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Résumé	

Titre	de	la	thèse	:	
	Effet	de	la	balance	hémagglutinine/neuraminidase	sur	la	fréquence	de	co-infections	chez	les	virus	influenza	

A	et	impact	des	co-infections	hétérotypiques	entre	virus	influenza	A	et	B.		

	

Résumé	:	
Les	virus	influenza	A	(IAV)	et	B	(IBV)	sont	des	virus	appartenant	à	la	famille	des	Orthomyxoviridae	

dont	le	génome	est	composé	de	huit	segments	d’ARN	monocaténaires	de	polarité	négative.	Les	virus	IAV	et	

IBV	sont	responsables	des	épidémies	saisonnières	de	grippe	chez	 l’Homme.	Lors	de	 la	co-infection	d’une	

cellule	par	différents	sous-types	de	virus	IAV,	la	nature	segmentée	du	génome	mène	à	la	formation	de	«	virus	

réassortants	 »	 dont	 le	 génome	 est	 composé	 d’un	mélange	 des	 segments	 parentaux	 et	 pouvant	 avoir	 un	

potentiel	pandémique.	Les	co-infections	jouent	donc	un	rôle	majeur	dans	l’évolution	des	virus	influenza	en	

permettant	 la	 réalisation	de	 réassortiments	mais	 également	 en	 favorisant	 la	 complémentation	 génétique	

entre	 particules	 virales,	 augmentant	 ainsi	 la	 diversification	 de	 la	 population	 virale.	 Des	 mécanismes	

permettant	de	 favoriser	ou	de	 limiter	 les	co-infections	ont	été	décrits	pour	de	nombreux	virus	mais	sont	

largement	méconnus	pour	les	virus	influenza.	Le	premier	objectif	de	ces	travaux	de	thèse	a	été	d’optimiser	

un	 système	 probabilistique	 permettant	 la	 quantification	 des	 évènements	 de	 co-infections	 homotypiques	

entre	virus	IAV	par	cytométrie	en	flux.	Le	second	objectif	a	été	d’utiliser	ce	système	pour	mesurer	l’impact	

de	 la	 balance	 entre	 les	 activités	 des	 deux	 glycoprotéines	 de	 surface,	 l’hémagglutinine	 (HA)	 et	 la	

neuraminidase	(NA),	sur	la	fréquence	de	co-infections.	Enfin,	le	troisième	objectif	a	été	de	mesurer	l’incidence	

des	coinfections	hétérotypiques	sur	les	capacités	réplicatives	des	virus	IAV	et	IBV.	

	

Les	évènements	de	co-infection	ont	été	quantifiés	par	cytométrie	en	flux	en	utilisant	des	couples	de	

virus	influenza	recombinants	dont	chaque	partenaire	exprime	un	rapporteur	fluorescent	différent,	mCherry	

ou	 GFP.	 Deux	 couples	 possédant	 des	 balances	 HA/NA	 plus	 ou	 moins	 équilibrées	 ont	 été	 produits	 et	

caractérisés	afin	de	mesurer	l’impact	de	la	balance	HA/NA	sur	le	degré	d’agrégation	des	particules	virales	et	

donc	 sur	 la	 fréquence	 de	 co-infections.	 Brièvement,	 des	 cellules	 ont	 été	 co-infectées	 par	 des	 quantités	

équivalentes	de	virus	au	sein	de	chaque	couple,	la	fluorescence	a	été	mesurée	par	cytométrie	en	flux	et	les	

données	 ont	 été	 analysées	 à	 l’aide	 du	 modèle	 probabilistique	 optimisé.	 L’implémentation	 du	 modèle	

probabilistique	 permet	 d’inclure	 sept	 combinaisons	 d’agrégations	 et	 cent-soixante	 et	 onze	 combinaisons	

entre	particules	virales	et	agrégats	aboutissant	à	une	co-infection.	Nous	avons	montré	que	la	balance	HA/NA	

n’affectait	pas	la	fréquence	de	co-infections	chez	les	virus	IAV	dans	les	conditions	testées.	Une	tendance	a	

cependant	été	observée	avec	une	légère	augmentation	de	la	fréquence	de	co-infections	pour	la	condition	où	

l’activité	 NA	 est	 plus	 faible.	 Une	 activité	 trop	 faible	 de	 la	 neuraminidase	 pourrait	 augmenter	 le	 nombre	

d’agrégats	 entre	 particules	 virales	 en	 empêchant	 la	 dissociation	 entre	 les	 virions,	 induisant	 ainsi	 une	

augmentation	des	co-infections.	Pour	étudier	l’effet	des	infections	hétérotypiques	entre	virus	IAV	et	IBV,	nous	

avons	utilisé	un	virus	IAV	exprimant	la	GFP	et	un	virus	IBV	exprimant	la	mCherry.	Nous	avons	montré	que	

l’infection	préalable	de	cellules	A549	par	le	virus	IAV	augmentait	la	sensibilité	des	cellules	à	l’infection	par	le	

virus	IBV.	L’intensité	de	l’infection	par	le	virus	IBV	est	également	augmentée	dans	les	cellules	co-infectées.	

	

Ces	travaux	de	thèse	ont	permis	d’optimiser	un	système	robuste	de	mesure	de	la	fréquence	de	co-

infections	chez	les	virus	influenza	A	par	cytométrie	en	flux.	Ce	système	pourrait	être	utilisé	pour	mesurer	

l’effet	 de	 nombreux	 facteurs	 cellulaires	 et	 viraux	 sur	 la	 fréquence	 de	 co-infections	 chez	 les	 virus	 IAV	ou	

d’autres	virus.	La	caractérisation	des	mécanismes	impliqués	dans	l’augmentation	de	la	sensibilité	cellulaire	

à	l’infection	par	IBV	suite	à	une	infection	par	IAV	pourrait	permettre	de	mieux	comprendre	les	co-infections	

hétérotypiques	chez	les	virus	influenza.	

	

Mots-clés	:	

Virologie,	 Influenza	 A,	 Influenza	 B,	 Co-infections,	 Balance	 hémagglutinine/neuraminidase,	 Fluorescence,	

Suppression	de	super-infections 	
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Abstract		

Title:	
Impact	of	the	hemagglutinin/neuraminidase	balance	on	co-infection	frequency	of	 influenza	A	viruses	and	

consequences	of	influenza	A	and	B	heterotypic	co-infections.	

	

Abstract:	
Influenza	A	(IAV)	and	B	(IBV)	viruses	belong	to	the	Orthomyxoviridae	family.	The	genome	is	composed	of	

eight	negative	single-stranded	RNA	segments.	The	IAV	and	IBV	viruses	are	responsible	for	seasonal	influenza	

epidemics	in	humans.	Upon	co-infection	of	a	cell	with	different	subtypes	of	IAV	virus,	the	segmented	nature	

of	the	genome	leads	to	the	formation	of	"reassortant	viruses"	whose	genome	is	composed	of	a	mixture	of	

parental	genomic	segments	and	may	have	pandemic	potential.	Co-infections	therefore	play	a	major	role	in	

the	 evolution	 of	 influenza	 viruses	 allowing	 genetic	 reassortment	 but	 also	 by	 promoting	 genetic	

complementation	 between	 viral	 particles,	 thus	 increasing	 the	 diversification	 of	 the	 viral	 population.	

Mechanisms	 allowing	 or	 limiting	 co-infections	 events	 have	 been	 described	 for	many	 viruses	 but	 are	 not	

widely	understood	for	influenza	viruses.	The	first	objective	of	my	PhD	was	the	optimization	of	a	probabilistic	

system	allowing	the	quantification	of	homotypic	co-infection	events	between	IAV	viruses	by	flow	cytometry.	

The	second	objective	was	to	use	this	system	to	measure	the	impact	of	the	balance	between	the	activities	of	

the	 two	 surface	 glycoproteins,	 hemagglutinin	 (HA)	 and	 neuraminidase	 (NA),	 on	 the	 frequency	 of	 co-

infections.	Finally,	the	third	objective	was	to	measure	the	impact	of	IAV	and	IBV	heterotypic	coinfections	on	

the	replicative	capacities	of	IAV	and	IBV.	

	

The	co-infection	events	were	quantified	by	flow	cytometry	using	couples	of	recombinant	influenza	viruses	in	

which	 each	 partner	 virus	 expresses	 a	 different	 fluorescent	 reporter,	mCherry	 or	 GFP.	 Two	 couples	with	

distinct	balanced	HA/NA	were	produced	and	characterized	in	order	to	measure	the	impact	of	the	HA	/	NA	

balance	on	the	level	of	aggregation	of	viral	particles	and	therefore	on	the	frequency	of	co-infections.	Briefly,	

cells	were	co-infected	with	equivalent	amounts	of	virus	within	each	couple,	fluorescence	was	then	measured	

by	flow	cytometry,	and	data	were	analyzed	using	the	optimized	probabilistic	model.	The	implementation	of	

the	probabilistic	model	makes	it	possible	to	include	seven	combinations	of	aggregations	and	one	hundred	

and	 seventy-one	 combinations	 between	 viral	 particles	 and	 aggregates	 resulting	 in	 co-infection.	We	have	

shown	 that	 the	 HA/NA	 balance	 does	 not	 affect	 the	 frequency	 of	 co-infections	 in	 IAV	 viruses	 under	 the	

conditions	tested.	A	trend	was	however	observed	with	a	slight	increase	in	the	frequency	of	co-infections	for	

the	condition	where	the	NA	activity	was	lower.	Too	low	neuraminidase	activity	could	increase	the	number	of	

aggregates	between	viral	particles	by	preventing	dissociation	between	virions,	thus	inducing	an	increase	in	

co-infections.	To	study	the	effect	of	heterotypic	infections	between	IAV	and	IBV,	we	used	an	IAV	expressing	

GFP	and	an	IBV	expressing	mCherry.	We	have	shown	that	prior	infection	of	A549	cells	with	the	IAV	increases	

the	 susceptibility	 of	 cells	 to	 infection	with	 the	 IBV.	 The	 proportion	 of	 cells	 infected	with	 the	 IBV	 is	 also	

increased	in	co-infected	cells.	

	

The	work	detailed	in	this	thesis	manuscript	presents	the	optimization	of	a	robust	system	for	measuring	the	

frequency	of	co-infections	in	influenza	A	viruses	by	flow	cytometry.	This	system	could	be	used	to	measure	

the	effect	of	many	cellular	and	viral	factors	on	the	frequency	of	co-infections	for	IAV	or	other	viruses.	The	

characterization	of	the	mechanisms	involved	in	the	increase	in	cellular	sensitivity	to	IBV	infection	following	

an	IAV	infection	could	provide	a	better	understanding	of	heterotypic	influenza	virus	co-infections.	

	

Keywords:	
Virology,	 Influenza	 A,	 Influenza	 B,	 Co-infections,	 Hemagglutinin/neuraminidase	 balance,	 Fuorescence,	

Superinfections	suppression	
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Introduction	

I. Virus	et	co-infections	

Les	 virus	 sont	 des	 parasites	 intracellulaires	 obligatoires	 dont	 la	 survie	 et	

l’évolution	dépendent	en	partie	de	leur	capacité	à	infecter	un	hôte	et	à	s’y	répliquer.	Parmi	

les	 stratégies	 développées	 par	 les	 virus,	 les	 co-infections,	 c’est-à-dire	 l’infection	 d’une	

cellule	par	plusieurs	particules	virales,	permettent	l’introduction	de	plusieurs	copies	du	

génome	et	ainsi	de	potentialiser	l’évolution	des	virus.	

	

Les	phénomènes	de	co-infections	présentés	dans	ce	chapitre	peuvent	être	définis	

de	la	manière	suivante	:	«	Tout	événement	d’infection	d’une	cellule	ou	d’un	organisme	par	

un	agent	pathogène	concomitant	ou	suivant	un	événement	initial	d’infection	par	un	agent	

pathogène	identique	ou	non.	»	

	 Au	sein	des	co-infections	nous	ferons	 le	distinguo	entre	 le	type	de	co-infections,	

avec	d’un	côté	des	co-infections	homotypiques,	c’est-à-dire	entre	virus	identiques	ou	de	

même	type,	et	de	l’autre	côté	les	co-infections	hétérotypiques,	c’est-à-dire	entre	virus	de	

type	différent.	La	différence	entre	les	modes	de	co-infections	doit	être	également	précisée	

avec	d’un	côté	des	mécanismes	d’infections	collectives	et	de	l’autre	des	infections	isolées	

menant	 à	 une	 co-infection.	 Les	 co-infections	 concernant	 les	 virus	 influenza	 seront	

présentées	en	II.4.	

Il	 a	 longtemps	 été	 considéré	 qu’une	 particule	 virale	 était,	 seule,	 une	 entité	

nécessaire	et	suffisante	à	la	réalisation	d’une	infection	productive.	Ainsi,	 le	dogme	«	un	

génome,	une	unité	infectieuse	»	a	longtemps	été	soutenu	par	la	communauté	scientifique.	

Cependant,	de	plus	en	plus	d’études	soulignent	l’importance	des	co-infections	virales	afin	

de	favoriser	la	survie	et	l’évolution	virale	[1–4].	

Les	 événements	 de	 co-infections	 sont	 observés	 pour	 de	 nombreux	 virus,	

indépendamment	de	la	nature	du	génome	(acide	désoxyribonucléique	ou	ribonucléique,	

ADN	 et	 ARN	 respectivement)	 ou	 de	 son	 type	 (linéaire	 ou	 segmenté).	 On	 trouve	 par	

exemple	des	descriptions	de	co-infections	pour	des	virus	à	ARN	segmentés,	comme	les	

virus	 influenza	 [5],	ou	non	segmentés	avec	 le	poliovirus	 [2]	et	 le	virus	de	 la	 stomatite	
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vésiculaire	 (VSV)	 [6].	 Les	 rétrovirus	 sont	 également	 représentés	 avec	 le	 virus	 de	

l’immunodéficience	humaine	 (VIH)	 [7]	et	 le	virus	T-lymphotropique	humain	 (HTLV-1)	

[8].	Des	virus	à	ADN,	pouvant	ou	non	infecter	l’Homme,	sont	également	décrits	avec	les	

baculovirus	 infectant	 les	 insectes	 [3]	 ou	 les	 virus	 géants	 marseillevirus	 infectant	 les	

archées	[9].	

	

1. Intérêt	des	co-infections	homotypiques	

Il	 est	 souvent	 nécessaire	 que	 plusieurs	 particules	 virales	 infectent	 une	 même	

cellule	afin	de	parvenir	à	une	infection	complète.	Intuitivement,	on	pourrait	penser	qu’une	

infection	collective	devrait	être	plus	coûteuse	pour	le	virus	et	donc	avoir	un	impact	négatif	

sur	 ses	 capacités	 réplicatives.	 Cependant,	 les	 observations	 tendent	 à	 démontrer	 le	

contraire.	On	peut	expliquer	ce	phénomène	en	prenant	l’exemple	de	l’importance	des	co-

infections	 dans	 la	 diversification	 des	 quasi-espèces	 permettant	 le	 passage	 des	 goulots	

d’étranglement.	Ces	derniers	peuvent	être	définis	comme	des	mécanismes	locaux	ayant	

pour	effet	l’empêchement	ou	la	limitation	de	l’infection	virale.	Un	virus,	lors	de	l’infection,	

rencontre	 donc	 de	 nombreux	 goulots	 d’étranglement.	 Ces	 mécanismes	 peuvent	

cependant	 être	 contournés	 par	 une	 forte	 diversité	 virale	 au	 sein	 d’une	 population,	

aboutissant	in	fine	à	une	infection	productive.	La	notion	de	quasi-espèces	a	été	introduite	

par	Esteban	Domingo	[10]	et	la	dynamique	de	ces	populations	lors	de	l’infection	virale	a	

été	 très	 étudiée	 par	 l’équipe	 de	 Marco	 Vignuzzi	 [11].	 Les	 principaux	 intérêts	 des	 co-

infections	pour	les	populations	virales	sont	présentés	en	figure	1.		
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poliovirus	en	s’y	 fixant.	Certains	variants	sont	résistants	à	ce	composé.	La	co-infection	

entre	un	variant	résistant	et	un	variant	sensible	à	V-073	conduit	à	la	diminution	drastique	

du	titre	viral.	Le	variant	résistant	devient	donc	sensible	avec	l’incorporation	de	protéines	

de	capsides	sensibles	au	composé	V-073,	une	coopération	négative	est	donc	observée.	Cet	

avantage	peut	être	utilisé	dans	la	recherche	de	nouvelles	molécules	à	visée	antivirale.	Les	

auteurs	précisent	qu’en	ciblant	des	protéines	structurales,	il	est	possible	d’avoir	un	effet	

sur	de	nombreux	virus	comme	les	rhinovirus,	l’entérovirus	71,	l’hépatite	C	et	la	dengue.	

