐A01653‐ 36, financé par l'Assistance Publique ‐ Hôpitaux de 

Marseille et labellisé par le Comité d'Ethique du Sud‐Ouest et d'Outre‐Mer II) où les 

participants ont fourni un consentement écrit à la recherche sur l'immunité humorale 

contre le SARS-COV-2. Tous les sérums humains ont été inactivés par la chaleur à 56°C 

pendant 30 min avant anonymisation et test. 

 

2. Culture cellulaire  

FeCoV :  

Des expériences antérieures ont montrés que les cellules de reins de bébés hamsters (BHK-21; 

ATCC CCL-10) étaient les cellules les plus permissives à la transfection. Celles-ci ont été 

cultivées dans du milieu essentiel minimum (MEM) avec 5 % de sérum de veau fœtal (FCS) 

inactivé à 50 °C pendant 30 minutes, 1 % de L-glutamine (200 mM), 5 % de tryptose phosphate 

et 1 % de pénicilline/streptomycine (P/S ; 5000 U/mL ; 5 mg/mL). Les cellules permissives à 

l’infection sont des cellules de fibroblastes embryonnaires félins (FeA appartenant à Virbac, 

non répertoriées ATCC), cultivées dans le milieu Eagle modifié de Dulbecco (DMEM ; Life 

Technologies) avec 10 % FCS et 1 % P/S, et des cellules épithéliales pulmonaires félines (AK-

D; ATCC CCL-150) cultivées dans un mélange de milieux Ham's F12 (F12) et Leibovitz (L-
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15) (v/v) avec 7% FCS et 1% PS. Les cellules ont été cultivées dans une atmosphère à 37 °C et 

contenant 5 % de CO2. 

PRRS :  

Les cellules permissives à la transfection sont des BHK-21 ; Les cellules permissives à 

l’infection sont des cellules rénales de singe MARC-145 exprimant le récepteur de 

sialoadhésine CD-169 (cellules MARC-Sn), elles ont été cultivées dans du MEM, GlutaMAX 

avec 10 % de FCS, 1 % de P/S (10 000 U/mL ; 10 mg/mL) et 0,5 % de gentamycine (10 000 

U/mL). MARC-Sn ont été aimablement fournies par le Dr Hans Nauwynck (Université de 

Gand, Belgique). Ces cellules ont été cultivées à 37° dans une atmosphère contenant 5% de 

CO2. 

SARS-CoV-2 :  

Les cellules utilisées pour les transfections sont des BHK-21. Les cellules utilisées pour les 

passages sont des Vero-E6 (cellules épithéliales de rein extraites d'un singe vert africain, ATCC 

CRL-1586). Elles ont été cultivées du MEM additionné de 7 ,5 % de FCS avec 1 % de P/S (5000 

U.mL-1 ; 5000 μg mL-1) et supplémenté avec 1 % d'acides aminés non essentiels. Elles sont 

incubées à 37°C dans une atmosphère contenant 5 % de CO2 

TBEV :   

Les cellules utilisées pour les transfections sont des BHK-21, cultivées dans les mêmes 

conditions que précédemment. Le criblage de molécules antivirales a été réalisé sur de cellules 

BHK-21. 

 

3. Transfection cellulaire  

Coronavirus :  

Les 8 fragments d’ADNc sg recouvrant l’intégralité des génomes du SARS-CoV-2 ou du 

FeCoV ont été mélangé de manière équimolaire (entre 25 et 55 ng/fragment selon leur longueur, 

pour une quantité totale de 300ng/plaque de transfection). Ils ont ensuite été transfecté dans des 

plaques 96 puits de cellules BHK-21 pour le SARS-CoV-2 et une coculture BHK-21 et FeA 

pour le FeCoV, avec de la Lipofectamine 3000 (Thermo Fischer Scientific). Le mélange ADNc 

et Lipofectamine a été incubé 45 minutes à température ambiante avant d’être mis en contact 

avec les cellules. Les plaques (cellule + lipofectamine + ADNc) ont été incubé à 37° pendant 
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24h. Suite à cette incubation, une suspension de cellules VeroE6 a été ajouté dans les plaques 

contenant le SARS-CoV-2 puis de nouveau incubées pendant 5j à 37° et 5% de CO2. Pour les 

plaques contenant le FeCoV, du milieu frais a été ajouté, suivi d’une nouvelle incubation 

pendant 5j à 37° et 5% de CO2. Deux passages en série sur cellules VeroE6 ou AK-D, pour le 

SARS-CoV-2 ou le FeCoV respectivement, ont été réalisés afin de s’assurer que l’ADNc utilisé 

pour la transfection avait disparu. Pour cela, les cellules ont été incubées pendant 1h avec du 

surnageant clarifié, puis lavées 2 fois avec une solution saline équilibrée de Hanks (HBSS ; 

Gibco) enfin du milieu frais a été ajouté et les plaques ont été de nouveau incubées pendant 2j. 

Au dernier passage, les surnageants ont été récoltés, clarifiés par centrifugation, aliquotés et 

stockés à -80°C. Ces stocks de virus ont été utilisés pour réaliser l’ensemble des 

expérimentations. De plus, pour s'assurer de la stabilité du gène rapporteur mCherry, 3 passages 

supplémentaires ont été effectués dans des cellules VeroE6.  

 PRRSV :  

Les 4 fragments d'ADNc ont été regroupés de manière équimolaire ( 75 ng/fragment ; quantité 

finale de 300 ng) avec de la Lipofectamine 3000 (Thermo Fischer Scientific) pendant 45 min 

et transfectés dans une coculture de cellules BHK-21 et MARC-Sn. Du milieu frais a été ajouté 

24 h après la transfection et les plaques ont été réincubées pendant 5 jours à 37 °C avec 5 % de 

CO2. Par la suite, deux passages en série sur cellules MARC-Sn ont été réalisé pour confirmer 

la disparition de l’ADNc issu de la transfection. Pour cela, les cellules ont été incubées pendant 

1h avec du surnageant clarifié, puis lavées 2 fois avec une solution saline équilibrée de Hanks 

enfin du milieu frais a été ajouté et les plaques ont été de nouveau incubées pendant 3j. Après 

le 2ème passage, les surnageants ont été récoltés, clarifiés par centrifugation, aliquotés et 

stockés à -80 ˚C. Ces stocks de virus ont été utilisés pour effectuer l’ensemble des 

expérimentations. 

TBEV :  

Les 3 fragments d'ADNc ont été regroupés de manière équimolaire ( 35 ng/fragment ; 

concentration finale de 100 ng) avec de la Lipofectamine 3000 (Thermo Fischer Scientific) 

pendant 45 min et transfectés dans des cellules BHK-21. Du milieu frais a été ajouté 24 h après 

la transfection et les plaques ont été réincubées pendant 5 jours à 37 °C avec 5 % de CO2. Après 

5 jours, le surnageant cellulaire a été récolté, centrifugé et passé en série 2 fois dans des cellules 

BHK-21 pour assurer la disparition de l'ADNc utilisé lors de la transfection. Chaque passage a 

été effectué en inoculant un milieu surnageant clarifié non dilué sur des cellules BHK-21 sous-
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confluentes : après 2 h d'incubation, les cellules ont été lavées deux fois à l'aide d'une solution 

saline équilibrée de Hanks, du milieu frais a été ajouté et les cellules ont été incubées pendant 

5 jours. Après le 2ème passage, les milieux surnageants cellulaires ont été récoltés, clarifiés par 

centrifugation, aliquotés et stockés à -80 ˚C. Ces stocks de virus ont été utilisés l’ensemble des 

expérimentations. 

 

4. Détection et production virale 

L'ARN viral a été extrait de 100 μL de surnageant cellulaire issu des passages post-transfection 

à l'aide d'un kit QIAamp Viral RNA et d'un ensemble de DNase sans RNase sur le QIAcube 

automatisé (Qiagen), en suivant les instructions du fabricant. La quantification relative de 

l'ARN viral a été réalisée à l'aide de la qRT-PCR Express One-Step SuperScript® 

(Invitrogen). Le mélange contenait 5 μL de express qPCR SuperMix Universal, 0,25 μL de 

chaque amorce (500 nM), 0,1 μL de sonde (200 nM), 1 μL de mélange express SuperScript® 

RT et 3,5 μL d'acides nucléiques extraits. Les dosages ont été effectués à l'aide de la machine 

de PCR en temps réel QuantStudio 12 K Flex (Life technologies) dans les conditions suivantes 

: 50 °C pendant 15 min, 95 °C pendant 20 secondes, suivis de 45 cycles de 95 °C pendant 3 s, 

60 °C pendant 30 s. La collecte de données a eu lieu au cours de l'étape de 60 °C. L'ARN 

synthétique a été utilisé pour calculer la quantité d'ARN viral à partir de courbes standard.  

Une fois que la présence de l’ARN viral confirmée et quantifiée dans les stocks de virus, 

l’ensemble des manipulations ont été faites à partir d’aliquots à usage unique du dernier 

passage. Des flasques ventilées de 75cm² avec un tapis sous confluent ont été inoculées avec 

100µl de surnageant de chaque virus et 400 µl de milieu. Après 2h d’incubation les tapis 

cellulaires ont été rincés avec une solution de HBSS, 20ml de milieu frais a ensuite été ajouté 

avant de remettre les flasques à incuber à 37° et 5% CO2. Après 4 jours, le surnageant a été 

récupéré, centrifugé et conditionné dans des aliquots de 100µL avec de l’HEPES (Gibco – 1M) 

à 0.1%.  

 Titration souches virales  

1. Dosage de la dose infectieuse 50 de culture tissulaire - TCID50 

Des cultures sous-confluentes de cellules permissives dans des microplaques de 96 puits ont été 

utilisées pour la détermination de la TCID 50 du SARS‐CoV‐2, FeCoV, PRRSV et du 

TBEV. Les cellules ont été inoculées avec 100μL par puits de dilutions en série de chaque 
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échantillon (dilutions au dixième) et incubées pendant 3 à 6 jours selon le virus. Chaque ligne 

comprenait six puits de la dilution et deux contrôles négatifs. La lecture du titre infectieux a été 

réalisé par la présence ou l’absence d’ECP dans chaque puits. La détermination de la TCID50/ml 

a été effectuée en utilisant la méthode de Reed et Muench (Reed et Muench 1938). 

2. TCID50 lecture en fluorescence 

TBEV :  

Afin de contrôler la méthode de lecture, le même protocole de TCID50 a été réalisé pour le 

TBEV fluorescent mCherry. Les plaques ont ensuite été analysées après avoir retiré le milieu 

surnageant, lavé deux fois avec du PBS et fixé pendant 2 h avec PFA (4%). La lecture a été 

effectué avec un ® S3 Live‐Cell Analysis Systems (Sartorius) selon les instructions du 

fabricant, avec un temps d'acquisition de 800 ms pour le canal rouge. Les intensités de 

fluorescence de plusieurs zones ont été obtenues à l'aide du logiciel Incucyte 2020B (Sartorius). 