De	plus,	utiliser	une	drogue	dite	dominante	permettrait	d’outrepasser	l’apparition	rapide	

de	résistants	observée	lors	de	l’utilisation	de	molécules	ayant	un	impact	sur	la	polymérase	

virale	[46].		

	 Un	autre	exemple	de	coopération	négative	est	celui	de	la	complémentation	entre	

génomes	défectifs	 interférents	et	 infectieux	 lors	d’une	 co-infection	entre	une	particule	

virale	 infectieuse	 et	 une	 particule	 défective	 interférente.	 Ces	 génomes	 dits	 défectifs	

peuvent	être	complémentés,	lors	d’une	co-infection,	soit	par	un	autre	virus	défectif	pour	

une	autre	partie	du	génome,	soit	par	un	virus	qualifié	d’assistant,	 c’est-à-dire	un	virus	

pouvant	mener	 à	 une	 infection	 productive.	 Lors	 d’infection	 à	 forte	MOI,	 ces	 génomes	

défectifs	vont	entrer	en	compétition	pour	 l’accès	aux	ressources	avec	 les	génomes	non	

défectifs.	Les	génomes	présentant	des	délétions	sont	plus	petits	que	le	génome	complet.	

Il	 a	 été	 observé	 que	 les	 génomes	 défectifs	 sont	 répliqués	 plus	 rapidement	 que	 leurs	

homologues	non	défectifs	et	peuvent	par	effet	de	masse	diminuer	la	réplication	et	donc	la	

transmissibilité	des	particules	dont	le	génome	est	non	défectif	[47].	Cette	particularité	des	

génomes	 défectifs	 est	 à	 l’étude	 pour	 le	 développement	 de	 thérapies	 antivirales	 ou	

vaccinales	utilisant	des	stocks	enrichis	en	particules	défectives	[48].	
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2.1. Polyploïdie	virale	

Le	premier	mécanisme	observé	fut	la	polyploïdie	virale	chez	le	phage	T7,	c’est-à-

dire	l’incorporation	de	plusieurs	copies	du	génome	au	sein	d’une	même	particule	virale.	

Cette	polyploïdie	touche	différentes	familles	virales	et	peut	être	sélective	ou	non	sélective	

(Figure	2A).	La	polyploïdie	semble	être	favorisée	pour	les	formes	virales	filamenteuses	

[4].	

Un	 exemple	 de	 sélectivité	 est	 celui	 des	 rétrovirus	 avec	 l’incorporation	 de	 deux	

copies	 identiques	du	génome	 [51].	 Ce	mécanisme	pourrait	 permettre	une	plus	 grande	

tolérance	d’altérations	du	génome	puisqu’une	recombinaison	entre	 les	deux	copies	est	

possible	par	un	saut	de	matrice	lors	de	la	rétrotranscription,	permettant	d’éliminer	les	

mutations	délétères	[52].		

Une	 polyploïdie	 non	 sélective	 est	 décrite	 comme	 pouvant	 être	 la	 résultante	 de	

l’absence	 de	 signaux	 d’encapsidation	 spécifiques	 ou	 de	 mécanismes	 de	 «	contrôle	

qualité	»	lors	de	l’assemblage	[4].	Chez	certains	paramyxovirus,	cette	polyploïdie	permet	

l’encapsidation	de	plusieurs	 copies	du	génome,	 fonctionnels	ou	défectifs,	 au	 sein	de	 la	

même	particule.	Le	virus	de	la	rougeole,	de	la	famille	des	Paramyxoviridae,	présente	des	

particules	 virales	 possédant	 deux	 génomes	 défectifs	 qui	 se	 complémentent	 lors	 de	

l’infection,	permettant	la	réalisation	d’un	cycle	complet	d’infection	[53].		

Un	exemple	de	 l’impact	de	 la	polyploïdie	non	 sélective	 sur	 l’infection	virale	 est	

celui	 du	 virus	 de	 la	 nécrose	 pancréatique	 infectieuse.	 Ce	 virus	 à	 ARN	 double	 brin,	

appartenant	à	la	famille	des	Birnaviridae	et	au	genre	Aquabirnavirus,	infecte	les	espèces	

aquatiques	comme	les	saumons.	Il	pose	de	nombreux	problèmes	agroalimentaires	dans	

les	élevages	de	saumons	en	entrainant	de	nombreux	décès	[54].	La	polyploïdie	permet	à	

ce	 virus	 d’emporter	 plusieurs	 copies	 du	 génome	 codant	 pour	 plusieurs	 versions	 de	 la	

protéine	 structurale	majoritaire	VP2.	 Cette	protéine	 est	 décrite	 comme	 jouant	un	 rôle	

majoritaire	 dans	 la	 modulation	 de	 la	 virulence	 en	 fonction	 de	 la	 séquence	 en	 acides	

aminés	de	certains	domaines	de	la	protéine.	Le	nombre	de	copies	du	segments	présents	

par	particule	est	décrit	comme	modulant	la	virulence	[54,	55].		

	 Cette	polyploïdie	non	sélective	a	également	été	décrite	pour	le	virus	Ebola,	un	virus	

filamenteux	présentant	une	forme	allongée	pouvant	aller	jusqu’à	20	µm.	Pour	les	formes	

les	plus	 longues,	 jusqu’à	22	 copies	du	génome	ont	 été	détectées	par	 cryo-microscopie	

électronique	et	cryotomographie	électronique	[56].	
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La	polyploïdie	permet	d’accroître	localement	la	MOI	sans	augmenter	le	nombre	de	

particule	par	cellule	ou	la	charge	virale,	favorisant	ainsi	la	probabilité	de	réaliser	un	cycle	

infectieux	 dans	 des	 conditions	 pouvant	 être	 non	 propices.	 La	 polyploïdie	 permet	

également	de	moduler	la	virulence	[55].	

	

2.2. Agrégation	entre	particules	virales	

L’agrégation	 physique	 entre	 particules	 virales	 a	 été	 observée	 pour	 un	 grand	

nombre	de	virus	en	utilisant	diverses	méthodes	comme	la	microscopie	électronique,	 la	

diffusion	 dynamique	 de	 la	 lumière	 ou	 la	 chromatographie	 d’exclusion	 de	 taille.	 Ces	

méthodes	 sont	présentées	 et	discutées	 en	 [57].	 Cette	 agrégation	a	 souvent	 été	décrite	

comme	provenant	d’un	biais	dans	la	préparation	des	stocks	purs	de	virus.	Cependant	le	

développement	 de	 nouvelles	 technologies	 permet	 d’observer	 et	 de	 comprendre	 plus	

précisément	ce	phénomène.	

L’agrégation	 peut	 être	 modulée	 par	 des	 facteurs	 physico-chimiques	 comme	 la	

concentration	ionique,	la	présence	de	certains	ions	ou	de	certains	composés	dans	le	milieu	

[4,	57].	Certaines	conditions	de	conservation,	comme	la	congélation,	ou	de	préparation	

avec	 l’utilisation	de	sonicateurs	ou	de	vortex	peuvent	avoir	un	 impact	sur	 l’agrégation	

[58].	L’émergence	de	pathologies	virales	issues	de	la	consommation	d’eau	souterraine	a	

mené	à	la	réalisation	d’études	sur	la	stabilité	et	l’interaction	des	virus	avec	les	éléments	

de	l’environnement	[57].	Une	modification	dans	la	concentration	saline,	le	pH,	la	nature	

et	 la	 concentration	 de	 certains	 électrolytes,	 peut	 avoir	 une	 influence	 sur	 les	 forces	

électrostatiques	 et	 hydrophobiques	 induisant	 l’agrégation	 entre	 des	 particules	 virales	

isolées	(figure	3A).	De	même,	ces	modifications	physico-chimiques	peuvent	favoriser	le	

regroupement	de	particules	virales	à	l’interface	air-liquide	dans	l’environnement	(figure	

3B).	La	présence	de	composés,	comme	des	débris	cellulaires,	dans	le	milieu	environnant	

peut	 favoriser	 le	 regroupement	 de	 particules	 virales	 par	 fixation	 des	 virions	 aux	

composés	cellulaires	(figure	3C).	Un	exemple	d’interaction	avec	 les	composés	présents	

dans	l’environnement	est	celui	des	rotavirus,	virus	appartenant	à	la	famille	des	Reoviridae	

et	responsables	de	pathologies	gastro-intestinales.	La	transmission	du	virus	se	 fait	par	

voie	oro-fécale.	Il	a	été	montré	que	la	matière	organique	issue	du	fleuve	Suwannee	au	sud-

est	 des	 États-Unis	 favorise	 l’agrégation	 des	 rotavirus	 et	 peut	 ainsi	 favoriser	 la	

transmission	groupée	de	particules	virales	 [59].	Le	changement	d’état	du	solvant	peut	

également	 affecter	 le	 regroupement	 entre	 particules	 virales.	 Par	 exemple,	 une	
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Les	 anticorps	neutralisants	 sont	 également	décrits	 comme	ayant	 un	 impact	 sur	

l’agrégation	 virale,	 décrit	 en	 [62]	 pour	 le	 VIH.	 Une	 facilitation	 de	 l’infection	 par	 ces	

anticorps	est	également	décrite	et	concerne	particulièrement	la	famille	des	Flaviviridae	

[63].	

	

2.3. Groupements	atypiques	:	corps	d’occlusion	

Les	 baculovirus	 sont	 des	 virus	 enveloppés	 à	 ADN	 double	 brin	 qui	 infectent	

exclusivement	les	arthropodes	[64].	Ces	virus	sont	transmis	aux	larves	d’insectes	lors	de	

l’ingestion	de	nourriture	 contaminée	et	doivent	ainsi	 être	 résistant	à	 l’environnement,	

avec	parfois	une	survie	nécessaire	durant	toute	une	année	sans	hôte	[4].	Des	groupements	

de	virions	agrégés	s’entourent	d’un	revêtement	protéique	jouant	un	rôle	protecteur	vis-

à-vis	 des	 contraintes	 physico-chimiques	 de	 l’environnement	 et	 sont	 appelés	 corps	

d’occlusions	(figure	2C).	Ces	derniers	sont	non	infectieux	en	l’état.	Lors	de	l’ingestion	par	

l’hôte,	le	pH	acide	présent	dans	le	système	digestif	dégradera	ce	revêtement	et	permettra	

l’attachement	du	virus	au	récepteur	et	la	réalisation	du	cycle	viral.	Cette	forme	évolutive	

est	décrite	comme	un	mécanisme	unique	permettant	à	un	virus	enveloppé	d’être	résistant	

dans	son	environnement	comme	le	sont	naturellement	les	virus	non	enveloppés	[64].		

	

2.4. Transfert	collectif	de	virus	:	vésicules	de	transport	extracellulaire	

Pour	 se	protéger	du	milieu	 extérieur,	 certains	 virus	 sont	 libérés	 collectivement	

sous	 la	 forme	de	vésicules	similaires	aux	endosomes.	Les	virus	entériques,	soumis	aux	

contraintes	 physico-chimiques	 rencontrées	 dans	 le	 système	 digestif,	 utilisent	

particulièrement	cette	voie	de	transmission.	Le	virus	de	l’hépatite	A	est	un	virus	à	ARN	

simple	brin	de	polarité	positive	et	appartient	à	la	famille	des	Picornaviridae	et	au	genre	

Hepatovirus.	Ce	virus	est	responsable	de	manifestations	hépato-gastriques	chez	l’Homme	

et	 est	 transmis	 par	 voie	 oro-fécale.	 Les	 formes	 circulantes	 et	 infectieuses	 du	 virus	

retrouvées	dans	le	sang	lors	de	l’infection	aigue	sont	présentes	sous	la	forme	de	vésicules	

assimilées	 à	 des	 endosomes	 qui	 contiennent	 un	 grand	 nombre	 de	 particules	 virales	

regroupées.	L’infection	se	fait	donc	par	un	groupement	de	nombreuses	particules	virales	

[3].	Des	formes	libres	et	 infectieuses,	c’est-à-dire	non	regroupées	dans	des	vésicules	et	

des	 formes	 non	 enveloppées	 du	 virus	 sont	 retrouvées	 dans	 les	 selles.	 Ces	 formes	

proviendraient	de	vésicules	qui,	lors	de	la	sécrétion	dans	les	canaux	biliaires,	auraient	été	
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dégradées	par	les	sels	biliaires.	L’enveloppe	entourant	les	particules	virales	est	décrite	

comme	sensible	à	ces	sels	[65].		

	 Pour	être	disséminés	en	groupe,	d’autres	virus	entériques	utilisent	des	vésicules	

(Figure	2D).	Les	cellules	en	apoptose	expriment	à	 leur	surface	de	 la	phosphtidylsérine	

permettant	leur	reconnaissance	par	les	macrophages	et	leur	phagocytose.	Les	poliovirus	

utilisent	de	larges	vésicules	assimilées	aux	auto-phagosomes	et	qui	sont	riches	en	lipides	

et/ou	recouvertes	de	phosphatidylsérine.	Ces	vésicules	sont	phagocytées	et	permettent	

l’infection	 [3].	 Plus	 récemment,	 les	 rotavirus	 et	 les	 norovirus	 ont	 été	 décrits	 comme	

utilisant	des	vésicules	provenant	respectivement	de	la	membrane	cellulaire	et	de	la	voie	

de	sécrétion	exosomale.	Les	rotavirus	et	norovirus	présentent	deux	formes	infectieuses	:	

une	 première	 constituée	 de	 vésicules	 contenant	 plusieurs	 particules	 virales	 et	 une	

seconde	sous	la	forme	de	virus	non	enveloppés	et	contenant	un	seul	génome.	Ces	formes	

virales	peuvent	toutefois	être	retrouvés	sous	la	forme	de	groupement	grâce	à	l’utilisation	

des	bactéries	commensales	[3].		

	 Ces	stratégies	ne	sont	pas	exclusives	aux	virus	animaux	ou	aux	virus	de	plantes.	On	

retrouve	également	des	stratégies	de	regroupement	de	particules	virales	chez	les	virus	

d’archées	avec	le	marseillevirus	par	exemple.	Il	s’agît	d’un	virus	à	ADN	appartenant	à	la	

famille	des	Marseilleviridae	et	au	genre	Marseillevirus.	Ce	virus	peut	infecter	des	archées	

sous	la	forme	de	vésicules	en	utilisant	la	phagocytose	ou	alors	sous	la	forme	de	virions	

libres	en	utilisant	la	voie	canonique	d’endocytose	depuis	la	membrane	cellulaire.		

	

2.5. Transfert	direct	de	virus	par	échange	entre	cellules	

L’architecture	 des	 cellules,	 des	 tissus,	 des	 organes	 et	 in	 fine	 des	 systèmes	

biologiques	permet	la	communication	et	le	contact	entre	de	nombreux	partenaires.	Ces	

voies	de	communication	sont	utilisées	afin	de	transférer	des	composites	cellulaires,	des	

ARNm,	 des	 protéines	 ou	 encore	 des	 neurotransmetteurs.	 Les	 virus	 sont	 connus	 pour	

utiliser	 ces	 voies	 à	 leur	 avantage.	 L’utilisation	de	 synapses	 virologiques,	 des	 jonctions	

serrées,	de	nanotubes,	ou	même	de	plasmodesmes	par	les	virus	de	plantes,	ont	été	décrits	

[15,	66].	Ces	mécanismes	de	transmission	de	particules	virales	de	cellule-à-cellule	sont	

présentés	et	 illustrés	par	Zhong	et	al.	 [49].	La	transmission	 locale	de	particules	virales	

diminue	la	dispersion	et	permet	ainsi	une	transmission	avec	une	MOI	plus	élevée	[4].	Le	

virus	 des	 nervures	 jaunes	 nécrotiques	 de	 la	 betterave	 est	 un	 virus	 de	 la	 famille	 des	

Benyviridae	dont	le	génome	est	composé	de	quatre	ou	cinq	segments	d’ARN	simple	brin	
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de	 polarité	 positive.	 Des	 interactions	 entre	 segments	 d’ARN	 et	 protéines	 virales	

permettant	 la	 formation	 de	 complexes	 ribonucléoprotéiques	 ont	 été	 montrées.	 Ces	

complexes,	plus	stables	que	les	segments	isolés,	sont	transportés	de	cellule-à-cellule	via	

les	plasmodesmes,	sur	une	plus	grande	distance.	Ce	mode	de	transmission	permet	une	

dissémination	 systémique	 au	 sein	 de	 l’hôte	 [67].	 Un	 transfert	 de	 particules	 virales	

infectieuses	de	cellule-à-cellule	par	l’utilisation	de	plasmodesmes	élargis	a	également	été	

décrit	[68]	(figure	2E).	

L’alphaherpesvirus	 de	 type	 1	 est	 un	 virus	 à	 ADN	 appartenant	 à	 la	 famille	 des	

Herpesviridae	ayant	un	tropisme	neuronal	et	possèdant	un	cycle	lytique	et	un	cycle	latent.	

La	latence	se	fait	dans	le	ganglion	du	nerf	trijumeau	[69].	Lors	de	sa	réactivation,	ce	virus	

cause	des	lésions	des	muqueuses	présentes	au	niveau	de	la	bouche	en	réalisant	un	cycle	

lytique	dans	les	cellules	épithéliales.	Le	transport	depuis	 les	voies	nerveuses	 jusqu’aux	

muqueuses	se	fait	de	cellule-à-cellule	par	l’utilisation	des	synapses	neuronales	et	permet	

le	transfert	collectif	de	plusieurs	particules	virales	[70].		

Le	VIH	infecte	les	lymphocytes	T	CD4+	et	utilise	les	cellules	dendritiques	sans	les	

infecter	afin	d’augmenter	la	probabilité	de	transmission	aux	lymphocytes	T	CD4+.	Le	virus	

est	concentré	localement	et	forme	une	synapse	virale	pour	permettre	une	transmission	

groupée	de	cellules	à	cellules	[71]	(Figure	2F).	Le	VIH	utilise	le	cytosquelette	d’actine	afin	

de	 former	 de	 longs	 tubes	 appelés	 filopodes	 permettant	 de	 faciliter	 la	 transmission	

extracellulaire	 du	 virus	 de	 cellule-à-cellule.	 Le	 filopode	 formé	 permettra	 d’apporter	

plusieurs	particules	virales	aux	cellules	adjacentes	[49]	(Figure	2F).	

Le	 virus	 de	 la	 vaccine,	 appartenant	 à	 la	 famille	 des	 Poxviridae,	 utilise	 l’actine	

cellulaire	afin	d’augmenter	sa	transmission	directe	de	cellule-à-cellule	(Figure	2F).	Pour	

cela	 un	 réarrangement	 de	 l’actine	 cellulaire	 au	 niveau	 d’un	 des	 pôles	 de	 la	 cellule	 est	

observé.	Ce	 réarrangement	permet	 la	 formation	d’une	 comète	d’actine	 responsable	de	

l’augmentation	de	la	mobilité	des	particules	virales	et	permet	une	projection	de	cellules	

en	 cellules	 du	 virus	 qui	 va	 infecter	 les	 cellules	 permissives	 environnantes.	 Si	 le	 virus	

rentre	en	contact	avec	une	cellule	non	permissive,	un	réarrangement	de	l’actine	permettra	

la	formation	d’une	nouvelle	comète	et	ainsi	la	projection	sur	une	autre	cellule	[72,	73].	

	

Le	virus	HTLV-1,	responsable	de	la	leucémie	à	lymphocytes	T	chez	l’adulte	et	de	la	

paraparésie	 spastique	 tropicale,	 est	 un	 rétrovirus	 à	ARN	 simple	 brin	 appartenant	 à	 la	

famille	des	Retroviridae.	Ce	virus	a	été	décrit	comme	utilisant	un	mode	de	transmission	
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atypique,	 initialement	 retrouvé	 chez	 les	 bactéries,	 appelé	 biofilm	 [50].	 Ce	 virus	 est	

concentré	à	un	pôle	de	la	cellule	et	est	libéré	sous	la	forme	de	biofilm	viral	(Figure	2G).	Ce	

biofilm	est	composé	de	matrice	extracellulaire	et	de	protéoglycanes	et	possède	une	forte	

propriété	adhérente.	Il	est	responsable	de	la	concentration	locale	des	particules	virales.	

Ce	biofilm	permet,	lors	d’un	contact	entre	une	cellule	infectée	et	une	cellule	non	infectée,	

l’attachement	entre	les	deux	cellules	et	favorise	l’infection	virale	par	transmission	directe,	

depuis	la	cellule	infectée,	d’un	groupement	de	particules	virales	qui	va	adhérer	à	la	surface	

de	 la	cellule	à	 infecter	 [8,	74].	Le	rôle	du	biofilm	est	donc	de	 faciliter	 l’infection	virale,	

favorisant	de	 facto	 les	co-infections.	 Il	est	également	supposé	que	 le	biofilm,	de	par	sa	

composition,	joue	un	rôle	de	protection	contre	l’environnement	et	permet	ainsi	aux	virus	

de	résister	aux	contraintes	environnementales.	

	

Les	virus	ont	donc	développé	des	stratégies	alternatives	permettant	d’augmenter	

le	nombre	de	particules	virales	ou	de	copies	du	génome	transmis	à	l’hôte,	favorisant	les	

co-infections.	Les	stratégies	utilisent	des	propriétés	intrinsèques	aux	particules	virales	en	

augmentant	 par	 exemple	 le	 nombre	 de	 copies	 du	 génome	 viral	 par	 particule	 ou	 en	

favorisant	l’agrégation	entre	particules	virales.	Des	mécanismes	plus	spécifiques	à	l’hôte	

sont	 également	 utilisés	 afin	 de	 favoriser	 la	 transmission	 de	 cellule-à-cellule	 ou	 la	

dissémination	au	sein	de	l’hôte.	

L’augmentation	 de	 la	 fréquence	 de	 co-infections	 va	 permettre	 d’augmenter	 la	

probabilité	de	réalisation	d’une	infection	productive.	Cependant,	ces	modulations	de	la	

fréquence	de	co-infections	ont	des	conséquences	sur	l’infection	de	l’hôte	en	modifiant	la	

virulence	 ou	 la	 charge	 virale	 mais	 influencent	 également	 l’issue	 de	 l’infection	 virale.	

L’évolution	virale	est	également	conditionnée	en	partie	par	les	co-infections.	
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3.1. Conséquences	pour	les	virus	

Lors	de	la	co-infection,	un	des	virus	viendra	interférer	avec	la	réplication	virale	du	

ou	 des	 autres	 virus.	 Ce	 processus	 est	 appelé	 interférence	 virale.	 Ce	mécanisme	 peut	

également	avoir	pour	conséquences	l’exclusion	ou	la	suppression	de	super-infections	par	

exemple.	

L’interférence	est	majoritairement	causée	par	la	réponse	immunitaire	innée	avec	

une	réponse	interférons-médiée	activant	des	voies	de	signalisation	intra-cellulaires.	Les	

médiateurs	 cellulaires	 qui	 seront	 alors	 synthétisés	 viendront	 interférer	 avec	 la	

réplication	 virale	 de	 nombreux	 virus	 et	 à	 plusieurs	 étapes	 du	 cycle	 viral.	 D’autres	

mécanismes	 viro-induits	 d’interférence	 avec	 la	 réplication	 virale	 existent	 comme	 par	

exemple	la	synthèse	de	génomes	viraux	défectifs,	de	protéines	virales	trans-activatrices	

ou	d’ARN	interférents	(ARNi).	Un	phénomène	de	compétition	pour	l’accès	aux	ressources	

nécessaires	à	la	réplication	a	aussi	été	décrit	comme	jouant	un	rôle	dans	l’interférence.		

	

L’exclusion	de	super-infections	est	un	phénomène	décrit	pour	des	virus	proches,	

tels	que	les	virus	influenza	A	et	B	par	exemple.	Ce	mécanisme	peut	se	décrire	comme	une	

interférence	par	un	premier	virus	ayant	commencé	son	infection	sur	le	second	virus.	Cela	

a	 été	 observé	pour	des	 virus	 animaux	mais	 également	pour	des	 virus	de	plantes	 avec	

l’exemple	du	virus	de	la	tristeza	des	agrumes	(Citrus	tristeza	virus).	Ce	virus	est	capable	

d’exclure	 par	 un	 mécanisme	 inconnu	 une	 super-infection	 au	 niveau	 cellulaire	 ou	 au	

niveau	 de	 l’organisme	 par	 un	mécanisme	 impliquant	 la	 protéine	 virale	 p33	 [76].	 Les	

exclusions	de	super-infections	peuvent,	de	manière	générale,	être	causées	par	exemple	

par	 une	 diminution	 de	 l’expression	 du	 récepteur	 viral	 ou	 par	 une	 inhibition	 de	 la	

réplication/transcription	du	virus.	Il	n’y	a	cependant	que	peu	de	publications	décrivant	

ce	phénomène	in	vivo.	Les	cas	décrits	concernent	l’altération	de	la	réponse	immunitaire	

lors	de	la	vaccination	par	des	vaccins	vivants	atténués.	Les	vaccins	vivants	atténués	vont	

pouvoir	 infecter	 l’hôte	mais	présenteront,	par	exemple,	des	 capacités	 réplicatives	plus	

faibles	 que	 le	 virus	 non	 atténué,	 pouvant	 ainsi	 diminuer	 les	 manifestations	

symptomatiques	tout	en	permettant	 le	développement	d’une	immunité	spécifique.	Une	

exclusion	de	souche	vaccinale	vivante	atténuée	a	par	exemple	été	observée,	in	vivo,	chez	

le	 porc	 infecté	 de	manière	 persistante	 par	 le	 virus	 de	 la	 peste	 porcine.	 Une	 infection	

persistante	 peut	 se	 définir	 par	 l’absence	 d’élimination	 du	 virus	 par	 le	 système	

immunitaire	de	l’hôte	et	donc	sa	persistance	dans	l’organisme.	Deux	groupes	de	porcs	ont	
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été	comparés,	le	premier	composé	de	porcs	infectés	de	manière	persistante	à	la	naissance	

par	le	virus	de	la	peste	porcine	et	le	second	composé	de	porcs	n’ayant	jamais	rencontré	le	

virus.	 Suite	 à	 la	 vaccination,	 aucune	 immunité	 adaptative	 dirigée	 contre	 la	 souche	

vaccinale	vivante	atténuée	du	virus	de	la	peste	porcine	n’a	été	observée	chez	les	porcs	

infectés	de	manière	persistante	contrairement	à	l’autre	groupe.	La	souche	vaccinale	ne	

semble	donc	pas	infecter	les	cellules	si	une	infection	persistante	par	le	virus	de	la	peste	

porcine	est	présente	[77].		

En	 plus	 de	 l’exclusion,	 concernant	 des	 virus	 proches,	 la	 suppression	 de	 super-

infections	 virales,	 concernant	des	 virus	différents	 a	 été	décrite.	Des	 cellules	d’insectes	

infectées	de	manière	persistante	par	un	densovirus	(DNV),	de	la	famille	des	Densoviridae	

ont	un	effet	sur	l’infection	par	le	virus	de	la	dengue	en	comparaison	avec	des	cellules	non	

infectées	par	un	DNV.	Le	taux	d’infection	par	le	virus	de	la	dengue,	la	production	virale	et	

la	mort	cellulaire	associée	à	l’infection	semblent	diminués	en	regard	du	groupe	contrôle	

[78].	 De	 manière	 générale,	 les	 cellules	 infectées	 de	 manière	 persistante	 résistent	 à	

l’infection	par	un	autre	virus	non	pas	majoritairement	dans	la	permissivité	à	l’infection	

mais	dans	la	sévérité	de	l’infection.	L’issue	de	l’infection	est	moins	sévère	pour	ces	cellules	

ou	organismes	et	la	mortalité	est	diminuée.		

	

Une	 interférence	 positive	 peut	 aussi	 s’observer	 avec	 un	 effet	 positif	 sur	 les	

capacités	réplicatives	de	l’un	ou	des	deux	virus.	Cela	a	par	exemple	été	décrit	pour	une	co-

infection	entre	le	betaherpèsvirus	5	et	l’alphaherpèsvirus	de	type	1,	deux	membres	de	la	

famille	des	Herpesviridae,	résultant	en	une	augmentation	des	capacités	réplicatives	et	de	

la	virulence	des	deux	virus	[79].	La	co-infection	de	cellules	de	moustiques	C6/36	par	le	

virus	de	La	Crosse	et	le	virus	Sindbis	résulte	en	l’augmentation	des	capacités	réplicatives	

du	 virus	 Sindbis	 [80].	 Cette	 augmentation	 des	 capacités	 réplicatives	 peut	 passer	 par	

l’utilisation	de	protéines	du	second	virus	au	profit	du	premier	par	exemple.		

	

3.2. Conséquences	pour	l’hôte	

L’issue	de	certaines	infections	virales	peut	être	plus	délétère	pour	un	organisme	

lors	 de	 co-infections	 par	 d’autres	 virus.	 Par	 exemple	 une	 co-infection	par	 les	 virus	 de	

l’hépatite	B	et	C	aboutit	à	une	fibrose	hépatique	plus	sévère	que	lors	d’une	mono-infection	

[81].	 La	 permissivité	 pour	 d’autres	 infections	 peut	 être	 augmentée	 lors	 d’une	 primo-

infection	 par	 un	 autre	 virus.	 L’infection	 par	 le	 VIH,	 en	 affectant	 la	 barrière	muqueuse	
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intestinale	ou	en	affaiblissant	le	système	immunitaire,	pourrait	augmenter	la	probabilité	

d’être	 infecté	 par	 le	 virus	 de	 l’hépatite	 C	 par	 exemple	 [82,	 83].	 L’infection	 par	 le	 VIH	

augmente	également	 la	 charge	virale	du	virus	de	 l’hépatite	C	 lors	de	 la	 co-infection	et	

augmente	la	vitesse	de	prolifération	de	la	fibrose	hépatique	[84].	Les	mêmes	effets	sur	la	

virulence	ont	été	observés	lors	de	la	co-circulation	de	souches	brésiliennes	du	virus	de	la	

vaccine.	Une	modulation	de	la	virulence	peut	être	observée	en	fonction	de	la	MOI.	