 Immunofluorescence directe (dIFA) 

L'expression de la protéine de nucléocapside (N) dans la souche ISA et l'isolat d'origine du virus 

PRRS a été déterminée comme suit : les plaques P96, ayant servi à déterminer la TCID50 de 

chacun des virus, ont été utilisées après lecture pour réaliser la dIFA. Elles ont été lavées avec 

du PBS, fixées 20 min avec du méthanol froid à 100 %, lavées à nouveau avec du PBS. Un 

anticorps monoclonal anti-nucléocapside de souris dilué (mAb 13E2 ; gracieusement fourni par 

le Dr Hans Nauwynck, Université de Gand, Belgique) est ensuite déposé sur ces cellules 

pendant 1 h à 37 °C. Les cellules ont été rincées deux fois avec du PBS et incubées avec un 

anticorps de chèvre anti-souris IgG FITC (Jackson Immunoresearch) dilué au 1/100 pendant 1 

h à 37 °C. Les plaques ont été lavées avec du PBS et lues pour la présence ou l'absence de la 

protéine N à l'aide d'un microscope à fluorescence DMI8 Leica.  

 Dose réponse / EC50 / EC90 

L'efficacité antivirale du Remdesivir sur les souches de SARS‐CoV‐2 a été évaluée en 

déterminant la concentration efficace à 50 % (CE 50) comme précédemment décrit 

dans  (Touret et al. 2020). La veille des infections, des cellules VeroE6 (5 × 104) contenues 

dans 100 µl de milieu (contenant 2,5 % de FCS) ont été déposées dans des plaques à 96 puits. Le 

lendemain, le composé Remdesivir (BLDPHARM, Shanghai, Chine) a été dilué au ½ huit fois 

de suite (de 20 à 0,15 µM) et ajouté aux cellules (25 µl/puits). Chaque dilution a été réalisé en 

triplicats. Quatre puits de contrôle du virus (sans composé) ont été complétés avec 25 μL de 
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milieu. Après 15 min, 25 μL d'un mélange de virus calibré dilué dans du milieu ont été ajoutés 

à chaque puits. A l’exception de 4 puits de contrôle cellulaire (c'est-à-dire sans virus et sans 

composé) qui ont été complétés avec 25 μL de milieu de dosage. Les quantités de DMSO (< 

0.1%) étant négligeables et n’ayant aucun impact ni sur la viabilité cellulaire ni sur la réplication 

virale, le composé n’a pas été rajouté dans les différents contrôles. Les plaques ont été incubées 

pendant 2 jours à 37 °C avant la quantification du génome viral par qRT-PCR en temps réel 

comme décrit précédemment. Pour les expériences de fluorescence, les plaques ont été 

analysées après avoir retiré le milieu surnageant, lavées deux fois avec du PBS et fixées pendant 

2 h avec du PFA (4%) puis lues à l’aide du ® S3 Live‐Cell Analysis Systems (Sartorius) selon 

les instructions du fabricant, avec un temps d'acquisition de 800 ms pour le canal rouge. Les 

intensités de fluorescence de plusieurs zones ont été obtenues à l'aide du logiciel Incucyte 

2020B (Sartorius). Les courbes dose-réponse ont été générées à l'aide de GraphPad Prism 7.00 

avec une régression linéaire à quatre paramètres. L’EC50 a été estimée en utilisant une 

interpolation logarithmique également avec GraphPad Prism 7.00. Cette expérience a été 

réalisée en deux répétitions biologiques et chaque expérience a été réalisée en triplicat. 

 Cinétique de croissance  

Des infections à des multiplicités d'infection (MOI) de 0,001 et 0,01 ont été réalisées à l'aide de 

cellules VeroE6 ou AK‐D sous-confluentes pour le SARS‐CoV‐2 et le FeCoV, 

respectivement. Les cellules ont été lavées deux fois (HBSS) à 4 et 1 h post-infection par le 

SARS‐CoV‐2 et le FeCoV, respectivement, et du milieu frais a été ajouté. Les milieux de 

surnageant cellulaire ont été échantillonnés toutes les 12 h pendant 48 h, clarifiés par 

centrifugation, aliquotés et stockés à -80 ° C. Ils ont ensuite été analysés à l'aide du test RT‐

qPCR comme décrit ci-dessus. 

Une MOI de 0,01 a été utilisé pour infecter une flasque de culture de 12,5 cm2 de cellules 

MARC-Sn confluentes avec l'isolat obtenu avec ISA ou le PRRSV d’origine. Les cellules ont 

été lavées deux fois (HBSS) 1 h après l'infection et 4 ml de milieu ont été ajoutés. 400μL de 

surnageant cellulaire ont été prélevés toutes les 12 h jusqu'à 72 h après l'infection, clarifiés par 

centrifugation, aliquotés et stockés à - 80 ° C. Ils ont ensuite été analysés en utilisant le test RT-

PCR en temps réel ou le test TCID 50 comme décrit ci-dessus. 

Des infections à des multiplicités d'entrée de 0,01 et 0,1 ont été réalisées à l'aide de cellules 

BHK-21 sous-confluentes pour le TBEV. Les cellules ont été lavées deux fois (HBSS) à 2h 

post-infection et du milieu frais a été ajouté. Les milieux de surnageant cellulaire ont été 
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échantillonnés à 6H puis toutes les 24 h pendant 72h, clarifiés par centrifugation, aliquotés et 

stockés à -80 ° C. Ils ont ensuite été analysés à l'aide du test RT‐qPCR comme décrit ci-dessus. 

 Criblage primaire de la banque de molécules Prestwick (1520 composés) 

La chimiothèque Prestwick, comprenant 1520 composés ayant tous déjà reçu une autorisation 

de mise sur le marché, a été criblée avec la souche de TBEV fluorescente mCherry comme 

décrit dans (Touret et al. 2020). Des cellules BHK-21 contenues dans 100 µl de milieu 

(contenant 2,5 % de FCS) ont été déposées dans des plaques 96 puits. Le lendemain, nous avons 

dilué en série de 2 fois chaque antiviral puis ils ont été ajouté aux cellules (25 µl/puits, dans du 

milieu de dosage) pour obtenir une concentration finale en molécule de 10µM. Six puits de 

contrôle du virus ont été complétés avec 25 μL de milieu (VC). Après 15 min, 25 μL d'un 

mélange de virus calibré dilué (1/100e) dans du milieu ont été ajoutés à chaque puit. Huit puits 

de contrôle cellulaire(CC) (c'est-à-dire sans virus) ont été complétés avec 25 μL de milieu. Sur 

chaque plaque un composé contrôle le NITD008 ayant une activité pan-Flaviviruses (Yin et al. 

2009) a été déposé en duplicat à 10µM.  Les 19 plaques ont été incubées pendant 2 jours à 37 

°C. Les plaques ont été analysées après avoir retiré le milieu surnageant, lavé deux fois avec du 

PBS et fixé pendant 2 h avec PFA (4%).  

La lecture a été effectuée avec le ® S3 Live‐Cell Analysis Systems (Sartorius) selon les 

instructions du fabricant, avec un temps d'acquisition de 800 ms pour le canal rouge. Les 

intensités de fluorescence de chaque puits ainsi que leur confluence ont été obtenues à l'aide du 

logiciel Incucyte 2020B (Sartorius). Du ratio intensité de fluorescence/ confluence (Ifc) nous 

avons d’abord soustrait dès la valeurs des Ifc CC aux valeurs puis des pourcentages d’inhibition 

ont été calculés : . L’indice d’inhibition est le ratio entre 

le pourcentage d’inhibition d’un échantillon/pourcentage d’inhibition du composé NITD008. 

Les composés ayant un indice d’inhibition >1 sont plus actifs que le composé NITD008 dans 

ce système et sont considérés comme des succès (« Hits »). 

 

 Séquençage 

Le séquençage a été effectué à partir du milieu de surnageant de culture cellulaire issu des 

passages post-transfection pour déterminer les séquences entières du génome viral et s'assurer 

qu'il n'y a pas de dérive dans la séquence consensus. L'extraction de l'acide nucléique a été 
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réalisée à l'aide de la machine EZ1 advanced XL (Qiagen) avec le kit EZ1 Virus Mini v2.0 

(Qiagen). Une qRT-PCR en temps réel a été réalisé comme décrite précédemment pour 

confirmer la présence de copie d’ARN dans les échantillons.  

Une amplification par RT-PCR a ensuite été réalisé et les produits ont été envoyé à la plateforme 

de séquençage NGS. Le kit utilisé est le SuperScript™ IV One‐Step RT‐PCR System 

(ThermoFisher Scientific). Les séquences d'amorces utilisées pour amplifier le génome entier 

sont disponibles dans les tableaux V, VI, VII, VIII. Les produits de RT-PCR ont été purifiés 

(Monarch ®Kit de nettoyage PCR et ADN ; New England Biolabs) et mélangés dans des 

proportions équimolaires. Après quantification de la concentration d’ADN au Qubit 

(Qubit ®dsDNA HS Assay Kit) et au fluorimètre Qubit 2.0 (ThermoFisher Scientific), les 

amplicons ont été soniqués pour produire des fragments de 200 pb environ.  

 La plateforme séquençage à procéder comme suit :  les bibliothèques ont été construites en 

ajoutant des codes-barres, pour l'identification des échantillons et des amorces spécifiques, à 

l'ADN fragmenté à l'aide du système AB Library Builder (Thermo Fisher Scientific). Pour 

regrouper les échantillons possédant un code-barres dans des proportions équimolaires, une 

étape de quantification a été effectuée à l'aide d'une PCR en temps réel avec le kit de 

quantification Ion Library TaqMan™ (Thermo Fisher Scientific). 

 La PCR en émulsion des échantillons réunis et le chargement sur une puce 530 ont été réalisés 

à l'aide de l'instrument automatisé Ion Chef (ThermoFisher). Le séquençage a été réalisé à l'aide 

de la technologie S5 Ion torrent v5.12 (Thermo Fisher Scientific) en suivant les instructions du 

fabricant. La séquence consensus a été obtenue après découpage des lectures (les lectures avec 

un score de qualité < 0,99, une longueur < 100 pb ont été supprimées et les 30 premiers et 

derniers nucléotides ont été supprimés des lectures) et la cartographie des lectures sur une 

référence (déterminée après l'explosion de De Novo contigs) à l'aide du logiciel CLC genomics 

workbench v.20 (Qiagen). Des contigs de novo ont été produits pour s'assurer que la séquence 

consensus n'était pas affectée par la séquence de référence. Les mutations avec des fréquences> 

50% dans les lectures de séquençage ont été définies comme des mutations majoritaires. Des 

mutations avec des fréquences comprises entre 5 et 50 % dans les lectures de séquençage ont 

été identifiées et considérées comme des mutations minoritaires. 
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Tableau V : Position et séquence des amorces spécifiques utilisées pour l’amplification du génome de FeCoV 
dans le surnageant cellulaire.  

 

Tableau VI : Position et séquence des amorces spécifiques utilisées pour l’amplification du génome de PRRSV 
dans le surnageant cellulaire. 

 



66 
 

Tableau VII : Position et séquence des amorces spécifiques utilisées pour l’amplification du génome de TBEV 
Hypr dans le surnageant cellulaire. 