	

Les	 co-infections	 virales	 peuvent	 également	 affecter	 l’épidémiologie	 virale.	 Les	

arbovirus	sont	des	virus	transmis	d’hôtes-en-hôtes	par	le	biais	d’arthropodes.	Le	vecteur	

comme	l’hôte	terminal	sont	infectés	par	les	virus	transmis.	Il	est	à	noter	que	le	vecteur,	à	

l’inverse	 de	 l’hôte,	 reste	 infecté	 sans	 élimination	 du	 virus.	 Lors	 d’une	 co-infection	 du	

vecteur	par	certaines	souches	d’arbovirus,	une	compétition	est	observée	entre	les	virus	

et	mène	à	l’inhibition	mutuelle	de	la	réplication	virale.	On	peut	ainsi	observer	un	arrêt	de	

transmission	de	souches	ou	une	non	circulation	dans	certaines	zones.	Ce	mécanisme	peut	

s’illustrer	 avec	 l’exemple	 du	 virus	 de	 la	 dengue.	 Quatre	 sérotypes	 circulent	 dans	 la	

population	humaine.	L’évolution	de	la	circulation	de	ces	virus	au	cours	de	ces	70	dernières	

années	a	été	décrit	par	Jane	P.	Messina	et	al.	[85].	Les	sérotypes	2	et	4	sont	décrits	comme	

responsables	d’exclusions	compétitives	lors	de	co-infections.	Dans	des	expériences	de	co-

infections,	il	a	été	montré	que	les	capacités	réplicatives	du	sérotype	2	étaient	fortement	

inhibée	par	le	sérotype	4.	Ce	dernier	est	également	affecté	par	l’infection	par	le	sérotype	

2	 mais	 de	 manière	 plus	 limitée	 [86].	 L’installation	 d’autres	 sérotypes	 dans	 les	 zones	

concernées	par	la	circulation	des	sérotypes	2	et	4	semble	donc	compromise	[86].	
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4. Méthodes	de	détection	des	co-infections	

La	détection	et	 la	quantification	des	évènements	de	co-infections	sont	cruciales	

pour	identifier	d’éventuels	facteurs	ayant	in	fine	un	rôle	sur	la	fréquence	de	co-infections.	

De	nombreux	virus	sont	responsables	de	symptômes	communs	lors	de	l’infection	

d’un	 hôte	 et	 la	 cause	 étiologique	 est	 souvent	 associée	 à	 un	 seul	 pathogène.	 Les	 co-

infections	 sont	 donc	 sous-estimées,	 cette	 sous-estimation	 provient	 également	 de	 la	

difficulté	à	isoler	un	seul	agent	viral	contrairement	aux	infections	bactériennes	où	il	est	

relativement	 plus	 facile	 de	 procéder	 à	 l’isolement	 d’une	 seule	 colonie	 lorsque	 les	

conditions	de	cultures	sont	maîtrisées.		

	 Afin	de	détecter	 les	co-infections	à	des	 fins	de	diagnostic	médical,	 les	méthodes	

classiquement	 utilisées	 jusqu’à	 l’avènement	 de	 l’amplification	 par	 polymérisation	 en	

chaîne	(PCR)	étaient	limitées	aux	tests	sérologiques	ou	à	l’amplification	virale	sur	cultures	

cellulaires	à	partir	de	prélèvements	de	patients.	Les	méthodes	sérologiques	peuvent	être	

limitées	 par	 leur	 sensibilité	 et	 l’amplification	 peut	 être	 limitée	 par	 des	 interférences	

virales	 lors	 de	 la	 culture.	 Aujourd’hui,	 les	 méthodes	 de	 détection	 des	 co-infections	

utilisées	 reposent	 sur	deux	approches	qui	 sont	basées	 soit	 sur	 la	détection	des	 acides	

nucléiques	 soit	 sur	 la	 détection	 de	 protéines	 virales	 en	 utilisant	 des	 anticorps	

spécifiquement	dirigés	contre	une	ou	plusieurs	protéines	virales	(pour	revue	[75]).		

L’amplification	 spécifique	 de	 régions	 des	 génomes	 viraux	 par	 PCR	 ou	 RT-PCR	

permet	de	détecter	et	de	quantifier	 les	co-infections	avec	 toutefois	une	 limite	due	à	 la	

nécessité	de	connaître	préalablement	les	pathogènes	recherchés.	Le	développement	des	

nouvelles	 technologies	de	 séquençage	dites	de	nouvelles	générations	et	à	haut-débit	a	

servi	à	la	découverte	de	co-infections	à	plus	grande	échelle.	Le	problème	de	ces	méthodes	

provient	de	 leur	 caractère	 semi-quantitatif.	 Elles	permettent	de	mettre	 en	 évidence	 la	

présence	de	plusieurs	virus	dans	un	échantillon	ou	dans	une	cellule	mais	ne	permettent	

pas	de	rendre	compte	du	nombre	relatif	d’unités	virales	par	cellule.		

Parmi	 les	 méthodes	 de	 détection	 des	 protéines	 virales	 utilisant	 des	 anticorps	

spécifiques	 on	 retrouve	 des	 méthodes	 immuno-enzymatiques	 ou	 immuno-chimiques	

avec	 la	 réalisation	 de	 test	 ELISA,	 de	 marquages	 immunofluorescents	 et	 des	

séroneutralisations.	A	des	fins	de	recherche	scientifique,	il	existe	également	des	méthodes	

de	 visualisation	 plus	 directes	 des	 virus	 comme	 l’observation	 par	 microscopie	

électronique	des	virions	mais	qui	nécessite	de	pouvoir	distinguer	les	virus	co-infectants	

[57,	 87].	 Afin	 de	 visualiser	 plus	 directement	 les	 co-infections,	 des	 virus	 permettant	
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l’expression	libre	ou	associée	à	une	autre	protéine	de	rapporteurs	fluorescents	ont	été	

produits	et	utilisés.	Ces	 type	de	virus	a	par	exemple	été	utilisé	pour	visualiser	des	co-

infections	virales	chez	les	plantes	et	ont	permis	de	mettre	en	évidence	des	évènements	

d’exclusions	de	super-infections	[88].	

	

Pour	 les	 virus	 influenza,	 il	 n’existe	 pas	 de	méthode	 réellement	 quantitative	 de	

mesure	des	évènements	de	co-infections.	Les	techniques	classiquement	utilisées	reposent	

sur	l’utilisation	de	virus	rapporteurs	permettant	l’expression	de	protéines	fluorescentes	

fusionnées	aux	protéines	virales.	La	fluorescence	est	ensuite	mesurée	par	microscopie	à	

fluorescence	 ou	 par	 cytométrie	 en	 flux.	 Ces	 virus	 apportent	 des	 informations	 sur	 la	

localisation	 cellulaire	 des	 protéines	 ou	 sur	 les	 cellules	 co-infectées,	 cependant	 ils	 ne	

permettent	pas	une	quantification	des	co-infections	en	l’état	[89].	Ces	virus	rapporteurs	

existent	également	pour	les	virus	influenza	B	et	ont	été	répertoriés	par	Rebekah	E.	DUmm	

et	Nicholas	S.	Heaton	et	al.	[90].	Ces	protéines	dites	rapportrices	peuvent	également	être	

traduites	indépendamment	des	protéines	virales	associées.	Pour	cela	un	site	de	clivage	

2A	 provenant	 d’un	 teschovirus	 porcin	 peut	 être	 utilisé	 et	 permet	 la	 séparation	 co-

traductionelle	des	protéines	[91].	

	

Afin	 de	 visualiser	 les	 co-infections,	 une	 autre	 approche	 plus	 récente	 consiste	 à	

marquer	 l’ARN	 viral	 à	 l’aide	 de	 sondes.	 Des	 méthodes	 d’hybridation	 d’ARN	 in	 situ	

permettant	l’émission	de	fluorescence	ont	été	mises	au	point.	Cependant	ces	méthodes	

demandent	une	mise	au	point	conséquente	et	leur	réalisation	rend	l’analyse	d’un	grand	

nombre	de	cellules	complexe.	En	2017,	afin	de	rendre	compte	de	 la	dynamique	de	co-

infections	 et	 de	 la	 réplication	 virale	 des	 virus	 influenza	 A,	 une	 étude	 a	 présenté	 le	

développement	d’une	méthode	de	visualisation	de	chacun	des	segments	viraux	présents	

à	l’échelle	d’une	seule	cellule	[92].	Cette	méthode	repose	sur	la	reconnaissance	spécifique	

de	 chaque	 segment	 d’ARN	 viral	 (ARNv)	 provenant	 de	 deux	 souches	 différentes.	

Brièvement,	deux	stocks	viraux	ont	été	produits	à	partir	de	la	souche	A/WSN/33	et	ne	

différent	que	par	une	mutation	silencieuse	sur	chaque	segment.	Des	sondes	dites	cadenas	

ont	été	synthétisées	et	sont	spécifiques	de	chaque	segment	et	de	chaque	stock	viral.	Ces	

sondes	cadenas	présentent	deux	bras	en	3’	et	5’	permettant	une	hybridation	spécifique	à	

chaque	segment	menant	à	la	formation	d’une	structure	circulaire	sur	laquelle	se	trouve	

un	code-barres	spécifique	de	stock	et	un	code-barres	spécifique	de	segment.	Ces	sondes	
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des	segments	génomiques.	L’ADN	complémentaire	de	chaque	segment	est	obtenu	par	transcription	inverse	à	partir	des	

segments	d’ARNv	obtenus	après	fixation	des	cellules.	La	matrice	ARN	est	dégradée	par	la	RNase	H.	Les	sondes	cadenas	

viennent	s’hybrider	sur	les	ADNc	et	une	ligase	permet	la	jonction	entre	les	deux	bras	5’	et	3’	permettant	la	circularisation	

complète	 des	 PLP.	 Une	ADN	polymérase	 va	 amplifier	 en	 série	 la	 séquence	 d’ADN,	 amplifiant	 les	 codes-barres.	 Les	

amplicons	restent	liés	par	complémentarité	de	séquence.	Des	sondes	fluorescentes	spécifiques	de	chaque	code-barres	

sont	ajoutées	et	les	cellules	peuvent	être	analysées	par	microscopie	à	fluorescence.	D.	Visualisation	et	quantification	

des	amplicons	pour	chaque	cellule.	Les	amplicons	sont	détectés	par	hybridation	de	sondes	fluorescentes	spécifiques	

(jusqu’à	 cinq)	 sur	 chaque	 code-barres,	 puis	 analyse	 par	 microscopie	 à	 fluorescence	 et	 reconstitution	 d’image.	 La	

reconstitution	 se	 fait	 par	 superposition	 des	 différentes	 images	 permettant	 de	 capturer	 le	 signal	 des	 amplicons	

fluorescents	avec	la	délimitation	cellulaire	obtenue	par	auto-fluorescence	et	marquage	au	DAPI.	Traduit	de	[92].	
	

Des	approches	permettent	de	quantifier	les	agrégats	viraux.	Ces	agrégats	peuvent	

donner	 lieu	 à	 des	 co-infections	 virales.	 Il	 est	 important	 de	 noter	 que	 la	 détection	 de	

l’agrégation	virale	ne	rend	pas	directement	compte	de	la	fréquence	de	co-infections.	Une	

augmentation	 de	 l’agrégation	 peut	 permettre	 de	 supposer	 une	 augmentation	 des	 co-

infections	 mais	 n’est	 pas	 une	 preuve	 formelle	 de	 cette	 augmentation.	 Ces	 méthodes	

permettent	 de	 visualiser	 mais	 également	 de	 quantifier	 l’agrégation	 entre	 particules	

virales	au	sein	d’un	stock	viral	[57].	Pour	mesurer	l’agrégation,	la	diffusion	dynamique	de	

la	 lumière	 et	 la	 microscopie	 électronique	 sont	 par	 exemple	 utilisées.	 Cependant	 ces	

méthodes	peuvent	induire	un	biais	en	favorisant	ou	limitant	l’agrégation	entre	particules	

virales	lors	de	la	préparation	des	échantillons.	De	plus	ces	méthodes	ne	permettent	pas	

d’identifier	 formellement	 la	 nature	 des	 virions	 agrégés	 dans	 le	 cas	 d’infections	

homotypiques	par	 exemple.	Plus	 récemment,	 la	quantification	de	particules	 virales	du	

virus	de	l’immunodéficience	humaine,	et	donc	d’agrégations	entre	particules	virales,	a	pu	

être	réalisée	par	cytométrie	en	flux	[93].	Cette	technique	pourra	permettre	de	traiter	plus	

d’échantillons	dans	une	courte	période	de	temps.		

En	 2017,	 l’équipe	 de	 Rafael	 Sanjúan	 a	 développé	 une	 méthode	 de	 quantification	

permettant	l’estimation	de	la	fréquence	d’agrégation	au	sein	de	stocks	de	virus	VSV	par	

cytométrie	en	 flux	 [6].	Les	auteurs	ont	émis	 l’hypothèse	que	 les	virus	enveloppés	VSV	

présentent	à	leur	surface	leur	propre	récepteur	et	peuvent	ainsi	interagir	entre	eux.	Afin	

de	 quantifier	 l’agrégation,	 les	 auteurs	 ont	 produits	 deux	 stocks	 de	 virus	 permettant	

l’expression	soit	d’une	protéine	de	fluorescence	rouge	(mCherry)	soit	d’une	protéine	de	

fluorescence	verte	(GFP).	Ils	ont	ensuite	incubé	des	mélanges	équiproportionnels	de	virus	

basés	sur	le	titre	en	particules	infectieuses	puis	ont	infecté	des	cellules	et	ont	mesuré	la	

proportion	 de	 cellules	 simples	 positives	 (mCherry-/GFP+,	 mCherry+/GFP-),	 double	

négatives	 (mCherry-/GFP-)	 ou	 doubles	 positives	 (mCherry+/GFP+)	 par	 cytométrie	 en	

flux.	En	se	basant	sur	le	fait	qu’une	cellule	double	positive	pouvait	être	infectée	par	plus	

que	deux	particules	virales	et	que	des	cellules	simples	positives	peuvent	être	infectées	par	
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II. Virus	influenza	:	généralités,	évolution	et	co-infections	

1. Classification	et	nomenclature	des	virus	influenza	

Les	virus	influenza,	responsables	de	pathologies	respiratoires,	appartiennent	à	la	

famille	des	Orthomyxoviridae.	Tous	 les	virus	 influenza	sont	enveloppés	et	présentent	à	

leur	surface	une	ou	deux	glycoprotéines	:	l’hémagglutinine	(HA)	et	la	neuraminidase	(NA)	

pour	les	virus	influenza	A	(IAV)	et	B	(IBV),	et	la	glycoprotéine	de	fusion	hémagglutinine-

estérase	(FHE)	pour	 les	virus	 influenza	C	(ICV)	et	D	(IDV).	Le	génome	de	ces	virus	est	

segmenté	et	est	composé	de	7	ou	8	brins	d’ARN	monocaténaire	de	polarité	négative.	En	

se	basant	sur	l’antigénicité	de	la	protéine	de	matrice	M1	et	de	la	nucléoprotéine	NP,	les	

virus	 influenza	 sont	 classés	 en	 4	 genres	:	 Alphainfluenzavirus,	 Betainfluenzavirus,	

Gammainfluenzavirus	ou	Deltainfluenzavirus	[94,	95].	Le	génome	des	virus	influenza	A	et	

influenza	B	est	composé	de	8	segments	d’ARN	tandis	que	celui	des	virus	influenza	C	et	D	

n’est	composé	que	de	7	segments.		

Les	virus	influenza	A	et	B	sont	responsables	des	épidémies	saisonnières	de	grippe	

chez	 l’Homme	 [96,	 97].	 Les	 virus	 influenza	 C	 causent	 des	 infections	 bénignes	 pour	

l’Homme	et	les	virus	influenza	D,	découverts	en	2013,	n’infectent	à	ce	jour	que	les	bovins,	

les	caprins	et	les	porcins	[94,	95,	98]	avec	toutefois	quelques	cas	de	séroconversions	sans	

mise	 en	 évidence	 directe	 du	 virus	 chez	 des	 éleveurs	 bovins	 en	 Floride	 [98,	 99].	