 
Tableau VIII : Position et séquence des amorces spécifiques utilisées pour l’amplification du génome du 
SARS-CoV-2 dans le surnageant cellulaire. 
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 Analyse statistique  

La corrélation entre la fluorescence et les titres d’anticorps neutralisants (nAbs) a été 

déterminée à l'aide d'un modèle de régression non linéaire dans le logiciel Prism 7 

(GraphPad). Le coefficient de corrélation de Pearson (R2) et la valeur P ont été calculés en 

utilisant les paramètres par défaut du logiciel Prism 7.00. L'analyse statistique et la 

représentation graphique ont été réalisées à l'aide de GraphPad Prism 7.00. Les valeurs P ≤ 0,05 

ont été considérées comme statistiquement significatives. 
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Résultats 
 

 FeCoV et SARS-CoV-2 (Mélade, Piorkowski, Touret, et al. 2021) 

1. Principes généraux  

Afin de générer des Coronavirus en utilisant la méthode ISA, nous avons conçu 8 fragments 

d’ADN chevauchant couvrant l’intégralité du génome du virus ciblé. Ces fragments, d’environ 

4kb, ont par la suite été amplifiés puis transfectés sur une coculture de cellule BHK-21 et Vero-

E6 ou FeA pour le SARS-CoV-2 et le FeCoV respectivement. Les passages ont été réalisés sur 

Vero-E6- ou FeA seulement. En apportant des modifications ciblées dans la séquence de 

certains de ces fragments, nous avons rapidement pu générer des souches virales modifiées.    

 

I. Génération FeCoV 

 

Initialement, nous avons souhaité évaluer la robustesse de la méthode ISA avec un pathogène 

animal strict possédant un grand génome, le FeCoV. En effet, nous voulions nous confronter et 

nous familiariser avec les particularités de virus possédant un si grand génome. Ces premières 

expérimentations nous ont permis de décider du nombre de fragments appropriés pour couvrir 

l’intégralité du génome, mais également où placer stratégiquement les modifications 

génomiques souhaitées. Une fois la partie construction in silico réalisée, nous avons pu 

appliquer la méthode ISA. Il a toutefois fallu l’optimiser afin de réussir à obtenir des « succès » 

de transfection. Pour cela, nous avons étudié et amélioré le mode de production des fragments 

d’ADNc transfectés, la purification de ceux-ci, mais également les cellules utilisées (leur 

confluence et leur ratio optimum dans les coculture) et pour finir les différents temps 

d’incubations entre transfection et passage ou passage et passage. Tout cela nous a permis de 

maîtriser les paramètres impliqués dans la génération d’un coronavirus par ISA. Ceci nous a 

permis par la suite de pouvoir l’appliquer rapidement à un pathogène humain de la même 

famille le SARS-CoV-2, lors de son émergence. A la suite de toutes ces étapes de mise au point, 

nous avons réussi à générer un FeCoV « sauvage » ISA (Figure 21). Nous avons pu observer 

des ECP 48 h après l’infection du premier passage post-transfection.  



69 
 

 

Figure 21 : Méthode ISA pour générer le FeCoV. 
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II.Génération de SARS-CoV-2 

 

Une fois la souche « sauvage » de FeCoV ISA obtenu et les paramètres de transfection fixés, 

nous avons pu appliquer la méthode pour générer des souches de SARS-CoV-2. Une souche 

« sauvage » européenne, une souche « Wuhan D614 » avec une mutation sur la protéine Spike 

et une souche « mCherry » fluorescente (Figure 22).  

 

Figure 22 : Méthode ISA utilisée pour obtenir les SARS-CoV-2 recombinants. 
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a. Génération SARS-CoV-2 ISA européen 

Nous avons dans un premier temps obtenu une souche clinique de SARS-CoV-2 européen 

(Lignage B.1 Spike D614G) que nous avons remis en culture, caractérisée puis séquencée. Cette 

souche et ses caractéristiques biologiques serviront de référence pour le reste de l’étude. Nous 

avons donc conçu puis fait synthétisé de novo des fragments d’ADN recouvrant la totalité du 

génome de cette souche afin de l’obtenir par génétique inverse avec la méthode ISA. Au premier 

passage post-transfection, nous avons observé des ECP dans les puits 48 h après l’infection. 

Confirmant ainsi que nous avions bien généré une souche avec la méthode ISA et qu’elle 

semblait se comporter de la même manière, in vitro, que la souche clinique avec la présence 

d’ECP 48 h post-infection.  

 

b. Génération de la souche D614 SARS‐CoV‐2 

Au moment où nous avons généré la souche européenne par ISA de SARS-CoV-2, un certains 

nombres de publications ont montré que notre souche possédait une mutation dans la Spike 

modifiant les propriétés biologiques virales (Hou et al. 2020; Plante et al. 2021). Nous avons 

donc voulu tester notre méthode pour voir si nous étions capables de générer la souche originale 

Wuhan D614. Pour ce faire, nous avons remplacé la Glycine par un Acide aspartique en position 

614 de la séquence originale de la protéine Spike (Fragment 7) et avons effectué la méthode 

ISA en utilisant ce fragment d'ADN modifié synthétisé de novo. Nous avons réussi à récupérer 

des particules infectieuses de la souche SARS-CoV-2 ISA D614 cinq jours après la transfection 

sur des cellules BHK-21 et deux passages sur cellules VeroE6. La réplication virale a été 

confirmée par la présence d’ECP.  

 

c.  Génération d'un SARS‐CoV‐2 fluorescent 

Par la suite, nous avons voulu générer une souche SARS-CoV-2 D614 possédant une protéine 

fluorescente rouge (mCherry). Pour cela, nous avons supprimé la région 3a, qui avait été 

précédemment décrite comme non-essentiel à la réplication in vitro et en modèle murin  (Yount 

et al. 2005), et l’avons remplacé par la séquence de la protéine mCherry (position 25 392–

26 221) en aval de la séquence régulatrice de l’ORF3a. Nous avons donc appliqué la méthode 

ISA et avons observé des ECP 48h après l’infection du premier passage post-transfection. Une 
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fois la souche SARS-CoV-2 mCherry obtenue nous avons réalisé 5 passages sur cellule Vero-

E6 afin d’évaluer la stabilité de la construction, c’est-à-dire la présence du gène rapporteur 

fluorescent mCherry après de multiples passages. Nous l’avons confirmé par électrophorèse sur 

gel des produits de RT-PCR (Figure 23) et séquençage NGS, et nous n’avons observé aucune 

mutation ou délétion par rapport au fragment synthétisé.  

 

Figure 23 : Image de l’électrophorèse sur gel du gène rapporteur mCherry de la souche ISA D614 
mCherry SARS-CoV-2. 

 

2. TCID50 

Une fois toutes les souches ISA générées, nous sommes passés à leurs caractérisations 

biologiques. Nous avons donc évalué, 48 h après infection, le titre infectieux, la quantité d’ARN 

et avons procédé à une observation au microscope pour la présence d’ECP. Nous avons réuni 

les résultats et ainsi que les différents paramètres de l’expérimentation dans le tableau IX. A 

savoir les lignées cellulaires utilisées pour les souches cliniques et ISA de SARS‐CoV‐2 et 

FeCoV, la présence ou l'absence d'effet cytopathique (ECP), la quantification de l'ARN du virus 

obtenue par RT‐qPCR en temps réel et les titres infectieux dans le surnageant cellulaire 

(TCID50) après deux passages. Chaque expérience a été réalisée en triple (N = 3). Tous les virus 

ont montré des ECP 48 h après l’infection. Dans cette expérience et dans ces conditions, les 

souches obtenues en ISA ont montré des titres et quantité d’ARN viraux plus faible que les 

souches cliniques. 
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Tableau IX : Caractérisation in vitro des SARS-CoV-2 et FeCoV recombinants. Le titre infectieux de 
TCID50 a été exprimé en log10 TCID50/ml et la quantité de copies d'ARN a été exprimée en log10 
copies/ml. 

 
   

3. Séquençage 

Nous avons ensuite réalisé une électrophorèse sur gel de l’amplification des gènes codant pour 

les protéines de la Spike, la nucléocapside, la membranaire et de l’enveloppe de l’ensemble des 

souches de SARS-CoV-2. Aucune différence n’a été relevée (Figure 24).  

 

Figure 24 : Image de l’électrophorèse sur gel des gènes codants pour les protéines S, N, M, E des 
souches de SARS-CoV-2. 

 

Le séquençage complet du génome de l’ensemble des souches a été réalisé. Il a indiqué : 

  
Lignée cellulaire 

Transfection    Passage 
ECP 

Quantité d’ARN 

viral 

Titres 

infectieux 

SARS-

CoV-2 

 
 
 

 

Clinique “Européen”  - VeroE6 Yes 7.1 +/- 0.2 7.6 +/- 0.1 

ISA “Européen”   
BHK-21 + 

VeroE6 
VeroE6 Yes 5.5 +/- 0.4 5.5 +/- 0.4 

ISA D614 
BHK-21 + 

VeroE6 
VeroE6 Yes 6.8 +/- 0.5 6.0 +/- 0.2 

  ISA D614  mCherry 
BHK-21 + 

VeroE6 
VeroE6 Yes 5.6 +/- 0.2 5.8 +/- 0.4 

FeCoV 

Clinique  - FeA Yes 7.6 +/- 0.2 7.2 +/- 0.2 

ISA  
BHK-21 + 

FeA 
FeA Yes 6.7 +/- 0.5 5.8 +/- 0.6 
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‐ Pour la souche FeCoV ISA, après deux passages sur cellules FeA, nous n’avons détecté 

aucune mutation. 

‐ Pour les souches de SARS-CoV-2 après deux passages dans des cellules VeroE6 :  

 Pour la souche ISA « européen » : une seule mutation majoritaire synonyme 

(position 18 538, C → A) et une mutation minoritaire non synonyme (position 27 

444, C → T, fréquence : 10 %) 

 Pour la souche ISA D614 : aucune mutation majoritaire dans la séquence consensus 

et trois mutations minoritaires (position 14 290, C → T, fréquence : 8 % ; position 

16 110, A → C, fréquence : 17 % ; position 28 663, C → T, fréquence : 5 %) 

 Pour la souche « mCherry » : une mutation majoritaire synonyme (position 1 871, 

A → G) et une mutation minoritaire silencieuse (position 283, G → T, fréquence : 

10 %) et une minoritaire non silencieuse (position 7 789, C → T, fréquence : 11 %)   

    

4. Cinétique de réplication  

Pour réaliser la cinétique de réplication, nous avons infecté des cellules FeA ou Vero-E6, à une 

MOI de 0.01 ou de 0.001 pour le FeCoV et le SARS-CoV-2 respectivement. Ensuite, nous 

avons récolté toutes les 12 h après l’infection le surnageants des cellules afin de déterminer la 

charge d’ARN viral et le titre infectieux. Concernant les souches FeCoV, aucune différence 

significative n’a été mise en évidence entre la souche clinique et la souche ISA. Le même 

résultat a été observé après la comparaison entre les souches de SARS-CoV-2 « européen » 

clinique et ISA et entre les souches SARS-CoV-2 D614 et D614 mCherry. Pour ce qui est de 

la souche SARS-CoV-2 D614 et la souche « européenne » ISA, nous avons constaté des 

différences significatives dans les 3 premières collectes de surnageants. En particulier à 12 h et 

24 h pi. Néanmoins, au point final de la collecte, aucune différence significative n’a été observé 

pour l’ensemble des souches. Chacune de ces expériences a été réalisée en triplicat et les 

résultats sont présentés dans la figure 25.  
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Figure 25 : Cinétique de réplication virale des souches clinique et ISA. 