Contrairement	aux	autres	virus	influenza,	les	IAV	possèdent	un	large	spectre	d’hôtes	et	

infectent	de	nombreuses	espèces	d’oiseaux	volants	ou	non,	avec	l’exemple	du	manchot	en	

Antarctique	 [100,	 101],	 et	 de	 mammifères	 dont	 l’Homme	 [95,	 102].	 Les	 oiseaux	

aquatiques	sauvages	constituent	le	réservoir	des	IAV.	

Les	virus	influenza	A	sont	classifiés	en	sous-types	en	fonction	de	la	combinaison	

HA-NA	exprimée	à	la	surface	du	virus.	Ces	deux	protéines	sont	les	plus	polymorphes	du	

virus	avec	16	hémagglutinines	et	9	neuraminidases	décrites	à	ce	 jour	[103]	auxquelles	

s’ajoutent	 deux	 combinaisons	 supplémentaires,	 retrouvées	 exclusivement	 chez	 les	

chauves-souris,	H17N10	et	H18N11	[104,	105].	Les	virus	influenza	B,	présentant	moins	

de	diversité,	sont	classifiés	en	deux	lignages	en	fonction	de	leur	propriétés	antigéniques	:	

Victoria	 et	 Yamagata	 [106–108].	 Les	 propriétés	 antigéniques	 des	 virus	 IBV	 étaient	

initialement	déterminées	à	l’aide	de	tests	d’inhibition	d’hémagglutination	réalisés	à	l’aide	

de	sérum	obtenus	lors	de	l’immunisation	avec	des	souches	de	références.	Aujourd’hui	des	
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RT-PCR	sont	utilisées	car	elles	sont	plus	rapides	[109].	Ces	virus	sont	ensuite	classés	en	

groupes	et	sous-groupes	en	fonction	de	la	similarité	génétique	de	leur	séquence	[107].	

La	nomenclature	des	virus	influenza	respecte	la	codification	suivante	[107,	110]	:	

- Le	type	antigénique	(A,	B,	C	ou	D).	

- Pour	les	virus	non	humains	:	l’hôte	d’origine.	

- L’origine	géographique.	

- Le	numéro	de	la	souche.	

- L’année	d’isolement.	

- Pour	les	virus	influenza	A,	le	sous-type	est	précisé	entre	parenthèses.	

- Une	spécification	est	 faite	pour	 les	virus	H1N1	circulants	après	 la	pandémie	de	

2009.	Ces	derniers	sont	identifiés	comme	H1N1pdm09.	

Par	 exemple	 on	 trouvera	 A/Perth/16/2019	 (H3N2)	 chez	 l’Homme	 et	

A/duck/Alberta/35/76	chez	le	canard.	

Les	épidémies	saisonnières	sont,	depuis	1977,	caractérisées	par	la	circulation	de	

virus	 influenza	 A	 de	 sous-type	 H1N1	 (en	 2009	 le	 virus	 H1N1pdm09	 a	 remplacé	 le	

précédent)	et	H3N2	et	de	virus	influenza	B	du	lignage	Yamagata	et/ou	Victoria	[96,	111].		
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2. Caractéristiques	et	cycle	de	réplication	des	virus	influenza	A	et	B	

2.1. Particule	virale	

Les	 particules	 virales	 des	 virus	 influenza	 A	 peuvent	 être	 qualifiées	 de	

pléomorphes,	avec	des	morphologies	observées	sphériques,	sphéroïdiques,	bacilliformes	

ou	filamenteuses	(Figure	7)	[112–114].	On	trouve	également	une	forme	particulière	qui	

est	 filamenteuse	 et	 présentant	 une	 forme	 sphérique	 à	 son	 extrémité,	 cette	 forme	 est	

appelée	corps	d’Archetti	(Figure	7E)	[113,	115].	La	taille	de	ces	particules	virales	varie	

avec	un	diamètre	compris	entre	80	et	120	nm	et	une	longueur	pouvant	atteindre	20	µm	

pour	 les	 formes	 filamenteuses	 (pour	 revue	 [114]).	 Les	 souches	 de	 laboratoire	

classiquement	 utilisées	 ont	 plutôt	 une	 forme	 sphérique	 [116],	 tandis	 que	 les	 souches	

circulantes,	 isolées	 depuis	 des	 prélèvements	 de	 patients,	 ont	 souvent	 une	 forme	

filamenteuse	[117].	Cette	forme	filamenteuse	est	perdue	lors	de	passages	successifs	de	la	

souche	sur	des	œufs	de	poule	embryonnés	[118].	La	morphologie	des	virus	influenza	B	

est	moins	décrite.	Cependant	deux	études	récentes	montrent	que	ces	virus	semblent	être	

moins	pléomorphes	que	les	IAV	avec	une	prédominance	de	virions	sphériques,	de	même	

la	variabilité	au	sein	d’une	même	population	virale	semble	être	plus	faible	[119,	120].		

L’enveloppe	 lipidique	 du	 virus	 provient	 de	 la	 cellule	 infectée.	 Le	 virus,	 lors	 du	

bourgeonnement	 à	 la	 membrane	 cellulaire,	 en	 emporte	 une	 partie	 qui	 est	 associée	 à	

différentes	 protéines	 virales	 ou	 cellulaires.	 On	 retrouve	 à	 la	 surface	 les	 deux	

glycoprotéines	 virales	 -	 l’hémagglutinine	 et	 la	 neuraminidase	 -	 formant	 les	 spicules	

caractéristiques	des	virus	influenza	initialement	observées	par	Robert	W.	Horne	en	1960	

[121].	Ces	protéines	sont	présentes	en	proportions	différentes,	avec	4-5	HA	pour	1	NA	

[122].	A	l’échelle	d’une	population	virale,	chacun	des	virions	ne	possède	pas	non	plus	le	

même	 nombre	 et/ou	 ratio	 de	 chacune	 des	 protéines	 en	 surface,	 favorisant	 ainsi	 la	

diversité	 virale	 [123].	 On	 retrouve	 également	 enchâssée	 dans	 la	 couche	 lipidique	 la	

protéine	M2	 jouant	 le	 rôle	 de	 canal	 à	 protons	 lors	 du	 cycle	 viral	 pour	 IAV.	 Les	 virus	

influenza	B	expriment	à	la	surface	les	deux	glycoprotéines	HA	et	NA	comme	pour	IAV	et	

présentent	 deux	 protéines	 enchâssées	:	 BM2,	 dont	 le	 rôle	 est	 équivalent	 à	 M2	 et	 la	

protéine	NB.	

Une	étude	décrit	 la	présence	de	36	protéines	cellulaires	retrouvées	directement	

dans	les	particules	virales.	Des	protéines	cellulaires	ont	également	été	décrites	comme	

présentes	dans	l’enveloppe	et,	pour	certaines,	comme	jouant	un	rôle	dans	la	structure	ou	

la	fonction	du	virus	[124].	Une	autre	étude	présente	l’analyse	de	la	composition	protéique	
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A	 l’intérieur	 de	 la	 particule	 se	 trouvent	 huit	 segments	 d’ARN	 viraux	

monocaténaires	de	polarité	négative	 enroulés	 autour	d’oligomères	de	nucléoprotéines	

(NP).	 A	 l’extrémité	 de	 ce	 complexe	 se	 trouve	 l’hétérotrimère	 de	 protéines	 formant	 la	

polymérase	virale	composé	des	protéines	basiques	1	(PB1)	et	2	(PB2)	et	de	la	protéine	

acide	 (PA).	 Ce	 complexe	 composé	 de	 l’ARNv,	 de	 la	NP	 et	 de	 la	 polymérase	 est	 appelé	

ribonucléoprotéine	(RNP).	Ces	huit	segments	sont	organisés	sous	 la	 forme	7+1	soit	un	

segment	central	autour	duquel	s’articulent	les	7	autres	segments	[112,	126].	La	nécessité	

de	 cette	 organisation	 a	 été	 montré	 par	 Takeshi	 Noda	 avec	 l’incorporation	 de	 l’ARN	

ribosomal	18S	et	28S	de	l’hôte	en	association	avec	la	NP	lorsqu’un	segment	d’ARN	viral	

est	manquant	[126].	De	même,	les	virus	influenza	C	et	D,	possédant	7	segments	d’ARNv,	

incorporent	 une	 huitième	 RNP	 afin	 de	 maintenir	 cette	 conformation[131].	

L’incorporation	sélective	de	ces	ARN	ribosomiques	n’est	à	ce	jour	pas	expliquée.	Au	sein	

de	la	particule	virale,	aussi	bien	pour	les	virus	influenza	A	que	B,	les	RNPv	interagissent	

avec	M1	[119].	

Concernant	les	virus	influenza	A,	de	nombreuses	publications,	résumées	en	[132],	

font	état	de	particules	présentant	un	ou	plusieurs	segments	à	partir	desquels	l’expression	

des	protéines	n’est	pas	possible.	Les	auteurs	d’un	article	de	2013	soulignent	l’importance	

de	ce	phénomène	en	expliquant	que	plus	de	90%	des	cellules	infectées	avec	une	particule	

virale	 échouent	 dans	 la	 réalisation	 d’une	 infection	 productive	 [40].	 Ces	 particules	

qualifiées	de	non	infectieuses	peuvent	se	trouver	sous	deux	formes	différentes.	D’un	côté,	

les	particules	semi-infectieuses	(SI)	dont	une	ou	des	mutations	sur	le	génome	vont	aboutir	

à	l’expression	d’une	protéine	tronquée	ou	non	fonctionnelle.	De	l’autre	côté,	les	particules	

dont	le	génome	est	défectif,	appelées	défectives	interférentes	(DI),	présentent	de	larges	

délétions	internes,	menant	à	l’incapacité	d’expression	de	la	protéine	associée	au	segment.	

La	figure	14	est	une	présentation	schématique	de	ces	particules.	Leur	rôle	est	détaillé	en	

partie	II.4.2	Le	ratio	entre	particules	non	infectieuses	et	infectieuses	est	de	l’ordre	de	10-

100	particules	non	infectieuses	pour	une	particule	infectieuse	[132].	
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2.2. Génome	et	protéines	virales	

a. Virus	influenza	A	

Le	génome	des	virus	influenza	A	est	composé	de	8	segments	codant	chacun	pour	

une	ou	plusieurs	protéines.	Au	total,	ce	sont	dix	protéines	essentielles	qui	sont	codées	par	

le	génome,	auxquelles	s’ajoutent	jusqu’à	huit	protéines	additionnelles.	Les	ARNv	des	virus	

influenza	A,	 les	ARN	messagers	(ARNm)	qui	en	sont	 issus	et	 les	protéines	synthétisées	

sont	présentés	schématiquement	sur	la	figure	8	et	plus	en	détails	dans	le	tableau	1.	

La	taille	de	chaque	segment	est	limitée	avec,	par	exemple	pour	la	souche	A/Puerto	

Rico/8/1934	(H1N1),	une	longueur	comprise	entre	890	et	2341	nucléotides	[133].	De	ce	

fait	 la	 production	 de	 protéines	 virales	 passe	 par	 des	 stratégies	 alternatives	 de	

transcription	 ou	 traduction,	 avec	 par	 exemple	 l’épissage	 alternatif	 ou	 l’utilisation	 des	

différents	 cadres	 de	 lecture	 [134,	 135].	 Ces	 stratégies	 sont	 décrites	 pour	 plusieurs	

segments	 viraux	 et	 aboutissent	 à	 la	 synthèse	 de	 différentes	 protéines	 comme	 pour	 le	

segment	7,	permettant	la	synthèse	des	protéines	M1	et	M2	[136].	Certains	ARNm	issus	

des	segments	1,	7	et	8,	obtenus	par	ces	mécanismes	alternatifs	auront	un	rôle	régulateur	

et	ne	permettent	pas	la	synthèse	de	protéines	associées.	Tous	les	mécanismes	alternatifs	

de	production	d’ARNm	par	les	virus	influenza	sont	résumés	en	[137,	138].	Des	protéines	

cellulaires	semblent	également	jouer	un	rôle	dans	ces	mécanismes	alternatifs,	comme	par	

exemple	 la	 kinase	 CLK1	 [139].	 Certaines	 protéines	 virales	 ayant	 même	 été	 décrites	

comme	 portant	 atteinte	 à	 l’épissage	 des	 ARNm	 cellulaires	 [140,	 141].	 L’épissage	 de	

certains	 ARNm	 codant	 pour	 des	 protéines	 virales	 pourrait	 être	 impliqué	 dans	 la	

modulation	de	la	virulence	en	fonction	de	l’espèce	de	l’hôte	et	jouerait	ainsi	un	rôle	dans	

la	restriction	d’hôte	[142].	
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réplication	virale.	La	protéine	M42,	bien	moins	représentée	à	 la	surface	de	la	particule	

virale	 possède	 des	 fonctions	 analogues	 à	 M2	 [144].	 L’ARNm	M3	 semble	 agir	 comme	

régulateur	négatif	de	l’expression	des	protéines	M1	et	M2	[145].	

Segment	8	:	L’ARNm	du	segment	8	code	pour	la	protéine	non	structurale	1	(NS1)	qui	

joue	un	rôle	important	dans	la	régulation	immunitaire	de	l’hôte	et	dans	la	régulation	de	la	

transcription	en	interagissant	avec	la	polymérase	virale.	Une	modulation	de	la	traduction	

par	un	mécanisme	impliquant	la	région	non	traduite	en	5’	(5’NTR)	a	également	été	décrit	

[146].	 L’épissage	 de	 l’ARNm	 aboutit	 à	 la	 synthèse	 de	 deux	 autres	 ARNm,	NS2	 et	NS3,	

codant	pour	les	protéines	éponymes.	NS2,	également	appelée	NEP	pour	protéine	d’export	

nucléaire	(«	Nuclear	Export	Protein	»	en	anglais),	est	 impliquée	dans	l’export	nucléaire	

des	ribonucléoprotéines	virales	néo-synthétisées.	La	protéine	NS3	a	été	décrite	chez	la	

souris	comme	facteur	d’adaptation	à	l’hôte.	Son	absence	montre	une	perte	de	viabilité	et	

de	croissance	du	virus	[147].		

• Cadre	ouvert	de	lecture	alternatif	

Segment	2	:	 l’ARNm	principal	 issu	de	ce	segment	code	pour	 la	protéine	PB1	(PB1).	

L’utilisation	d’un	codon	AUG	en	amont	de	celui	utilisé	pour	PB1	mène,	in	fine,	à	la	synthèse	

de	 la	protéine	PB1-F2	considérée	comme	facteur	de	virulence.	Elle	 induit	par	exemple	

l’apoptose	des	cellules	infectées	et	régule	l’activité	de	la	polymérase	en	interagissant	avec	

PB1.	Cette	protéine	n’est	cependant	pas	retrouvée	pour	toutes	les	souches	virales	[148–

150].		

• Codon	d’initiation	alternatif	

Segment	2	:	 en	 complément	des	protéines	PB1	et	PB1-F2,	 la	protéine	PB1-N40	est	

traduite	à	partir	du	cinquième	codon	AUG,	aboutissant	à	la	synthèse	d’une	forme	tronquée	

dans	la	partie	N-terminale	de	la	protéine	PB1.	La	fonction	exacte	de	cette	protéine	n’est	

pas	 connue	à	 ce	 jour,	 sa	présence	n’est	pas	 indispensable	 au	 cycle	 viral	mais	 sa	perte	

entraine	un	effet	délétère	sur	la	réplication	du	virus.	Des	interactions	entre	PB1-N40	et	

PB1-F2	ont	été	montrées	[151].	