Les données sont représentées par la moyenne ± SD (indiquée par les barres d'erreur). (N = 3). Des analyses 

statistiques ont été effectuées avec une ANOVA à deux voies pour les comparaisons multiples avec le test de 

Sidak. Des comparaisons statistiques ont été effectuées entre les souches cliniques européennes du SARS‐CoV‐2 

et les souches européennes ISA, les souches européennes ISA et ISA D614, les souches ISA D614 et mCherry 

D614, et entre les souches cliniques FeCoV et ISA. Les valeurs P > 0,05 sont considérées comme non significatives 

et ne sont pas affichées sur le graphique. Les symboles ***, ** et * indiquent que les titres infectieux et la charge 

virale de la souche ISA D614 est significativement différente de celle de la souche européenne ISA avec des 

valeurs P < 0, 0001, < 001 et ≤ 0,05, respectivement. 

 

5. Tests de neutralisation et antiviraux utilisant le SARS-CoV-2 D614 mCherry 

Nous avons développé un test de séroneutralisation basé sur la lecture de la fluorescence de la 

souche SARS‐CoV‐2 D614 mCherry comme marqueur de la réplication virale. Pour le valider 

nous l’avons comparé à la procédure de référence qui a aussi été développée au laboratoire et 

basée sur la lecture des ECP au microscope (Gallian et al. 2020). Afin de vérifier que la 

fluorescence correspondait à la présence d’ECP nous avons infecté, avec une MOI de 0.05, des 

cellules VeroE6 soit avec la souche SARS-CoV-2 D614 ISA soit avec la souche D614 ISA 

mCherry et les avons comparés à un témoin négatif. Nous avons observé de la fluorescence 
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correspondant au mCherry, ainsi qu’un effet cytopathique dans les puits infectés par la D614 

ISA mCherry. Les puits infectés avec la souche D614 ISA ne montrent pas de fluorescence, 

mais des ECP alors que les puits négatifs ne montrent aucun des deux (Figure 26). 

 

Figure 26 : Analyse par microscopie à fluorescence des souches ISA D614 et ISA D614 m Cherry de 
SARS-CoV-2. Barre d’échelle 200µm. 

 

Pour réaliser ce test de neutralisation, nous avons utilisé 23 sérums humains qui avaient été 

collectés durant la pandémie de la COVID-19. Ces sérums ont ensuite été dilués au ½ cinq fois 

de suite et incubés, avant infection, soit avec la souche ISA D614 soit avec ISA D614 mCherry. 

5 jours après l’infection, les titres d’anticorps neutralisant (nAb) ont été évalués. Les titres de 

nAb correspondent à la dilution la plus élevés inhibant la production d’ECP distinct avec la 

souche ISA D614 ou la fluorescence avec la souche D614 mCherry. Nous avons observé un 

comportement similaire des sérums entre la procédure standard basée sur la présence d’ECP et 

les tests basés sur la fluorescence. En effet, les 18 sérums présentant une neutralisation, ne 

montraient aucun ECP en lecture standard et aucune fluorescence contrairement aux 5 sérums 

négatifs présentant soit des ECP soit de la fluorescence selon la souche. De plus, nous avons 

également observé une corrélation significative entre les deux méthodes avec les titres de 

séroneutralisation obtenus sur toute la gamme de dilutions (P < 0,0001) ainsi qu’un coefficient 

de Pearson proche de 1 (R2 = 0,8894). Nous avons noté une augmentation de la fluorescence 

inversement proportionnelle à la quantité d’anticorps démontrant que notre souche ISA D614 

mCherry de SARS-CoV-2 était utilisable pour ce genre de test (Figure 27). 
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Figure 27 : Corrélation entre les titres d'anticorps neutralisants (nAb) réalisés avec les souches ISA 
D614 et D614 mCherry du SARS‐CoV‐2 

A - Chaque point noir représente les résultats d'un nombre donné de sérums. Les analyses statistiques ont été 

réalisées par régression linéaire uni-variée. La bande d'erreurs (en gris) représente l'intervalle de confiance à 95 % 

de la droite de régression. B - Courbes de neutralisation représentatives du test basé sur la fluorescence en fonction 

de la dilution des nAbs. La courbe dose-réponse générée à l’aide d’une méthode de régression non linéaire à quatre 

paramètres et les atn ont été calculés dans le logiciel Prism 7.0. Pour les échantillons de sérum négatifs, une valeur 

arbitraire de 10 a été attribuée (seuil de détection pour les deux méthodes). 
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Par la suite, nous avons évalué la souche SARS-CoV-2 D614 mCherry pour réaliser un test 

antiviral basé sur un principe similaire que le précédent. Le composé Remdesivir étant 

largement décrit dans la littérature pour inhiber la réplication virale in vitro du SARS-CoV-2 

(Touret et al. 2020; M. Wang et al. 2020) nous avons décidé de l’utiliser comme référence pour 

notre preuve de concept. Pour déterminer la concentration efficace à 50% (EC50) nous avons 

mesuré la fluorescence ou l’ARN viral dans des cellules VeroE6, en présence de concentrations 

décroissantes de Remdesivir. A partir de ces relevés, nous avons calculé des pourcentages 

d’inhibition par rapport au virus seul et construit la courbe de dose-réponse (Figure 28). 

 

Figure 28 : Activité antivirale du remdesivir sur le SARS‐CoV‐2 dans les cellules VeroE6. 

Les données sont représentées par la moyenne ± SD (indiquée par les barres d'erreur). (N=3) 

Nous avons ensuite comparé l’EC50 aux valeurs obtenues par les souches ISA testées selon une 

procédure standard reposant sur la quantification de la charge d’ARN virale dans le surnageant. 

Les EC50 que nous avons obtenus sont très similaires entre les souches D614 et D614 mCherry. 

Nous avons obtenu un EC50 de 0,74 ± 0,05 µM pour la souche ISA D614 mCherry et un EC50 

de 1 ± 0,31 µM pour la souche ISA D614. Ces valeurs sont également parfaitement cohérentes 

avec celles de la littérature. De plus, les valeurs sont parfaitement cohérentes avec les 

observations de la fluorescence au microscope, à savoir une diminution voire une absence de 

fluorescence aux doses de remdesivir supérieur à l’EC50 estimée (Figure 29). Notre méthode 

de mesure de la fluorescence comme marqueur de l’inhibition virale en présence de remdesivir 

semble donc pertinente.  
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Figure 29 : Fluorescence du SARS‐CoV‐2 mCherry dans des cellules VeroE6 avec différentes 
concentrations de Remdesivir. Barre d'échelle, 200 µm.  
 

6. Discussion 

Dans cette étude, nous avons pu mettre en évidence que la méthode de génétique inverse ISA 

pouvait être un outil précieux pour déchiffrer et analyser les propriétés biologiques de virus de 

grandes tailles, tels que les coronavirus animaux ou humains. Mais aussi, de définir les 

mécanismes qui sont à la base d’émergence virale, d’adaptation à l’hôte ou encore permettre le 

développement de stratégies thérapeutiques. L’étude et le développement de techniques de 

production de clones infectieux de Coronavirus remontent à avant l’émergence du SARS-CoV-

2 (Yount et al. 2003; Curtis et al. 2004; Rockx et al. 2007; Donaldson et al. 2008; Scobey et al. 

2013). C’est pourquoi il a été rapide de les appliquer avec succès à ce pathogène. (Thi Nhu 

Thao et al. 2020; X. Xie, Muruato, Lokugamage, et al. 2020; Rihn et al. 2021). Toutefois, pour 

ces techniques, il est nécessaire de cloner le génome viral complet dans un plasmide bactérien. 

Cette étape est supprimée dans la méthode ISA puisque la recombinaison de l’ADNc et sa 

transcription se déroule directement au sein de la cellule. De plus, cette méthode ne nécessite 

pas de modifier le génome par l’ajout d’un site de restriction Ainsi, aucun site de restriction ou 

autre modification génomique n'est nécessaire. Cette méthode a initialement été développée et 

est habituellement utilisée pour générer des virus à ARN de polarité positif de petite taille (<15 

kb) tels que des Alphavirus, Entérovirus ou encore des Flavivirus (Aubry, Nougairède, Gould, 
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et al. 2015; Atieh et al. 2017). Dans ce cas, le nombre de fragments d’ADNsg nécessaire pour 

recouvrir l’intégralité du génome se limite à trois. Nonobstant, pour les Coronavirus, il a été 

nécessaire d’utiliser huit fragments ADNsg se chevauchant pour obtenir des virus « sauvages » 

ou mutés.   

Il est bon de souligner, qu’à notre connaissance, que l’évaluation de la recombinaison in cellulo 

d’autant de fragments n’avait pas été réalisé et que la génération de virus de cette taille par une 

méthode comme ISA n’avais jamais été réalisée. Un de nos objectifs était donc de déterminer 

si le nombre de fragments transfectés et la taille du génome étaient des paramètres limitants de 

la méthode ISA ou s’il était possible d’obtenir un virus avec un si grand nombre de fragments. 

Les principales contraintes de la recombinaison d’ADNc viral de génome entier sont à la fois 

que les tous les fragments recouvrant ce génome doivent pénétrer au sein de la même cellule ; 

mais aussi qu’une fois à l’intérieur, ils se recombinent ensemble et dans le bon sens. 

Evidemment, il faut prendre en compte que la probabilité qu’une seule cellule reçoive en même 

temps tous les fragments lors de la transfection, diminue lorsque leur nombre augmente. Pour 

prendre en compte ce facteur stochastique lors de la production virale avec la méthode ISA, 

l’utilisation de plaque de culture cellulaire de 96 puits peut permettre d’augmenter les 

« succès » de transfection ou d’infection tout en économisant la quantité nécessaire d’ADNc de 

chaque fragment (env. 30 ng de chacun). En effet plus on transfecte un nombre de puits élevé 

plus la chance d’avoir un puits ou toutes les conditions sont réunis augmente. Plusieurs études 

ont établi qu’après un certain nombre de passage en cellules n’exprimant pas TMPRS22 des 

délétions étaient possible dans la séquence de la protéine Spike, en particulier dans le site de 

clivage de la furine, du SARS-CoV-2  (Liu et al. 2020). C’est pourquoi nous avons voulu évalué 

la conservation de nos constructions génomiques, en procédant à trois passages supplémentaires 

sur des cellules VeroE6. Cette évaluation a montré une structure génomique conservée pour 

chacune des souches. Des travaux récents ont montré que l'utilisation de VeroE6-TMPRSS2 ou 

Calu-3 permettait d’éviter ces possibles délétions dans le site furine de la Spike (Hoffmann et 

al. 2020; Matsuyama et al. 2020). 

La mutagenèse dans un site particulier du génome peut être réalisée sur seulement un fragment 

d’un système de génétique inverse déjà existant. Ce fragment modifié peut alors être 

directement utilisé dans la méthode ISA en remplaçant l’ancien fragment dans le système déjà 

fonctionnel et optimisé. Cela permet l’exploitation rapide de ce « nouveau » système pour 

comprendre les processus impliqués dans la transmission, la pathogenèse, l’évolution ou encore 

les interactions entre les virus et leurs hôtes (J.-M. Wang, Wang, et Shi 2008; Korber et al. 
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2020). Pour la preuve de concept, nous avons généré une souche de SARS-CoV-2 ISA D614 

possédant une mutation sur sa protéine Spike, à partir d’un système existant, mais en concevant 

et mutant un seul fragment. Cependant, nous avons observé que la cinétique de réplication de 

la souche ISA D614 était plus lente que la souche clinique G614 (« européen »). Cette 

différence n’est pas surprenant et pouvait être attendue car elle a été décrite dans une publication 

récente (Plante et al. 2021). 

L’intérêt de l’utilisation de virus fluorescent, dans des tests de neutralisation ou d’antiviraux, a 

largement été validé puisque la présence de la séquence rapportrice fluorescente permet une 

analyse directe de la réplication virale. (Hou et al. 2020; X. Xie, Muruato, Zhang, et al. 2020). 

En effet, ces virus fluorescents sont des outils de valeur pour pouvoir caractériser des molécules 

antivirales de petites tailles puisqu’ils permettent d’analyser directement les résultats sans 

nécessité la quantification du matériel génétique ou infectieux. Dans nos travaux, nous avons 

inséré une séquence exogène codant pour la protéine mCherry à la place de l’ORF3a. Le virus 

généré était réplicatif et stable avec une fluorescence détectable deux jours après l’infection. 

De plus, la séquence rapportrice est restée stable pendant 5 passages dans des cellules VeroE6 

comme cela avait déjà été démontré (Rihn et al. 2021). C’est pourquoi nous pouvons affirmer 

qu’un tel virus fluorescent permettrait de faciliter et de simplifier les tests de neutralisation ou 

de criblage de molécules antivirales in vitro à haut débit. Nous avons prouvé que les tests de 

neutralisation réalisés in vitro avec la souche de SARS-CoV-2 ISA D614 mCherry et des 

sérums contenant ou non des anticorps dirigés contre le SARS-CoV-2 ; ou avec le composé 

antiviral Remdesivir, montraient des résultats similaires que ceux réalisés avec la souche 

clinique ou les techniques standards. Nous pouvons donc conclure que ces procédures 

innovantes offrent des possibilités nouvelles pour développer des plateformes d’étude de séro-

épidémiologie robustes à haut débit et faible coût. Tout comme pour les tests de neutralisation, 

l’application du virus ISA D614 mCherry peut être étendue au criblage et à la détermination 

d’EC50 de composés antiviraux en toute sécurité. Il faut également noter qu’au vu de la grande 

capacité d’accumulation de mutations au niveau de la Spike du SARS-CoV-2 il faudra être 

prudent sur l’utilisation d’un système basé sur des souches ancestrales, le système actuel pourra 

être utilisé pour cribler des banques de molécules, par exemple, bloquant la synthèse d’ARN 

viraux comme le remdesivir ou alors pour déterminer des titres d’anticorps neutralisant post-

vaccination dans de grandes cohortes.  
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 PRRSV (Mélade, Piorkowski, Bouzidi, et al. 2021) 

La stratégie suivante a été appliquée pour la preuve de concept de l’utilisation de la méthode 

ISA pour la génération de PRRSV (Figure 30). 

 

Figure 30 : Méthode ISA utilisée pour générer des virus PRRSV ISA (BioRender.com). 

1. Alignement et analyse phylogénétique  

Tout d’abord, nous avons réalisé les analyses phylogénétiques basées sur l'ORF5 de l’isolat 

d’origine. Pour cela, nous avons extrait une cinquantaine de séquences de PRRSV de la banque 
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de données du centre américain pour les informations biotechnologiques (NCBI). Nous avons 

ensuite effectué un alignement de toutes ces séquences pour effectuer une reconstruction 

phylogénétique (Figure 31). L’arbre phylogénétique généré a mis en évidence que notre isolat 

était regroupé dans la lignée 8. C’est dans cette même lignée que se ramifient des souches HP-

PRRSV déjà décrites (Figure 31). 

 

Figure 31 : Arbre phylogénétique basé sur PRRSV ORF5.La séquence de l'isolat d'origine dans cette 
étude a été marquée en rouge gras. Chaque lignage était indiqué à droite. Les souches HP-PRRSV 
sont surlignées en jaune. 
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2. Génération du virus 

Dans le but d’optimiser la génération du virus et sa réplication dans les cellules MARC-Sn, 

nous avons décidé de passer notre isolat 5 fois dans ces cellules. Nous avons ensuite comparé 

la séquence initiale et la séquence au cinquième passage pour voir si nous pouvions observer 

des mutations d’adaptation virale à cette lignée cellulaire. Nous avons observé un total de six 

mutations non synonymes et une mutation synonyme située dans les régions codantes 

ORF1a/1ab, GP3 et GP4 du génome (Tableau X). 

Tableau X : Séquençage complet de l'isolat original de PRRSV. Caractéristiques des mutations 
apparues entre le premier et le cinquième passage.  

Position sur le 
génome 

(nucléotide) 
Région 

Position sur le 
génome (Acide 

aminés) 

Changement de 
nucléotide 

Changement 
d'acide-aminé 

3012 ORF1a (nsp2) 941 G → T M → I 

3055 ORF1a (nsp2) 956 A → G S → G 

10,717 ORF1ab (nsp10) 1044 T → G I → S 

12,71 GP3 247 T → C L → S 

13,265 GP3 43 G → A D → N 

13,561 GP4 141 C → T – 

13,783 GP4 33 A → G N → S 
 

Nous avons donc basé notre système de génétique inverse, composé de 4 fragments d’ADN 

chevauchants, sur cette séquence au cinquième passage. Après avoir produit ces fragments par 

PCR, et vérifié leur taille et leur intégrité sur gel (Figure 32) nous les avons transfectés dans 

une coculture de cellules BHK-21 et MARC-Sn.  Dans chacune des transfections, deux 

contrôles négatifs ont été intégrés, pour le premier, seuls 3 fragments d'ADNc sur 4 ont été 

transfectés, pour le second, aucun fragment d’ADNc n'a été transfecté. Avant l'interprétation, 

nous nous sommes assuré que les puits des témoins négatifs ne présentaient aucun ECP.  

 

Figure 32 : Image du gel des fragments de PRRSV après PCR. 
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Après 5 jours post-transfection, nous avons réalisé 2 passages sur MARC-Sn en respectant un 

temps d’incubation de 72h entre chaque passage. La présence de particules virales infectieuses 

a été confirmée par la présence d’ECP ainsi que la détection de la protéine de nucléocapside 

par immunofluorescence indirecte (Figure 33A et B) pour l’isolat d’origine et la souche ISA. 

De plus nous avons confirmé ces observations par la mesure de la quantité d’ARN viral et du 

titre infectieux présent dans le surnageant (7,0 +/- 0,1 log10 copies par mL et 5,3 +/- 0,4 

log10 TCID50 par mL respectivement) (Tableau XI). Chaque expérience a été réalisée trois fois 

à l'exception du séquençage NGS.  

 

Figure 33 : Analyse par microscopie de l'isolat d’origine et de la souche ISA du PRRSV sur des 

cellules Marc-Sn. Les cellules Marc-Sn ont été infectées avec une MOI de 0,01 avec l'isolat d'origine, 

la souche ISA ou une fausse infection. L'effet cytopathique (A) et le dIFA pour l'expression de N (B) 

ont été enregistrés à 72 h pi. 

 

Tableau XI : Comparaison de l’ARN viral et du titre infectieux entre l’isolat d’origine et la souche 
ISA dans le surnageant de cellules Marc-Sn. Chaque expérience a été réalisée en triplicat. Les titres 
infectieux et la quantité de copies d'ARN ont été exprimés en log10 TCID50/ml et log10 copies/ml 
respectivement (moyenne +/- ET). Les données sont représentatives d'au moins trois expériences 
indépendantes.  

Virus 
Quantité d'ARN 

viral 
Titre infectieux 

Isolat d'origine 6.5 + /- 0.1 6.6 + /- 0.6 

Souche ISA 7.0 + /- 0.1 5.3 + /- 0.4 
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3. Cinétique de réplication 

Une fois le virus obtenu avec la méthode ISA, nous avons réalisé une cinétique de croissance 

pour confirmer la conservation des propriétés biologiques virales. Pour cela, les cellules 

MARC-Sn ont été infectées à une MOI de 0,01 et les surnageants ont été récoltés toutes les 12h. 

Les quantités d’ARN viral ont été mesurées par le biais d’un test de qRT-PCR en temps réel et 

les titres infectieux par TCID50 (Figure 34 A et B). La cinétique de croissance de la souche ISA 

et de l’isolat d’origine montre des formes très similaires malgré une différence significative 

dans les copies d'ARN viral observée 36 h après l’infection (pi) entre le virus ISA et l'isolat 

d'origine (4,9 +/- 0,1 vs 5,9 +/- 0,6 log10 copies d'ARN/mL ; Figure 34A). Nos résultats 

suggèrent que malgré cette différence significative les deux virus semblent posséder une 

aptitude réplicative similaire en culture cellulaire. 

 

Figure 34 : Cinétique de réplication virale de l'isolat d'origine et de la souche ISA. Une MOI de 0,01 

a été utilisée pour infecter des cellules MARC-Sn avec l'isolat ou la souche ISA de PRRSV. Chaque 

expérience a été réalisée en triplicat (N = 3). Les données sont représentées sous forme de moyenne 

± SD. Des analyses statistiques ont été effectuées à l'aide d'une ANOVA à deux facteurs pour les 

comparaisons multiples avec le test de comparaisons multiples de Sidak. ** : P < 0,05. 
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En parallèle de la caractérisation des propriétés biologiques des virus, nous avons procédé au 

séquençage (NGS) du génome complet des deux virus pour une caractérisation génomique. 

Pour cela, nous avons amplifié le génome viral, en 4 fragments, par RT-PCR. Nous avons 

d’abord vérifié leur taille et intégrité sur gel (Figure 35) avant de les purifier et de les doser. 

Les produits purifiés ont été mélangés de manière équimolaire et transmis à la plateforme 

séquençage.   

 

Figure 35 : Image du gel après électroporation des produits de RT-PCR des souches de PRRSV.   

Après analyse des séquences nous avons mis en évidence deux mutations majoritaires et trois 

mutations minoritaires dans les régions codantes ORF1a et ORF1ab respectivement (Tableau 

XII). A noter que l'intégrité du génome du virus obtenu par la méthode ISA a été préservée à 

99,98 %. 
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Tableau XII : Caractérisation génotypique et analyse complète du génome de la souche PRRSV ISA 
après 2 passages sur cellules MARC-Sn. La fréquence correspond aux sous-populations observées. 

 

Position 
sur le 

génome 
(nucléotide

) 

Région 

Position 
sur le 

génome 
(Acide 

aminés) 

Changemen
t de 

nucléotide 

Changemen
t d'acide 

aminé 

Fréquenc
e (%) 

Mutation 
majoritaire 

3458 
ORF 1a 
(nsp2) 

1090 C → T A → V 100 

10,230 
ORF 1a 
(nsp10) 

882 C → T – 59 

Mutation 
minoritaire 

5753 
ORF 1a 
(nsp4) 

1855 C → T  7 

9467 
ORF 1ab 

(nsp9) 
627 C → T  9 

10,248 
ORF 1ab 
(nsp10) 

888 A → G  40 

 

 

4. Discussion 

Depuis son émergence le PRRSV est devenu endémique dans de nombreuses parties du monde 

et l’apparition continue de nouvelles souches relève d’un véritable défi pour l’industrie porcine. 