Segment	3	:	la	principale	protéine	synthétisée	est	la	protéine	PA.	En	complément	deux	

autres	protéines	PA-N155	et	PA-N182	sont	traduites	en	utilisant	comme	codon	initiateur	

l’AUG	en	position	11	ou	13	respectivement.	La	fonction	précise	de	ces	protéines	n’est	à	ce	

jour	pas	documentée,	cependant	leur	présence	est	nécessaire	pour	la	réplication	du	virus	

et	PA-N155	pourrait	jouer	un	rôle	dans	la	pathogenèse	chez	l’animal	[152].	
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• Changement	du	cadre	de	lecture	par	le	ribosome	

Segment	3	:	en	complément	des	 trois	autres	protéines	décrites	pour	ce	segment,	 la	

protéine	PA-X	est	traduite	à	partir	du	premier	AUG	initiateur	de	l’ARNm	issu	du	segment	

3	jusqu’au	cent	quatre-vingt	onzième	résidu	puis	par	un	changement	de	cadre	de	lecture	

en	+1	aboutissant	 à	 la	 synthèse	du	domaine	X	pour	 la	 région	C-terminale	 [153].	Cette	

protéine	est	donc	composée	du	domaine	N-terminal	de	l’endonucléase	de	PA	associé	au	

domaine	X.	Le	rôle	décrit	de	PA-X	est	de	moduler	la	réponse	immunitaire	de	l’hôte	mais	

également	de	moduler	la	virulence	[154].	

• Orientation	inversée	du	cadre	ouvert	de	lecture	

Segment	8	:	l’ARNm	de	ce	segment	possède	la	particularité	de	présenter	un	cadre	de	

lecture	ouvert	appelé	NEG8	et	dont	l’orientation	est	inversée.	La	protéine	associée	a	été	

modélisée	par	bioinformatique	mais	n’a	jamais	été	retrouvée	in	vivo.	Elle	a	été	nommée	

NSP	pour	«	Negative	Strand	Protein	»,	soit	protéine	du	brin	négatif.	Une	hypothèse	sur	le	

rôle	potentiel	de	ce	cadre	ouvert	de	lecture	serait	une	immunomodulation	de	la	réponse	

lymphocytaire	T	CD8+	mais	 le	mécanisme	 sous-jacent	 reste	 à	 démontrer.	 Cette	même	

étude	suggère	que	la	présence	de	la	protéine	pourrait	dépendre	de	l’espèce	hôte	et	jouer	

un	rôle	spécifique	d’espèce	[155].		
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Tableau	1–	Principales	protéines	synthétisées	par	les	virus	influenza	A		
Pour	chaque	segment	viral	sont	indiquées	la	ou	les	protéines	synthétisées	ainsi	que	leur	taille	(en	acide	aminés	et	en	

kDa)	et	la	ou	les	fonctions	associées.	Résumé	des	informations	disponibles	en	[114,	123,	138,	155–158]	 

	

Segment	viral
Taille	en	

nucléotides
Protéine

Taille	en	

acides	aminés

Taille	

en	kDa
Principales	fonctions	

PB2 759 86

-	Sous-unité	de	la	polymérase	virale

-	Composante	des	RNPv

-	Joue	un	rôle	dans	le	mécanisme	de	vol	de	coiffe	par	la

		reconnaissance	des	coiffes	en	5'	des	ARNm	cellulaires

-	Joue	un	rôle	dans	la	virulence	et	l'adaptation	à	l'hôte

PB2-S1 121 55
-	Rôle	inconnu	in	vivo. 	In	vitro ,	inbhibe	la	voie	RIG-I	dépendante	

				de	la	synthèse	d'interférons

PB1 757 87

-	Sous-unité	catalytique	de	la	polymérase	virale

-	Composante	des	RNPv

-	Impliquée	dans	la	transcription	et	la	réplication	virale

PB1-F2 87 10

-	Facteur	de	virulence

-	Joue	un	rôle	pro-apoptotique

-	Régule	l'activité	de	la	polymérase

-	Inhibe	la	voie	de	signalisation	antivirale	mitochondriale	(MAVS)

PB1-N40 718 82 -	Fonction	inconnue	à	ce	jour

PA 716 84

-	Sous-unité	de	la	polymérase	virale

	-Composante	des	RNPv

-	Possède	l'activité	endonucléasique	nécessaire	au	vol	de	coiffe

		lors	de	la	transcription

PA-X 251 29 -	Régule	la	réponse	immunitaire	de	l'hôte	et	la	virulence

PA-155 705 62

PA-182 703 60

4 1778 HA 550 61

-	Glycoprotéine	de	surface	du	virus

-	Organisée	en	homotrimères	à	la	surface

-	Responsable	de	l'attachement	au	récepteur

-	Impliquée	dans	la	fusion	des	membranes	virales	et	

		endosomales

5 1565 NP 498 56

-	Composante	principale	des	RNPv

-	Interagit	directement	avec	l'ARNv

-	Contrôle	l'import	nucléaire	des	RNP

6 1413 NA 454 50

-	Glycoprotéine	de	surface	du	virus

-	Organisée	en	homotétramères	à	la	surface

-	Impliquée	dans	le	clivage	de	la	liaison	de	la	HA	au	récepteur	

		pour	permetre	la	libération	des	virions	neo-formés

-	Joue	un	rôle	dans	la	pénétration	du	mucus	cellulaire	pour

		permettre	l'accès	au	récepteur	viral

M1 252 28

-	Protéine	de	matrice,	retrouvée	sous	l'enveloppe	virale	

			sous	la	forme	d'oligomères

-	Joue	un	rôle	dans	l'export	nucléaire	des	RNPv

-	Participe	au	bourgeonnement	des	virions	néo-formés	à	la

			surface	de	la	cellule

-	Impliquée	dans	la	morphologie	des	particules	virales

M2 97 11

-	Protéine	retrouvée	sous	la	forme	d'homotétramères	à	la	surface

			du	virus

-	Canal	à	protons	pH-dépendant

-	Impliquée	dans	la	libération	des	RNPv	depuis	l'endosome

M42 99 11
-	Pourrait	remplacer	M2	dans	les	particules	virales	qui	en	

			sont	dépourvues

NS1 237 237

-	Protéine	non	structurale	aux	activités	multiples	et	essentielles	:	

			régulation	de	la	réponse	immunitaire	innée,	régulation	négative

			de	l'expression	de	certains	gènes	de	l'hôte,	régulation	de

			l'activité	de	la	polymérase

NS2/NEP 121 121 -	Impliquée	dans	l'export	nucléaire	des	RNPv	néo-synthétisées

NS3 194 194

-	Facteur	d'adaptation	à	l'hôte

-	Non	essentielle	mais	participant	à	la	croissance	virale	et	au	

		potentiel	de	virulence

NEG8 156	ou	216 ?
-	Rôle	potentiel	dans	l'immunomodulation	de	la	réponse	

			lymhocytaire	T	CD8+

1 2341

23412

3

8

2233

1027

890

-	Fonction	inconnue	à	ce	jour

-	Présence	nécessaire	à	la	réplication	virale

7
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b. Virus	influenza	B	

Les	virus	 influenza	B	codent	pour	 les	mêmes	protéines	principales	que	 les	 IAV.	

Chaque	segment	code	donc	pour	une	protéine	à	 l’exception	des	segments	5,	7	et	8	qui	

codent	 chacun	pour	 une	protéine	 supplémentaire.	 Ces	 informations	 sont	 résumées	 en	

[160].	Le	segment	6	codant	pour	la	protéine	NA	code	également,	en	utilisant	un	cadre	de	

lecture	 alternatif,	 pour	 une	 protéine	 transmembranaire	 que	 l’on	 retrouve	 dans	

l’enveloppe	du	virus,	appelée	NB.	Les	fonctions	exactes	associées	ne	lui	sont	pas	connues.	

Cette	 protéine	 est	 qualifiée	 de	 viroporine	 [161].	 Le	 segment	 7	 codant	 pour	 M1	 code	

également,	 par	 épissage	 alternatif,	 pour	 la	 protéine	 BM2	 qui	 ne	 présente	 que	 peu	 de	

similarités	de	séquence	avec	la	protéine	M2	des	virus	influenza	A.	Cependant,	 la	partie	

codant	pour	le	domaine	transmembranaire	[162]	est	très	similaire.	Ces	deux	protéines	

ont	une	 fonction	similaire.	Enfin	 le	segment	8	des	 IBV	code	pour	 la	protéine	NS1	mais	

également	pour	la	protéine	NS2/NEP	par	épissage	alternatif	comme	pour	les	IAV.	

	

2.3. Récepteur	viral	

Les	acides	sialiques	(AS),	sont	une	famille	de	sucres	composés	de	neuf	carbones	

auxquels	 s’ajoute	 un	 groupement	 acide	 (acides	 nonulosoniques)	 ubiquitairement	

retrouvés	à	la	surface	des	cellules	et	sur	les	glycoprotéines	sialylées	[163].	La	HA	du	virus	

se	fixe	sur	ces	AS	qui	jouent	un	rôle	de	récepteur.	Ces	acides	sialiques	sont,	par	le	biais	

d’une	liaison	N-glycosidique,	reliés	aux	oses	terminaux	des	glycoprotéines	retrouvées	à	la	

surface	cellulaire	 formant	ainsi	une	glycoprotéine	sialylée,	 très	bien	expliqué	en	[164].	

Les	virus	influenza	se	fixent	préférentiellement	aux	acides	sialiques	branchés	au	galactose	

terminal	 de	 ces	 glycoprotéines.	 Il	 existe	 deux	 types	 de	 branchements	 aux	 galactoses	

possibles	pour	les	acides	sialiques	:	les	branchements	en	α2,3	ou	en	α2,6.	La	répartition	

en	AS-α2,3	et	en	AS-α2,6	n’est	pas	homogène	tout	au	long	du	tractus	respiratoire	humain	

[165].	 Une	 majorité	 d’AS-α2,6	 est	 retrouvée	 dans	 les	 voies	 respiratoires	 supérieures	

contre	une	majorité	d’AS-α2,3	pour	les	voies	respiratoires	profondes.	Les	virus	influenza	

humains	se	lient	préférentiellement	aux	AS-α2,6	et	les	virus	aviaires	préférentiellement	

aux	 AS-α2,3	 (figure	 9)	 (pour	 revue	 voir	 [102]).	 Cette	 information	 apporte	 quelques	

éléments	 de	 réponse	 concernant	 la	 plus	 grande	 pathogénicité	 des	 virus	 aviaires	 chez	

l’Homme,	 avec	 une	 atteinte	 des	 voies	 respiratoires	 inférieures	 et	 profondes.	 Les	 oses	

impliqués	et	la	nature	des	branchements	aux	acides	sialiques	jouent	également	un	rôle	
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Lorsque	 le	 virus	 entre	 en	 contact	 avec	 une	 cellule,	 l’hémagglutinine	 scanne	 la	

surface	de	la	cellule	afin	de	trouver	son	récepteur.	Si	la	liaison	n’est	pas	optimale,	l’activité	

neuraminidase	de	la	NA	clive	la	liaison	entre	la	HA	et	l’AS.	Une	fois	que	l’hémagglutinine	

est	en	contact	avec	son	récepteur,	une	liaison	entre	HA1	et	les	acides	sialiques	est	créée.	

L’endocytose	clathrine-dépendante	de	la	particule	virale	est	alors	initiée.	D’autres	types	

d’endocytoses	comme	 la	macropinocytose	ou	endocytose	 indépendante	de	 la	clathrine	

ont	aussi	été	décrites	[168–170].	L’acidification	de	l’endosome	entraine	une	modification	

de	conformation	de	HA2	aboutissant	à	l’exposition	du	peptide	de	fusion.	La	protéine	M2,	

organisée	en	tétramères	transmembranaires,	joue	un	rôle	de	canal	à	protons	et	est	activée	

par	le	pH	acide.	L’acidification	du	cœur	de	la	particule	virale	entraine	une	déstabilisation	

de	l’interaction	entre	les	RNP	virales	(RNPv)	et	la	protéine	de	matrice	M1.	L’acidification	

favorise	 également	 le	 changement	 conformationnel	 nécessaire	 à	 la	 fusion	 entre	 la	

membrane	de	l’endosome	et	celle	du	virus.	Les	RNPv	sont	ainsi	libérées	et	peuvent	être	

relarguées	dans	le	cytoplasme.	La	protéine	TNPO1	est	impliquée	dans	la	dissociation	des	

interactions	entre	les	RNPv	et	la	protéine	M1	[171].	A	l’aide	de	la	protéine	TNPO1	[171],	

les	 RNPv	 sont	 ensuite	 transloquées	 dans	 le	 noyau	 afin	 de	 réaliser	 les	 étapes	 de	

transcription	et	de	réplication.	L'exposition	du	signal	de	localisation	nucléaire	(NLS	pour	

«	Nuclear	Localisation	Sequence	»	en	anglais)	des	nucléoprotéines	en	association	avec	les	

ARNv	est	impliquée	dans	l’import	nucléaire.	Cette	translocation	est	réalisée	par	la	voie	

d’import	nucléaire	dépendante	des	importines	α	et	β	(pour	revues	[112,	172]).	

Une	fois	dans	le	noyau,	les	RNPv	sont	prises	en	charge	par	la	polymérase	virale	afin	

d’y	 être	 répliquées	 et	 transcrites.	 Ces	 étapes	 sont	 détaillées	 dans	 [112,	 173,	 174].	 De	

manière	résumée,	la	transcription	va	être	réalisée	par	la	polymérase	virale	en	utilisant	un	

mécanisme	dit	de	vol	de	coiffe	des	ARNm	cellulaires.	La	protéine	PB2,	grâce	à	son	domaine	

d’attachement	à	la	coiffe	des	ARNm,	va	reconnaitre	et	se	fixer	aux	ARNm	cellulaires.	La	

protéine	PA	va	ensuite	interagir	avec	ce	groupement	et,	grâce	à	son	activité	endonucléase,	

cliver	la	coiffe	en	5’	des	ARNm	cellulaires	néo-synthétisés	par	l’ARN	polymérase	II.	Une	

interaction	entre	le	domaine	C-terminal	de	l’ARN	polymérase	cellulaire	II	et	la	polymérase	

virale	a	été	décrite	récemment	et	permet	d’expliquer	comment	se	fait	le	rapprochement	

entre	les	ARNm	et	la	polymérase	virale	[173].	Ce	morceau	d’ARNm	cellulaire	est	ensuite	

utilisé	 par	 la	 protéine	 PB1	 comme	 amorce	 pour	 synthétiser	 l’ARNm	 viral	 à	 partir	 de	

l’ARNv.	Les	ARN	viraux	sont	polyadénylés	par	bégayement	de	la	polymérase	virale	sur	les	

uraciles	 terminaux	 présents	 sur	 la	 matrice.	 Ces	 ARNm	 viraux	 néo-formés	 sont,	 pour	
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certains,	épissés	puis	exportés	dans	 le	cytoplasme	en	utilisant	 la	voie	NXF1	 [175].	Les	

protéines	 qui	 sont	 utilisées	 afin	 de	 réaliser	 de	 nouveaux	 cycles	 de	

transcription/réplication	sont	traduites	par	les	ribosomes	cytoplasmiques	et	sont	ensuite	

adressées	au	noyau.	C’est	le	cas	de	PB2,	PB1,	PA,	NP,	NS1,	NEP	et	M1.	Les	protéines	PB1	

et	 PA	 sont	 adressées	 au	 noyau	 sous	 la	 forme	 d’un	 dimère	 tandis	 que	 PB2	 et	 NP	 sont	

importées	 individuellement.	Les	protéines	qui	participent	à	 la	 formation	des	nouvelles	

particules	 virales,	 soient	 HA,	 NA	 et	 M2,	 sont	 traduites	 par	 les	 ribosomes	 associés	 au	

réticulum	 endoplasmique.	 Ces	 protéines	 transitent	 ensuite	 par	 le	 réticulum	

endoplasmique	avant	d’être	adressées	à	la	membrane	plasmique	via	le	réseau	golgien.		

Concernant	la	réplication,	de	manière	très	simplifiée,	les	ARNv	sont	pris	en	charge	

par	 la	 polymérase	 virale	 afin	 d’être	 répliqués	 en	 un	 intermédiaire	 d’ARN	 appelé	

complémentaire	(ARNc).	Cet	ARNc	de	polarité	positive,	dès	sa	synthèse,	interagit	avec	la	

NP	 et	 le	 trimère	 de	 protéines	 composant	 la	 polymérase	 virale	 afin	 de	 former	 des	

ribonucléoprotéines	complémentaires	(RNPc).	Ces	RNPc	sont	à	leur	tour	utilisées	comme	

matrice	 afin	 de	 synthétiser	 de	 nouveaux	 ARNv	 et	 RNPv	 qui	 seront	 utilisés	 pour	 de	

nouveaux	tours	de	transcription/réplication	ou	qui	seront	exportés	dans	le	cytoplasme	

afin	 de	 former	 de	 nouvelles	 particules	 virales.	 La	 partie	mécanistique	 est	 détaillée	 en	

[176].	 Ces	 RNPv	 néo-synthétisées	 vont	 ensuite	 être	 exportées.	 Pour	 cela,	 la	 partie	 C-

terminale	de	la	NP	des	RNPv	néo-synthétisées	interagit	avec	la	protéine	M1,	elle-même	

en	interaction	avec	protéine	d’export	nucléaire	NEP	[177].	Ce	complexe	interagit	ensuite	

avec	l’exportine	CRM1	afin	de	rejoindre	le	cytoplasme	[178].	Cette	structure	est	qualifiée	

de	chaîne	en	guirlande	(«daisy	chain	»	en	anglais)	[177].		

Une	 fois	 dans	 le	 cytoplasme,	 les	RNPv	 interagissent	 avec	 la	GTPase	Rab11	 afin	

d’être	adressées	à	 la	membrane	pour	assemblage	et	 formation	de	nouvelles	particules	

virales.	 L’interaction	 entre	 Rab11	 et	 les	 RNPv	 est	médiée	 par	 la	 sous-unité	 PB2.	 Une	

hypothèse	est	que	cela	permettrait	de	réaliser	un	contrôle	qualité	des	RNPv	incorporées	

dans	 les	 virions	 en	 vérifiant	 la	 présence	 de	 la	 polymérase	 [112].	 Le	mécanisme	 exact	

régissant	 la	voie	d’adressage	des	RNPv	à	 la	membrane	par	 le	biais	de	Rab11	n’est	pas	

clairement	 élucidé	 (pour	 revue	 [179]).	 Une	 hypothèse	 repose	 sur	 l’utilisation	 des	

endosomes	 de	 recyclage	 et	 du	 réseau	 de	microtubules	 par	 Rab11	 afin	 d’adresser	 ces	

vésicules	à	 la	membrane	cellulaire.	Plus	récemment,	une	autre	hypothèse	a	été	décrite	

selon	 laquelle	 les	 infections	 virales	 mèneraient	 à	 des	 tubulations	 du	 réticulum	

endoplasmique	[180].	Les	RNPv	néo-formées	qui	sont	exportées	du	noyau	seraient	alors	
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adressées	 au	 réticulum	 endoplasmique	 et	 interagiraient	 avec	 des	 vésicules	 contenant	

Rab11.	 Ces	 vésicules	 bourgeonneraient	 depuis	 la	 membrane	 du	 réticulum	 afin	 d’être	

adressées	à	la	membrane	pour	former	de	nouvelles	particules	virales	[180].		

Une	fois	à	la	membrane,	huit	RNPv	s’assemblent	afin	de	former	le	génome	viral.	Le	

mécanisme	exact	d’assemblage	n’est	pas	connu	à	ce	jour.	Cependant,	une	étude	récente	

suggère	 l’existence	 d’interactions	 inter-	 et	 intra-segments	 qui	 pourrait	 expliquer	 la	

spécificité	 d’assemblage	 [127].	 Chaque	 segment	 présenterait	 une	 conformation	

particulière	entre	l’ARNv	et	les	NP,	permettant	ainsi	des	interactions	ARN-ARN	au	sein	du	

même	 segment	 et	 entre	 les	 différents	 segments.	 Ces	 interactions	 permettraient	

l’assemblage	préférentiel	de	certaines	combinaisons	de	segments.	Certaines	interactions	

sont	plus	fréquemment	retrouvées.	C’est	par	exemple	le	cas	pour	les	segments	PB1	et	NA	

dont	 la	 co-ségrégation	 est	 retrouvée	 pour	 les	 différentes	 souches	 testées	 [127].	 Ces	

interactions	sont	donc	proposées	comme	médiateur	de	la	co-ségrégation	des	segments	

durant	le	réassortiment	viral	et	jouant	donc	un	rôle	dans	la	sélection	préférentielle	des	

segments	pour	l’assemblage	dans	la	particule.	

Une	fois	les	segments	assemblés	en	conformation	7	+	1,	la	particule	bourgeonne	

grâce	 à	 la	protéine	M2	en	permettant	 la	 scission	au	niveau	de	 la	membrane	 cellulaire	

[181].	 Le	 relargage	 de	 la	 particule	 virale	 sera	 dépendant	 de	 l’activité	 sialidase	 de	 la	

neuraminidase.	 Cette	 protéine	 est	 retrouvée	 à	 la	 surface	 de	 la	 particule	 virale	 et	 est	

organisée	en	tétramères.	En	clivant	les	résidus	d’acides	sialiques	à	la	surface	cellulaire,	la	

neuraminidase	permet	à	la	particule	virale	de	se	détacher	de	la	surface	cellulaire	et	de	se	

libérer	d’éventuelles	interactions	pour	être	ainsi	libérée	dans	le	milieu	extracellulaire.	Les	

virions	néo-formés,	en	emportant	la	membrane	cellulaire,	présentent	à	leur	surface	des	

acides	sialiques.	L’activité	sialidase	prévient	donc	également	l’agrégation	entre	particules	

virales	[182].	Afin	d’éviter	des	phénomènes	de	compétition	dans	les	étapes	d’entrée	virale	

et	 de	 libération	 des	 particules	 virales,	 il	 est	 important	 que	 les	 activités	 de	 la	

neuraminidase	 et	 de	 l’hémagglutinine	 soient	 relativement	 équilibrées	 [183].	

L’importance	de	cet	équilibre	est	présentée	en	II.4.4.	Les	particules	ainsi	libérées	ne	sont	

pas	infectieuses	en	l’état.	Le	clivage	de	l’hémagglutinine	par	une	protéase	est	nécessaire	

afin	d’obtenir	les	deux	sous-unités	HA1	et	HA2	à	partir	du	précurseur	HA0.	Ce	clivage	se	

fait	au	niveau	d’un	site	de	clivage	monobasique	ou	multibasique	[184].	La	HA	des	virus	

humains	 porte	 un	 site	 de	 clivage	 monobasique	 qui	 est	 clivé	 par	 une	 protéase	 extra-

cellulaire	que	l’on	retrouve	au	niveau	du	tractus	respiratoire.		 	 	
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contaminations	de	phoques	ont	été	décrits	[187].	Les	virus	influenza	C	circulent	également	chez	l’Homme	et	peuvent	

être	 transmis	 aux	 porcins.	 Les	 virus	 influenza	 D	 circulent	 chez	 les	 caprins,	 bovins	 et	 porcins	 et	 quelques	 cas	 de	

séroconversions	ont	été	mis	en	évidence	chez	l’Homme	[98,	99,	188].	Des	ARN	viraux	ressemblant	à	ceux	des	virus	

influenza	ont	été	mis	en	évidence	chez	le	crapaud	asiatique	de	Wuhan,	la	myxine	de	Wengling	et	l’anguille	épineuse.	

Toutefois,	le	genre	viral	reste	à	définir.	L’infection	d’un	grand	nombre	d’animaux	par	les	virus	influenza	a	été	possible	

en	laboratoire.	Issu	et	traduit	depuis	[102].	

	

Depuis	 le	réservoir,	des	 transmissions	des	virus	 influenza	A	peuvent	s’observer	

chez	d’autres	espèces	comme	chez	la	volaille	domestique	ou	de	nombreuses	espèces	de	

mammifères	incluant	les	mammifères	marins,	les	chevaux,	les	porcs	et	même,	de	manière	

sporadique	 l’Homme.	 Les	 virus	 influenza	 aviaires	 présentent	 donc	 un	 fort	 potentiel	

d’infection	 zoonotique.	 De	 plus,	 le	 contact	 rapproché	 entre	 l’Homme	 et	 la	 volaille	

domestique	ou	les	porcins,	particulièrement	dans	les	fermes	ou	les	marchés	d’animaux	

vivants,	joue	un	rôle	clé	dans	ces	transmissions	zoonotiques.	Ces	animaux	jouent	le	rôle	

d’hôte	intermédiaire	dans	la	transmission	à	l’Homme.	C’est	par	exemple	le	cas	avec	les	

transmissions	régulières	à	l’Homme	de	la	souche	aviaire	hautement	pathogène	H5N1	ou,	

plus	 récemment,	H7N9.	Plusieurs	de	ces	 transmissions	ont	été	 recensées	au	cours	des	

dernières	années	(pour	revue	[189]).	

Il	faut	cependant	préciser	que	la	majorité	des	cas	de	transmissions	zoonotiques	à	

l’Homme	ne	mènent	pas	à	l’émergence	de	ces	souches	dans	la	population	humaine	mais	

se	cantonnent	à	des	infections	sporadiques.	L’établissement	d’une	nouvelle	lignée	virale	

dans	la	population	humaine	nécessiterait	(i)	une	transmission	d’un	animal	à	l’Homme,	(ii)	

une	 réplication	 efficace	 du	 virus	 chez	 l’Homme,	 (iii)	 une	 transmission	 interhumaine	

relativement	 efficace.	 De	 plus,	 comme	 mentionné	 en	 II.2.3,	 les	 virus	 aviaires	 fixent	

préférentiellement	les	acides	sialiques	branchés	en	α2,3,	moins	représentés	dans	les	voies	

respiratoires	 supérieures	 de	 l’homme,	 diminuant	 ainsi	 la	 probabilité	 d’infection	 chez	

l’Homme	[164].	Cependant,	les	porcs	possèdent	des	acides	sialiques	branchés	en	α2,3	et	

en	 α2,	 ils	 jouent	 ainsi	 le	 rôle	 d’hôte	 intermédiaire	 pour	 les	 virus	 humains	 et	 aviaires,	

permettant	le	brassage	entre	les	souches	virales.	Ce	brassage,	en	favorisant	l’émergence	

de	ces	virus	chez	l’Homme,	représente	donc	une	menace	[190].		

Les	virus	influenza	B	ne	circulent	que	chez	l’Homme	et	sont	responsables	avec	les	

IAV	des	épidémies	saisonnières	de	la	grippe.	Quelques	phoques	infectés	ont	également	

été	 reportés	 [187].	 Cependant,	 la	 voie	 de	 transmission	 initialement	 décrite	 comme	

naturelle	a	été	remise	en	cause.	Durant	cette	période,	beaucoup	de	jeunes	phoques	ont	en	

effet	 présenté	 une	 infection	 par	 des	 vers	 pulmonaires	 (Otostrongylus	 circumlitus	 et	

Parafilaroides	gymnurus)	[187].	Il	se	pourrait	donc	que	l’infection	ait	été	médiée	par	ces	
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vers	 comme	 hôte	 intermédiaire.	 Il	 a	 également	 été	 montré	 lors	 d’infections	

expérimentales	que	les	virus	influenza	B	sont	capables	d’infecter	et	de	se	répliquer	chez	

le	 porc,	mais	 seuls	 les	 virus	 influenza	D	 ont	montré	 un	 potentiel	 de	 transmission	 par	

contact	entre	les	porcs	[191].	

Les	virus	influenza	C	circulent	chez	l’Homme	et	sont	responsables	de	pathologies	

bénignes.	Ces	virus	circulent	également	chez	les	porcins	[94].	

Les	 virus	 influenza	 D	 circulent	 chez	 les	 bovins,	 caprins	 et	 porcins.	 Des	 cas	 de	

transmission	à	l’Homme	ont	été	décrits	[98,	99,	188].	

	

	

3.1.2 Infection	saisonnière	chez	l’Homme	

Chaque	 année	 chez	 l’Homme,	 les	 virus	 influenza	 A	 et	 B	 sont	 responsables	

d’infections	 respiratoires	 aiguës.	 Une	 étude	 récente	montre	 que	 ces	 infections	 sont	 à	

l’origine	de	300	000	–	600	000	décès	autour	du	globe	chaque	année.	Ces	estimations	sont	

supérieures	à	celles	initialement	rapportées	par	l’OMS	[192].	

La	 symptomatologie	 associée	 à	 la	 pathologie	 est,	 dans	 le	 cas	 d’une	 infection	

restreinte	 aux	 voies	 aériennes	 supérieures,	 composée	 d’une	 fièvre	 rapide	 et	 intense	

(>38°C),	 de	 toux,	 de	 céphalées	 (maux	 de	 tête),	 d’une	 congestion	 nasale,	 de	 myalgies	

(douleurs	musculaires),	 d’une	 inflammation	 de	 la	 sphère	 oro-pharyngée	 et	 d’une	 très	

grande	fatigue	dans	la	majorité	des	cas.	Il	arrive	parfois	que	l’infection	mène	au	décès	de	

la	personne	infectée.	La	mort	peut	être	engendrée	par	l’infection	elle-même,	associée	ou	

non,	à	une	réaction	forte	du	système	immunitaire.	Elle	peut	également	être	causée	par	

une	pneumonie	 bactério-induite.	 Cette	 infection	bactérienne	peut	 être	 concomitante	 à	

l’infection	virale	ou	survenir	a	posteriori.	Ce	phénomène	et	les	mécanismes	immunitaires	

associés	sont	décrits	en	[193].	

La	 transmission	 du	 virus	 se	 fait	 généralement	 par	 le	 biais	 de	 gouttelettes	

respiratoires,	 d’aérosols	 ou	par	 une	 contamination	par	 le	 biais	 de	 surface	 contaminée	

[194].		

Les	données	 épidémiologiques	montrent	que	 toute	 la	population	humaine	peut	

être	touchée	avec	une	estimation	portant	sur	plusieurs	millions	de	personnes	infectées	

chaque	année.	Toutes	 les	 catégories	de	populations	 sont	 concernées	avec	 toutefois	un	

taux	d’hospitalisation	et	une	mortalité	plus	élevée	pour	les	enfants	de	moins	de	5	ans	et	

les	personnes	âgées	de	65	ans	ou	plus.	Les	personnes	atteintes	de	maladies	chroniques,	
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les	 fumeurs,	 les	 femmes	 enceintes,	 les	 personnes	 en	 surcharge	 pondérale	 (IMC	 >40	

kg/m2)	et	certaines	origines	ethniques	sont	également	à	risque	[195].	

Dans	 la	 population	 humaine	 circulent	 actuellement	 deux	 virus	 influenza	 A,	 de	

sous-type	H1N1	et	H3N2,	et	deux	virus	influenza	B,	un	du	lignage	Victoria	et	un	du	lignage	

Yamagata.	