Dans notre étude, nous sommes partis d’un isolat original de Betaarterivirus suid 2 et avons 

réussi à développer avec succès un système de génétique inverse. La méthode ISA nous a 

permis de reconstruire un virus réplicatif avec un génome de type « sauvage » de PRRSV. Le 

phénotype en culture cellulaire ainsi que le génotype de la souche ISA reproduisent étroitement 

ceux de l’isolat d’origine, ce qui laisse supposer que les propriétés biologiques de la souche 

originale « sauvage » ont été préservées. 

La classification phylogénétique de l’isolat d’origine a mis en évidence que celui-ci appartenait 

à la même lignée que des souches de HP-PRRSV (Hong et al. 2019) : la lignée 8. De plus, suite 

aux passages successifs en cellules MARS-Sn nous avons pu relever 6 mutations non 

synonymes et une mutation silencieuse réparties sur nsp2, nsp10, GP3 et GP4 du génome de 

l'isolat d'origine. Il a déjà été montré qu’en culture cellulaire, l’adaptation virale conduit à des 

changements dans la séquence consensus, mais aussi à l’apparition de mutants, favorisant la 

capacité réplicative des virus (Domingo et al. 2005). Dans nos travaux, il est possible que les 

mutations observées soient le résultat d’événements moléculaires durant les passages cellulaires 

(J. Xie et al. 2019). En effet, des études ont rapporté que les variations génétiques dans la région 

nsp10, qui interviennent dans la virulence mortelle des souches HP-PRRSV et celle 

hypervariable de la protéine nsp2, permettaient d’augmenter la virulence et la réplication virale 

en culture cellulaire (Li et al. 2014, 10). 
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Entre le génome complet du virus ISA que nous avons généré et les fragments synthétisés de 

novo que nous avions conçus, nous avons observé uniquement deux mutations consensus. Ces 

mutations peuvent survenir soit lors de l’adaptation virale à la culture cellulaire soit pendant 

l’étape de production des fragments d’ADNc. En effet, l’étape d’amplification par PCR est un 

facteur permettant d’augmenter la diversité génétique des virus obtenus. Cependant, une étude 

récente sur le TBEV, prouve que l’utilisation d’une polymérase de très haute-fidélité durant 

l’étape de PCR à la capacité de réduire la diversité génétique de la population virale obtenue 

sans réduire l’aptitude ou la virulence virale aussi bien in vitro qu’in vivo. Dans ces travaux, 

nous voulions diminuer la génération de sous-population et les erreurs de la polymérase qui 

surviennent lors de la génération de fragments de grande taille. C’est pourquoi nous avons 

utilisé une polymérase de plus haute-fidélité comme rapporté dans (Driouich et al. 2019). Nous 

avons également fait ce choix, car en utilisant une polymérase de fidélité moindre lors des PCR 

pour produire les ADNc, nous n’avons pas réussi à produire de particules virales infectieuses 

(données non présentées). 

Bien que taille du génome, soit supérieure aux virus habituellement générés par ISA, nous avons 

réussi à obtenir un virus avec une intégrité génomique de 99,98%. Ce qui est cohérent avec 

l’émergence de mutations survenues lors de la génération de virus ISA, l’intégrité du génome 

variant entre 99,95 % et 99,99 %. C’est pourquoi lors de l’évaluation entre virus recombinants, 

avec ou sans mutation désirée, il est essentiel de s’assurer que les virus ISA « sauvages » 

reproduisent bien le phénotype de l’isolat d’origine. Bien qu’il ait déjà été montré que dans le 

génome du PRRSV, des mutations induisent des changements phénotypiques, ici, les deux 

mutations relevées n’ont pratiquement pas d’effet sur la réplication virale en culture cellulaire 

(Allende et al. 2000). 

L’ajout du promoteur CMV sert à se servir de la machinerie de la cellule pour initier la 

transcription des fragments d’ADN. Cet ajout peut toutefois ajouter un risque d’erreur pendant 

l’épissage de l’ARN, altérant la réplication virale. Et cela en particulier pour les virus tels que 

le PRRSV qui possèdent une réplication cytoplasmique exclusive. C’est l’épissosome qui 

engage l’épissage de l’ARN, c’est-à-dire l’élimination des introns de l’ARNm précurseur et la 

ligation des exons conduisant à l’ARNm mature épissé. Pourtant, des études ont mis en 

évidence que des mutations dans le transcrit d’ARN ou au sein de l’épissosome peuvent 

entraîner la naissance de nouveaux sites d’épissage aboutissant à l’exclusion d’exons (Hsu et 

Hertel 2009; Montes et al. 2019). Sachant cela, il est possible de prédire les sites d’épissages 
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génomiques ou d’encore optimiser in silico les codons, offrant ainsi des alternatives pour 

supprimer les potentiels sites d’épissage.  

Nous avons donc réussi à montrer que la méthode ISA était à la fois moins laborieuse que les 

méthodes conventionnelles et pouvait être une alternative crédible et rapide pour l’obtention de 

virus PRRSV biologiquement similaires aux souches « sauvages » ou possiblement modifiés 

génétiquement. L’approche ISA peut être également utilisée pour étudier et déchiffrer de 

nouvelles caractéristiques du génome viral et par la suite être exploitée pour réaliser des souches 

atténuées à visé vaccinal. 
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 TBEV : 

1. Génération d’un TBEV fluorescent  

Nous avons ensuite généré une souche TBEV Hypr mCherry sur la base de la séquence 

complète du génome de la souche TBEV Hypr. Le génome viral entier a été synthétisé de 

novo en 3 fragments chevauchants d’ADNc d’une longueur de 4,5 kb, 4,5 kb et 3,1 kb. Il a été 

flanqué, respectivement, à ses extrémités 5’ et 3’ par le pCMV et le HDR / SV40pA. Et 

contenant une protéine fluorescente rouge monomère mCherry. Le gène mCherry était situé 

dans le fragment I en aval du 5'UTR complet et des 72 premiers nucléotides du gène de la 

protéine C. La séquence codant mCherry était flanquée des séquences de saut de ribosome P2A 

et T2A à ses extrémités 5' et 3' respectivement, et suivie de la séquence codant la protéine C 

pleine longueur. (Haviernik et al. 2021). Ces fragments viraux sous-génomiques synthétiques 

ont été utilisés comme matrices pour l'amplification par PCR et transfectés dans des cellules 

BHK-21 (Figure 36). 

 

Figure 36 : Méthode ISA utilisée pour obtenir les TBEV Hypr mCherry recombinants. 
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Suite à la procédure ISA, 5 jours après la transfection sur BHK‐21, la souche fluorescente 

TBEV mCherry a été obtenu et un ECP été observé dès 72 h pi. À une MOI de 0.01, la 

fluorescence rouge était facilement détectable dans les cellules infectées à 72 h pi en 

comparaison avec le témoin négatif de cellules non-infectées (Figure 37). Les titres infectieux 

détectés à 3 dpi dans le surnageant de cellules BHK-21 sont indiqués dans le Tableau 

XIII. L'aptitude réplicative de la souche TBEV Hypr mCherry a été évaluée en TCID50 et la 

lecture a été réalisée dans un premier temps avec la méthode standard par ECP puis par la 

lecture de la fluorescence via l’Incucyte (Figure 38). Les deux méthodes ont permis d’obtenir 

les mêmes résultats.  

 

Figure 37 : Fluorescence du TBEV Hypr mCherry dans des cellules BHK-21. Les cellules ont été 
infectées avec une MOI de 0,01 avec la souche fluorescente TBEV Hypr mCherry ou non-infectées. 
Les photos ont été prises à 72 h pi (10×). Barre d'échelle, 300 µm. 

La réplication virale est similaire entre les souches fluorescentes TBEV Hypr mCherry et Hypr 

et aucune différence significative dans le titre infectieux entre les deux souches n'a été observée 

(Tableau XIII). Après 3 passages sur cellules BHK-21, la présence du gène rapporteur mCherry 

a été confirmée par séquençage NGS. Par rapport au fragment synthétisé d'origine, aucune 

mutation ou délétion n'a été identifiée. (Pi ; N = 3 ; ANOVA à deux facteurs ; P > 0,05 ; Figure 

38 A et B) 

Tableau XIII : Caractérisation phénotypique de la souche TBEV Hypr et Hypr mCherry ISA. Les 

titres infectieux sont exprimés en log10 TCID50/ml (moyenne +/- ET). (N=3). 

Souche 
Lignée 

cellulaire 
ECP 

Titre infectieux lu 

par ECP 

Titre infectieux lu par 

fluorescence 

TBEV Hypr BHK-21 Oui 6.5 + /- 0.11 - 

TBEV Hypr 

mCherry 
BHK-21 Oui 6.7 + /- 0.12 6.8 + /- 0.05 
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Figure 38 : Image de la lecture fluorescente de la TCID50 de la souche TBEV Hypr mCherry. 

72h pi avec le logiciel Incucyte. Les lignes A et H correspondent au témoin négatif (cellules non infectées). Chaque 

colonne correspond à la dilution au ½ effectuée 6 fois de suite du virus. Chaque ligne correspond à la réplication 

d’une dilution donnée. Les cellules rouges correspondent aux cellules infectées par le virus TBEV Hypr mCherry.    

 

2. Cinétique de réplication 

Suite à l’obtention de virus recombinants, les cinétiques de croissance des virus TBEV Hypr et 

TBEV Hypr mCherry ont été étudiées dans des cellules BHK-21 en utilisant des MOI de 0.01 

et 0.1. Elles ont été mesurées par qRT-PCR en temps réel, les résultats sont présentés dans 

figures 39 A et B. Le TBEV Hypr et Hypr mCherry ont présenté une cinétique de croissance 

similaire dans les cellules BHK-21 aux deux MOI testées, avec une augmentation maximale 

entre 24 et 48 h pi. La cinétique de croissance Hypr mCherry était en corrélation direct avec le 

signal de fluorescence mCherry mesuré lors de la lecture via l’Incucyte (Figure 39C). Ces 

données confirment que la présence du gène mCherry n'a pas affecté de manière significative 

les propriétés biologiques du virus in vitro, et l'expression du rapporteur mCherry reflète avec 

précision la réplication de TBEV Hypr mCherry dans les cellules infectées.  
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Figure 39 : Cinétique de réplication virale du TBEV Hypr mCherry. 

Des MOI de 0,01 et 0,1 (A et B respectivement) ont été utilisées pour infecter des cellules BHK-21 avec le virus 

du TBEV Hypr clinique ou ISA. Informations sur les données : les données sont représentées par la moyenne ± 

SD (indiquée par les barres d'erreur). Chaque expérience a été réalisée en triple exemplaire technique (N = 3). Des 

comparaisons statistiques ont été effectuées entre les souches grâce au test de Mann-Whitney. Les valeurs P (> 

0,05) sont considérées comme non significatives et ne sont pas affichées sur le graphique. C – Analyse par 

microscopie de la fluorescence des cellules BHK-21 infectées à une MOI de 0,01 avec la souche TBEV Hypr 

mCherry lors de la cinétique de croissance. Barre d'échelle, 200 μM. 
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3. Evaluation de la chimiothèque Prestwick utilisant le TBEV fluorescent 

mCherry 

Ayant caractérisé biologiquement notre virus, nous avons décidé de l’utiliser pour le criblage 

d’une banque de 1520 molécules ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché : la 

banque Prestwick. La banque est constituée de 19 plaques avec 80 composés sur chaque plaque. 

Nous avons utilisé le plan de plaque utilisé pour le criblage de cette même banque avec le 

SARS-CoV-2 (Figure 40) (Touret et al. 2020). Nous avons rajouté sur chaque plaque, en 

duplicat, la molécules de référence NITD008 dont l’activité anti-Flavivirus a déjà été démontrée 

(Yin et al. 2009). Ainsi que des puits de contrôle, à savoir 8 puits sans composé ni virus et 4 

puis avec les virus seuls. Les plaques étaient infectées par le TBEV Hypr mCherry à une MOI 

de 0.001.  

 

Figure 40 : Plan de plaque du criblage des molécules antivirales. A – Contrôle cellulaire : cellule 

non infectée. B – Criblage antiviral : chaque puit correspond à l’activité d’un seul composé 

antiviral. C – Contrôle positif : composé NITD008. D – Contrôle virus : cellule infectée avec le 

virus seulement.  
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Nous avons donc criblé les 19 plaques et calculé, à l’aide de la confluence cellulaire et de la 

fluorescence, des pourcentages d’inhibition pour chaque puits. Sur chaque plaque, le composé 

NITD008 a montré une activité antivirale avec plus de 85 % d’inhibition validant nos conditions 

expérimentales. 

Une fois ces pourcentages obtenus, nous les avons divisés par la valeur du témoin de référence, 

le NITD008, pour obtenir un index d’inhibition (cf. matériel et méthode). Nous avons donc 

obtenu 126 molécules dont l’activité antivirale est égale ou supérieure au composé NITD008 

(Index d’inhibition ≥ 1) (Figure 41). 

 

Figure 41 : Criblage de 1520 composés ayant déjà eu une autorisation de mise sur le marché (Prestwick 

Chemical Library®) et sélection des « HITS ».  La valeur seuil est basée sur l’activité antivirale in 

vitro du composé NITD008 à 10µM. 

Parmi ces molécules, le composé de la Ribavirin est sorti en « Hit », c’est-à-dire en « succès », 

un antiviral dont l’activité anti-Flavivirus a déjà été démontrée (Leyssen, Clercq, et Neyts 

2006). L’ensemble des 126 molécules « hits », avec le numéro de plaque de la librairie, leur 

structure, leur classe thérapeutique ainsi que leur activité originale, est présenté dans l’annexe 

2.  
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4. Discussion  

Dans notre étude préliminaire, nous avons inséré la séquence codant pour la protéine mCherry 

dans le génome viral, en aval de la région 5'UTR. Le virus obtenu après transfection était 

réplicatif et la fluorescence a été détectée 72 h pi. Comme déjà montré dans une précédente 

étude (Haviernik et al. 2021), la séquence codante pour la protéine mCherry dans le TBEV est 

restée stable pendant quatre passages dans des cellules BHK-21. A partir de cette souche 

fluorescente, nous avons développé un test d'inhibition de la réplication du TBEV Hypr 

mCherry basé sur la présence de fluorescence 72 h pi avec une MOI de 0,001. Dans la 

littérature, le composé NITD008 est reconnu pour son action antivirale vis-à-vis du TBEV (Yin 

et al. 2009) c’est pourquoi il a été utilisé comme référence spécifique afin de calculer l'indice 

d'inhibition de chaque composé. 

Nous avons ensuite criblé la Prestwick Chemical Library (PCL), composée de 1 520 molécules 

approuvées par la Food and Drug Administration (FDA), à une concentration finale de 10 µM. 

Un premier filtre basé sur la confluence cellulaire a été appliqué afin de différencier les 

molécules « hits » (absence de fluorescence dans le puits car activité virale) des puits sans tapis 

cellulaire (provoqué par la toxicité des composés) et d’éliminer ainsi de potentiel « faux 

positifs » en calculant un ratio fluorescence/confluence. Nous avons ensuite calculé la valeur 

relative du pourcentage d'inhibition par rapport au virus sans composé. Enfin, nous avons 

estimé un indice d’inhibition en faisant le ratio du pourcentage d’inhibition d’un composé par 

rapport à celui du composé NITD008.  

Parmi les 1 520 composés de la PCL, 126 molécules « hits » ont montré une inhibition égale 

ou supérieure à celle du NiTD008, soit un indice d’inhibition ≥ 1. Un second filtre a ensuite été 

mis en place, nous avons comparé les molécules « hits » avec une liste de molécules publiées 

induisant de la phospholipidose, une accumulation excessive de phospholipides dans les tissus 

qui perturbe la réplication virale, in vitro (Tummino et al. 2021), mimant ainsi une activité 

antivirale qui n’est pas applicable in vivo. Grâce à ce second filtre nous avons pu réduire le 

nombre de molécules « hits » à 119. L’insertion de la séquence mCherry a permis une lecture 

semi-automatisée des résultats. Cela a permis de réduire le temps et le coût, de manière 

conséquente, de l’expérimentation par rapport aux analyses basées sur la mise en évidence de 

copies d’ARN viral/ml (pas besoin d’extraction, ni de faire de qRT-PCR) ou encore avec la 

méthode utilisée pour le SARS-CoV-2 basée sur la mesure de la viabilité cellulaire.  
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Les résultats de cette étude, basée sur une seule lignée cellulaire, devront être complétés par la 

répétition de cette expérience sur une seconde lignée cellulaire pour pouvoir être validés. Pour 

cela, l’utilisation d’un panel représentatif de lignées cellulaires plus pertinentes dérivées des 

tissus cible du virus TBEV (T98G : cellules de glioblastome, CCF-STTG1 : cellules 

astrocytaires…) pourra être utilisé (Xiaowei Zhang et al. 2016). Cela permettra également 

d’éliminer les molécules ayant une activité antivirale uniquement dans un type cellulaire 

comme cela a été le cas pour le SARS-CoV-2 et l’activité de la Chloroquine (Hoffmann et al. 

2020). Les composés montrant une activité antivirale dans ces deux systèmes cellulaires seront 

ensuite étudiés de manière plus approfondie. Par exemple, en utilisant des systèmes in vitro 

plus aboutis tels que des organoïdes dérivés de cellules cérébrales (Qian et al. 2016). Une fois 

toutes ces étapes in vitro validées, les molécules sélectionnées pourront potentiellement être 

testées dans un modèle in vivo déjà développé au laboratoire.   
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Conclusion générale et perspectives 
 

Le PRRSV est un agent pathogène évoluant rapidement, engendrant de lourdes pertes dans 

l’industrie porcine. Le FeCoV, quant à lui, est un pathogène omniprésent dans les populations 

de chats à travers le monde, évoluant vers une maladie mortelle : la PIF. Dans cette étude, nous 

avons reconstruit avec succès des particules infectieuses de PRRSV et de FeCoV « sauvage » 

avec des caractéristiques biologiques proches des isolats d'origine. Nous avons montré que la 

méthode ISA représentait un atout pour la recherche vétérinaire et pouvait faciliter le 

développement de contre-mesures sanitaires contre le PRRSV ou le FeCoV, et plus 

généralement contre les pathogènes animaux.  

Concernant le SARS-CoV-2 et le TBEV, nous avons utilisé cette même méthode (ISA) pour 

générer avec succès des particules virales infectieuses dans des conditions opératoires 

relativement simples. Par rapport aux technologies de génétique inverse « conventionnelles », 

les virus infectieux générés par ISA peuvent être obtenus sans nécessité d'étapes techniques 

laborieuses et souvent incertaines, comme le clonage. Elle est aussi moins laborieuse que des 

techniques proches comme la réaction d'extension circulaire par polymérase (circular 

polymerase extension reaction : CPER) (Amarilla et al. 2021; Torii et al. 2021). Dans la 

méthode ISA, la recombinaison des fragments d'ADN produits après PCR est directement 

réalisée in cellulo. La méthode est adaptée à la génération de novo de virus « sauvage » mais 

également à la génération de virus mutants (Aubry, Nougairède, de Fabritus, et al. 2015; Atieh 

et al. 2018; Touret et al. 2018; Haviernik et al. 2021). Cette approche de génétique inverse 

unique et simplifiée a le potentiel d'accélérer considérablement notre compréhension de la 

pathogenèse, de l'épidémiologie, de l'immunologie et de l'évolution des virus humains et 

animaux.   

Mes objectifs étaient d’appliquer la méthode ISA à des Coronavirus, Arterivirus et des 

Flavivirus afin d’obtenir des souches virales « sauvages », délétées et réencodées 

recombinantes. Mais aussi de l’optimiser dans le but de pouvoir l’utiliser sur d’autres 

pathogènes émergents et réémergents. Lors de mon projet, j’ai réussi à générer avec succès des 

coronavirus félin et humain, des souches de PRRSV et TBEV. J’ai mis en évidence que cette 

méthode permettait d’obtenir des souches « sauvages » de pathogènes possédant un génome 

complexe et/ou de grande taille. D’autre part, j’ai prouvé qu’il était possible et relativement 

simple d’incorporer des mutations désirées au sein de ces mêmes génomes. J’ai montré 
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également que ces mutations permettent de faciliter l’application de ces virus dans des tests, 

comme le criblage de molécules antivirales. J’ai donc atteint mes objectifs fixés en début de 

projet et mes résultats ont pu être valorisés par l’équipe du laboratoire, conduisant à 2 articles 

publiés pour lesquels je fais partie des auteurs (annexe 3 et 4). J’ai aussi pu valoriser le reste de 

mon travail au laboratoire par une publication sur le variant Omicron, utilisant les essais 

antiviraux maîtrisés dans le cadre du projet SARS-CoV-2 mCherry (annexe 5). 

Il est bon de souligner que les principaux phénomènes d’émergence ou de réémergence virale 

observés ces dernières décennies ont été causés par des virus à ARN. Et que la majorité de ces 

virus, comme le virus de l’encéphalite à tiques, sont des arbovirus (Saluzzo, Vidal, et Gonzalez 

2013b).  

Depuis la fin de la Seconde Guerre mondiale, le risque de pandémies virales est considéré par 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme étant l’une des menaces infectieuses 

majeures pour l’humanité. En effet, l’essentiel des nouvelles maladies infectieuses récemment 

découvertes sont provoquées par des agents pathogènes viraux. Plusieurs éléments peuvent 

contribuer à l’émergence ou la réémergence de ces virus (de Lamballerie 2016).  

Les facteurs humains comme par exemple : la mondialisation, le tourisme de masse, 

l’urbanisation, l’import-export de marchandises ou encore l’agriculture intensive ont permis 

l’émergence de nombreux pathogènes. Le SARS-CoV illustre parfaitement la dissémination 

d’un virus émergents en lien avec la mondialisation : en 2003, un médecin chinois a propagé 

l’infection en dehors de la Chine continentale lorsqu’il s’est rendu à Hong Kong dans un hôtel. 

Cela a abouti à la contamination de dix clients de l’hôtel qui ont à leur tour transporté l’infection 

dans différents pays (Singapour, Vietnam, Canada et Etats-Unis) faisant du SARS-CoV la 

première épidémie dont la transmission par les voyages en avion a été avérée (Stadler et al. 

2003).  

Les facteurs environnementaux, c’est-à-dire le changement climatique ou bien la déforestation, 

ont également facilité l’émergence de plusieurs virus à ARN. La déforestation a engendré 

l’émergence du virus Nipah (NiV), un pathogène transmis par les chauves-souris provoquant 

des encéphalites mortelles chez l’Homme. Ce virus s’est répandu dans les populations humaines 

provoquant la mort de centaine de personnes depuis la fin des années 90. En effet, l’abattage 

des arbres a obligé les chauves-souris, réservoir du virus, à se rapprocher des habitations pour 

pouvoir se nourrir. C’est en 1998, que les premières interactions avec les populations locales, 

par le biais de la consommation de sève de dattier crue contaminée par la salive et/ou les 



101 
 

excréments des chauves-souris, ont provoqué la première épidémie à Sungai Nipah. Depuis, le 

nombre d’épidémies ne cesse d’augmenter, la plus récente date de 2018 et s’est déroulée au sud 

de l’Inde, où le taux de mortalité était de 91 % (Fabian Wild 2007; Soman Pillai, Krishna, et 

Valiya Veettil 2020).  

Les facteurs politiques ou socio-économiques comprenant les crises financières, les conflits 

militaires ou encore l’augmentation de la démographie ont aussi été la cause de plusieurs 

émergences. A l’instar du virus d’immunodéficience humaine (VIH), pour qui, l’origine la plus 

communément admise est le saut d’espèce du syndrome d’immunodéficience simien (VIS) à 

l’Homme. La démographie croissante et le manque de ressources ont conduit les populations 

locales à chasser les animaux de brousse. Elles sont alors rentrées en contact avec des singes 

contaminés, les échanges sanguins (morsures/blessures) ont permis au VIS de contaminer les 

Hommes et par la suite se propager et évoluer en VIH (Sharp et Hahn 2010; 2011). Depuis le 

nombre de personnes infectées par ce pathogène ne cesse d’augmenter, chaque année, on 

dénombre plus d’un million de nouveaux séropositifs (OMS 2022).  

L’évolution des pathogènes, à savoir les mutations génomiques aboutissant à l’adaptation et la 

résistance des virus par rapport aux thérapeutiques est un réel problème. Le SARS-CoV-2 en 

est un parfait exemple actuellement. L’évolution constante de son génome, avec l’apparition de 

mutations dans sa protéine Spike, a provoqué l’émergence de nombreux variants. Ces variants 

ont poussé la communauté scientifique à développer des vaccins de deuxième génération 

(Vaccins bivalents adaptés : le Spikevax Original/Omicron BA.1 de Moderna et le Comirnaty 

BA.4-5 de Pfizer-BioNTech). Au niveau des traitements antiviraux, l’émergence de ces variants  

conduit à  constamment réadapter  les anticorps monoclonaux disponibles et à proposer des 

associations (Ronapreve puis Evusheld) (Tao et al. 2021). 

Les facteurs liés aux vecteurs, par exemple l’élargissement de leurs biotopes, en lien avec le 

changement climatique, est responsable de leur présence dans des régions jusque-là épargnées. 

Nous pouvons citer en exemple, le binôme Aedes albopictus et le virus de la Dengue (DENV) 

qui étaient jusque très récemment restreints aux régions sub-tropicales. L’endémisation de ce 

moustique en Europe est désormais à l’origine de cas de dengues autochtones en France (SPF 

2022a). Les facteurs liés aux hôtes, comme l’immunodépression ou les comportements à risques 

sont également une cause d’émergence (Saluzzo, Vidal, et Gonzalez 2013a; Che 2019). 

Pour répondre à ces futures problématiques, il est évident que les techniques de génétique 

inverse seront un atout incontestable afin de pouvoir étudier les propriétés biologiques des virus 



102 
 

(Asghar et al. 2016). Mais aussi d’évaluer leur sensibilité aux antiviraux et vaccins, ainsi que 

l’impact de mutations ponctuelles désirées vis-à-vis de ces outils thérapeutiques (Haviernik et 

al. 2021). Sur le plan « in vitro », cela permettra de développer de nouveaux virus rapporteurs 

afin d’implémenter des plateformes « haut débit » de criblage réactives et adaptatives en cas 

d’émergence virale. Sur le plan « in vivo », l’étude phénotypique associée à des mutations 

particulières (tropisme viral, sévérité, symptôme clinique…) sera également plus aisée (Eyer et 

al. 2019).  

Concernant le développement de nouveaux vaccins, il est possible d’envisager la mise au point 

de souche vaccinale en générant des virus recombinants, moins pathogènes que les souches 

sauvages, mais conservant une bonne immunogénicité. On peut citer les études de (Mueller et 

al. 2006; Burns et al. 2006) qui ont tous deux travaillé sur l’atténuation du virus de la Polio. Les 

deux équipes ont apporté des modifications au niveau du génome du poliovirus (PV) par 

modifications des codons. Soit en les remplaçant par des codons synonymes (Mueller et al. 

2006) soit en diminuant leur nombre (Burns et al. 2006). Cela a permis d’obtenir des souches 

avec un phénotype neuro-atténué, mais une infectiosité égale aux souches « sauvages ». 

Egalement, les travaux de (Billecocq et al. 2008) rapportent que des souches atténuées du virus 

de la vallée du Rift (RVFV) ont pu être obtenues par génétique inverse, faisant d’eux de bon 

candidats vaccins.  

Toutefois, il est bon de souligner les faiblesses de cette méthode, à savoir les écueils rencontrés 

quant à l’application d’ISA à des génomes de grande taille ou présentant des particularités 

structurales, pour lesquels la génération de souches mutantes nécessite encore d’optimiser et 

d’améliorer cette méthode. C’est le cas pour la génération des nombreux variants émergents du 

SARS-CoV-2 et pour lesquels la technique nécessite d’être améliorée pour être réellement 

compétitive. Il existe également un aspect limitant d’ordre législatif, car ISA et les méthodes 

de génétique inverse en général, sont capables d’aboutir à l’obtention de souches virales 

dommageables (souches existantes ou éradiquées mortelles, gain de fonction…) en cas 

d’échappement de laboratoire. Certaines générées, comme la souche « sauvage » du virus de la 

Polio par (Cello, Paul, et Wimmer 2002), ou encore, de la grippe espagnole (Tumpey et al. 

2005) pourraient avoir un impact désastreux sur la santé humaine. La genèse de telles souches 

soulève des considérations d’ordres éthiques et de sécurités sanitaires et amène très 

régulièrement à des controverses dans le milieu scientifique (Hongyu Chen, Liu, et Peng 2022). 

Néanmoins, au laboratoire, nous respectons scrupuleusement la législation en matière 
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d’organismes génétiquement modifiés (OGM) ainsi qu’un travail dans des conditions de 

biosécurité renforcées. 

Cependant, les avancées dans le domaine du génie génétique nous permettent d’être confiants 

sur le fait de pouvoir surmonter la première partie de ces faiblesses, car l’utilisation de méthodes 

polyvalentes de génétique inverse telle que « ISA » pourra répondre aux enjeux de santé 

publique actuels et futurs. Néanmoins, sur le point éthique, des discussions seront nécessaires 

pour établir une balance « bénéfices/risques ». En effet, la possibilité de produire de telle souche 

(plus virulente, adaptée, potentiellement plus pathogène, etc.) amène à de nouvelles questions 

d’ordre morales. Faut-il le faire, car nous sommes capables de le faire ? Evidemment, la 

production d’OGM (avec ou non gain de fonction) est rigoureusement encadrée par le Haut 

Conseil des Biotechnologies (HCB). Une fois la génération d’OGM approuvée par HCB, il n’y 

plus aucune autorité de contrôle sur la génération de virus modifiés (Non MOT (micro-

organismes et toxines hautement pathogènes)). Ce manque d’encadrement pourrait conduire à 

des dérives ou dans le pire des scénarios à des échappements préjudiciables de souches 

hautement pathogènes pour l’Homme. C’est pourquoi, la production et la manipulation de 

souches génétiquement modifiées doivent systématiquement se réaliser dans des laboratoires 

possédant une biosécurité maximale, sous un encadrement strict et avec une traçabilité 

exemplaire. Les comités d’éthique joueront un rôle important durant ces discussions, car 

comme pour l’expérimentation animale, les mœurs et mentalités évoluant, il est certain que de 

nouvelles mesures seront mises en place.  
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SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE 

LA GENETIQUE INVERSE APPLIQUEE AU DEVELOPPEMENT D’OUTILS 
THERAPEUTIQUES CONTRE LES VIRUS EMERGENTS 

BOUZIDI Hawa Sophia 
13 Décembre 2022 

RESUME  

Dans le contexte actuel, où l’émergence et la réémergence de pathogènes viraux ne cessent de 

croître et constituent un problème majeur de santé publique, le développement de nouveaux 

outils thérapeutiques est indispensable. L'ingénierie des virus recombinants est un outil 

prééminent pour déchiffrer la biologie des agents pathogènes viraux émergents tels que les 

Coronavirus, les Artérivirus ou encore les Flavivirus. Cependant, la grande taille et la 

complexité des génomes de certains de ces virus rendent les méthodes actuelles de génétique 

inverse difficiles. Ici, nous décrivons une méthode simple basée sur la technologie des 

« amplicons sous-génomiques infectieux » (ISA) pour générer des virus infectieux 

recombinants, ceci sans avoir besoin de reconstruction de l'ADNc génomique complet ni de 

clonage. Cette technique a été appliquée avec succès aux virus du syndrome reproducteur et 

respiratoire porcin (PRRSV), du coronavirus entérique félin (FeCoV), du syndrome respiratoire 

aigu sévère 2 (SARS-CoV-2) et de l’encéphalite à tiques (TBEV). 

Nous avons réussi à obtenir des virus recombinants « sauvages » avec des caractéristiques 

biologiques similaires aux souches d'origine pour l’ensemble de ces virus. Egalement, des 

mutations spécifiques et des gènes rapporteurs rouges fluorescents (mCherry) ont été incorporés 

dans le génome du SARS-CoV-2 et du TBEV permettant leur utilisation dans différents 

domaines de la virologie. En effet, les souches virales générées de novo ont pu être utilisées 

avec des essais de séroneutralisation ainsi que pour des tests de molécules antivirales.  

La rapidité et la simplicité de la méthode ISA a le potentiel d’accroître la génération de virus 

par génétique inverse, afin d'explorer les propriétés biologiques des virus et d'accélérer le 

développement de composés thérapeutiques efficaces. Cette méthode polyvalente, permettrait 

aussi de générer des souches génétiquement modifiées et atténuées pour le développement 

éventuel de candidats vaccins. 

MOTS-CLÉS : Génétique inverse, fragments d'ADN synthétiques, ISA, antiviraux, 

Coronavirus, Flavivirus, Arterivirus. 
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