	

3.1.3 Traitements	et	vaccination	

Les	 traitements	 actuellement	 utilisés	 afin	 de	 traiter	 les	 infections	 par	 les	 virus	

influenza	 ciblent	 principalement	 les	 protéines	 retrouvées	 à	 la	 surface	 du	 virus.	 Le	

Zanamivir	 (Relenza™)	 et	 l’Oseltamivir	 (Tamiflu™),	 commercialisés	 en	 France,	 sont	 des	

inhibiteurs	compétitifs	de	la	neuraminidase.	Dans	d’autres	pays	on	retrouve	le	Peramivir	

(Rapivab™)	et	Laninamivir	(Inavir™).	Les	amantadanes	avec	l’Amantadine	(Mantadix™)	

et	la	Rimantadine	(Roflual™,	en	arrêt	de	commercialisation	en	France	depuis	1983)	sont	

des	molécules	qui	 inhibent	 la	 fonction	de	 canal	 à	protons	de	 la	protéine	M2	des	virus	

influenza	A	et	 sont	donc	sans	effet	 sur	 les	 IBV.	Ces	molécules	sont	de	moins	en	moins	

utilisées	car	presque	 toutes	 les	souches	circulantes	sont	naturellement	résistantes	aux	

amantadanes	[95,	196,	197].	Des	cas	de	résistances	aux	autres	molécules	antivirales	sont	

également	rapportées	(pour	revue	[198]).	

	 Afin	de	pallier	ce	problème	de	résistance	aux	antiviraux,	de	nouvelles	molécules	

sont	 testées	et	ciblent	d’autres	 fonctions	cellulaires	ou	virales.	Le	Favipivir	 (inhibiteur	

nucléosidique	 de	 l’ARN	 polymérase	 ARN	 dépendante	 de	 nombreux	 virus	 à	 ARN),	 le	

Pimodivir	 (molécule	 bloquant	 l’attachement	 de	 la	 coiffe	 à	 la	 protéine	 PB2	 dans	 le	

mécanisme	 de	 vol	 de	 coiffe),	 le	 Baloxivir	 (inhibe	 l’activité	 endonucléase	 de	 PA),	 le	

Nitazoxanide	 (bloque	 la	maturation	 de	 la	 HA	 sous	 la	 forme	 du	 précurseur	HA0)	 et	 la	

Fludase	(analogue	à	la	neuraminidase	qui	est	inhalé	et	clive	les	AS	branchés	en	α2,3	et	

α2,6	à	la	surface	des	cellules)	sont	ainsi	testés	afin	d’être	commercialisés	[199–204].	

	 La	 protection	 la	 plus	 efficace	 est,	 à	 ce	 jour,	 la	 vaccination.	 L’OMS	 recommande	

particulièrement	 la	 vaccination	 pour	 les	 jeunes	 enfants,	 les	 femmes	 enceintes,	 les	

travailleurs	dans	le	domaine	de	la	santé,	les	patients	porteurs	de	maladie	chronique	et	les	

personnes	 de	 plus	 de	 65	 ans.	 Le	 vaccin	majoritairement	 utilisé	 est	 composé	 de	 trois	

(trivalent)	ou	quatre	(quadrivalent)	souches	virales	inactivées.	L’intérêt	de	ce	vaccin	est	

de	couvrir	chacun	des	deux	sous-types	de	virus	influenza	A	circulant	et	les	deux	lignages	
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de	 virus	 influenza	 B	 circulant	 pendant	 la	 saison	 épidémique	 [95].	 Pour	 la	 saison	

2020/2021	le	vaccin	tétravalent	est	composé	des	souches	[205]	:	

- A/Guangdong-Maonan/SWL	1536/2019	(H1N1pdm09),	

- A/Hong	Kong/2671/2019	(H3N2),		

- B/Washington/02/2019	(B-Victoria),		

- B/Phuket/3073/2013	(B-Yamagata).	

On	trouve	également	un	vaccin	vivant	atténué	dont	la	souche	thermosensible	ne	

peut	se	répliquer	que	dans	les	voies	nasales.	Ce	vaccin	disponible	sous	la	forme	d’un	spray	

nasal	est	utilisé	dans	certains	pays	comme	les	Etats-Unis	d’Amérique	et	est	recommandé	

pour	 les	patients	entre	2	et	49	ans,	 en	bonne	santé	et	n’est	pas	 recommandé	pour	 les	

femmes	enceintes	et	les	personnes	immunodéprimées	[206].	

La	 circulation	 du	 virus	 étant	 facilitée	 par	 des	 températures	 froides,	 le	 pic	

épidémique	est	observé	en	hiver	pour	l’hémisphère	nord.	Dans	l’hémisphère	sud,	le	pic	

est	 observé	 durant	 l’été.	 Grâce	 à	 cela,	 l’OMS,	 en	 collaboration	 avec	 les	 centres	 de	

références,	détermine	la	composition	vaccinale	deux	fois	par	an.	L’intérêt	étant	de	prédire	

quelles	seront	les	souches	qui	circuleront	dans	l’autre	hémisphère.	La	composition	change	

régulièrement	 à	 cause	 de	 l’évolution	 rapide	 de	 l’antigénicité	 du	 virus.	 Cette	 vitesse	

d’évolution	 peut	 apporter	 un	 élément	 de	 réponse	 quant	 à	 la	 différence	 d’efficacité	

vaccinale	observée,	par	souche	et	dans	sa	globalité.	Par	exemple,	une	étude	publiée	en	

2019	montre	 que	 l’efficacité	 vaccinale	 pour	 les	 années	 2012-2015	 dans	 l’hémisphère	

nord,	 était	 de	 53%	 en	 moyenne	 (44%-61%)	 mais	 avec	 de	 plus	 grandes	 variations	 à	

l’échelle	individuelle	de	chaque	souche	vaccinale	[207].		

	 Pour	le	vaccin	inactivé,	la	production	actuelle	des	souches	vaccinales	repose	sur	

une	amplification	sur	œufs	embryonnés	suivi	d’une	inactivation	des	souches	virales.	Ce	

système	est	limitant	en	termes	de	production	et	cela	peut	poser	problème	lors	d’un	besoin	

d’une	production	massive	de	souches	vaccinales	dans	le	cas	de	pandémie.	Afin	de	pallier	

cela,	 l’agence	américaine	des	produits	alimentaires	et	de	 santé	 (FDA,	«	Food	and	Drug	

Agency	»	en	anglais),	a	autorisé,	en	2012,	la	production	de	virus	sur	cellules	de	rein	de	

chiens	(MDCK),	ayant	un	rendement	plus	 important.	D’autres	méthodes	de	production	

sont	à	l’étude	et	sont	résumées	en	[208].	

La	 production	 d’un	 vaccin	 dit	 universel	 permettrait	 de	 diminuer	 ces	 variations	

d’efficacité	vaccinales	et	d’induire	une	meilleure	efficacité	vaccinale.	Une	des	stratégies	

repose	sur	le	ciblage	de	la	tige	de	l’hémagglutinine,	décrite	comme	plus	stable.	Ce	type	de	
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a. Glissement	antigénique	

Les	virus	influenza	ne	possèdent	pas	d’activité	de	relecture	de	la	polymérase	[210].	

Les	mutations	entrainent	in	fine	des	substitutions	d’acides	aminés.	Lors	d’une	infection	

par	le	virus,	la	protéine	HA	est	la	cible	première	de	la	réponse	par	le	système	immunitaire	

adaptatif	 de	 l’hôte	 [211].	 La	 forte	 pression	 de	 sélection	 associée	 au	 taux	 de	mutation	

important	conduit	à	la	sélection	de	variants	antigéniques	non	reconnu	lors	de	la	réponse	

adaptative.	 L’accumulation	 de	mutations	 dans	 la	 HA,	mais	 également	 la	 NA,	mène	 au	

glissement	 antigénique.	 Ce	 phénomène	 permet	 d’expliquer	 l’intérêt	 majeur	 de	 faire	

évoluer	régulièrement	la	composition	du	vaccin	saisonnier.	

Concernant	les	virus	influenza	B,	la	diversité	génétique	est	plus	faible	et	donc	la	

dérive	 antigénique	 est	 limitée.	 Une	 étude	 publiée	 en	 2019	 suggère	 que	 les	 virus	 IBV	

seraient	soumis	à	plus	de	goulots	d’étranglements,	limitant	la	diversité	virale	[212].		

	

b. Réassortiments	et	cassure	antigénique	

Les	évènements	de	réassortiments	chez	les	virus	influenza	permettent	l’évolution	

virale	et	l’émergence	de	nouveaux	génotypes	depuis	les	cellules	co-infectées.	Les	virions	

néo-formés	sont	composés	d’un	mélange	de	segments	provenant	des	virus	parentaux.	Ces	

évènements	de	réassortiments	peuvent	être	informatifs	sur	la	survenue	d’évènements	de	

co-infections.	En	effet,	pour	qu’un	événement	de	réassortiment	puisse	avoir	lieu,	il	faut	

qu’une	 cellule	 soit	 co-infectée	 par	 deux	 ou	 plusieurs	 virus.	 Le	 réassortiment	 viral	 est	

cependant	 limité	et	contraint	par	de	nombreux	facteurs	 inter-/intra-hôte	et	ne	permet	

pas	de	directement	quantifier	la	fréquence	de	co-infections	[213].		

	 Concernant	les	facteurs	inter-hôtes	pour	les	virus	influenza,	on	retrouve	la	capacité	

de	transmission	et	 la	diversité	de	population	 lors	de	 la	 transmission.	Le	réassortiment	

viral	 est	 possible	 si	 plusieurs	 évènements	 de	 transmission	 de	 particules	 virales	 de	

manière	groupées	ou	isolées	surviennent.	Premièrement,	il	a	été	montré	que	la	seconde	

infection	doit	se	situer	dans	un	intervalle	temporel	précis	afin	de	permettre	la	réalisation	

de	 réassortiments	 [214].	 Des	 cochons	 d’Inde	 ont	 été	 infectés	 par	 un	 premier	 virus	

influenza	 puis	 par	 un	 second	 virus	 à	 différents	 temps	 suite	 à	 la	 primo-infection.	 Une	

restriction	des	évènements	de	réassortiments	est	observée	in	vivo	dix-huit	heures	suite	à	

la	 primo-infection	 [214].	 Deuxièmement,	 afin	 d’observer	 des	 évènements	 de	

réassortiments,	 il	 est	nécessaire	pour	 les	 cellules	ou	organismes	concernées	d’être	co-

infectés	par	plusieurs	variants	différents.	Plus	la	taille	de	la	population	initiale	est	faible,	
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plus	la	probabilité	pour	une	cellule	d’être	infectée	par	deux	variants	différents	ou	plus	est	

faible	[214].	La	voie	de	transmission	ou	la	présence	de	goulots	d’étranglements	peuvent	

avoir	un	effet	sur	la	réduction	de	la	taille	de	population	ou	de	la	diversité	mais	également	

sur	le	taux	de	transmission	du	virus	[214,	215].		

	 Les	 réassortiments	 au	 sein	 de	 l’hôte	 infecté	 sont	 dépendants	 de	 facteurs	 intra-

hôtes	parmi	lesquels	on	retrouve	la	diversité	de	population,	les	goulots	d’étranglements	

et	le	taux	de	réassortiment.	Les	virus	influenza	présentent	un	taux	de	mutations	de	10-4	à	

10-6	substitutions	par	site	et	par	réplication.	Ce	taux	permet	l’introduction	d’au	moins	une	

mutation	 à	 chaque	 cycle	 de	 réplication.	 Ce	 fort	 taux	 de	mutations	 joue	 en	 faveur	 des	

réassortiments	en	favorisant	 la	diversité	de	population.	Cependant	des	mécanismes	de	

sélection	 de	 certains	 variants	 au	 sein	 de	 l’hôte	 ont	 été	 observés	 et	 peuvent	 limiter	 la	

formation	de	réassortants.	Par	exemple,	un	passage	successif	 sur	cellules	de	 la	souche	

virale	A/Wisconsin/67/2005	(H3N2)	conduit	à	la	sélection	de	certains	variants.	Ce	stock	

viral	a	été	utilisé	pour	infecter	des	patients	et	l’analyse	du	séquençage	nouvelle	génération	

(«	New	 Generation	 Sequencing	»	;NGS)	 des	 virus	 produits	montre	 une	 dominance	 par	

certains	 variants	 minoritaires	 dans	 le	 stock	 initial.	 Une	 sélection	 locale	 chez	 le	 sujet	

infecté	a	donc	eu	lieu	[216].	Concernant	la	fréquence	de	réassortiments,	il	a	été	montré	in	

vivo	et	in	vitro	que	les	virus	réassortants	pouvaient	représenter	jusqu’à	70%	des	virions	

néo-formés	avec	une	plus	grande	proportion	de	réassortiment	si	l’infection	par	le	second	

virus	est	successive	et	non	concomitante	au	premier	virus	[214,	217,	218].	Pour	obtenir	

des	 données	 quantitatives,	 les	 auteurs	 ont	 utilisé	 deux	 souches	 virales	 ayant	 une	

réplication	virale	 identique	mais	différenciable	par	 la	présence	de	plusieurs	mutations	

silencieuses	dans	un	des	deux	stocks	[217].	

En	théorie,	en	raison	de	la	nature	segmentée	du	génome,	si	aucun	mécanisme	de	

sélection	n’est	appliqué,	une	cellule	co-infectée	par	deux	virus	influenza	A,	possédant	8	

segments	génomiques,	peut	produire	28	soit	256	combinaisons	possibles	dont	254	sont	

différentes	des	compositions	parentales	[217,	219].	Les	nouveaux	virions	formés	suite	à	

la	co-infection	entre	deux	souches	virales,	particulièrement	si	les	segments	HA	et	NA	sont	

concernés,	 peuvent	 mener	 à	 l’émergence	 de	 nouveaux	 sous-types	 dans	 la	 population	

humaine.	 L’introduction	 de	 nouveaux	 sous-types	 provenant	 du	 réservoir	 viral	 aviaire	

conduit	 à	 un	 changement	 drastique	 vis-à-vis	 de	 l’antigénicité	 des	 protéines	

hémagglutinine	et/ou	neuraminidase.	L’absence	d’immunité	pour	ce	nouveau	sous-type	

peut,	par	le	biais	de	cette	cassure	antigénique,	être	à	l’origine	de	pandémies	dévastatrices.	
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De	plus,	certains	virus	aviaires	dit	hautement	pathogènes	expriment	une	hémagglutinine	

H5	ou	H7	qui	possède	un	site	de	clivage	multibasique	clivé	par	 la	 furine,	une	protéase	

ubiquitaire	 issue	du	 réseau	 trans-golgien.	 Cette	particularité	 confère	 à	 ces	 souches	un	

tropisme	plus	large,	responsable	d’infections	systémiques	dont	l’issue	peut	être	fatale.	

	

3.2.1. De	la	pandémie	à	l’épidémie	:	histoire	de	l’évolution	

Au	cours	des	cinq-cents	dernières	années,	environ	quatorze	pandémies	ont	pu	être	

observées	et	décrites	grâce	aux	données	cliniques	et	épidémiologiques	[220,	221].	Elles	

sont	 presque	 exclusivement	 causées	 par	 des	 virus	 influenza,	 sauf	 pour	 la	 dernière	

pandémie	de	2019	causée	par	un	coronavirus.	Un	événement	pandémique	concernant	les	

virus	influenza	est	décrit	tous	les	8	à	41	ans	[220].	Rien	qu’au	cours	des	cent-quarante	

dernières	années,	six	pandémies	ont	eu	lieu	:	1889,	1918,	1957,	1968,	1977	et	2009.	Les	

cinq	dernières	sont	présentées	figure	13.	La	pandémie	de	1918	causée	par	un	virus	H1N1	

est	appelée	grippe	espagnole.	Elle	est	responsable	de	la	mort	de	plus	de	50	millions	de	

personnes	autour	du	globe.	Cette	pandémie	est	la	plus	dévastatrice	enregistrée	à	ce	jour.	

Certaines	hypothèses	tendent	à	expliquer	la	mortalité	associée.	Une	possible	surinfection	

bactérienne	 causant	 des	 pneumonies	 pourrait	 avoir	 augmenté	 le	 nombre	 de	 décès.	

Cependant	le	pathogène	associé	n’a,	à	ce	jour,	pas	pu	être	identifié.	Une	autre	spécificité	

de	cette	pandémie	concerne	les	populations	touchées	avec	une	courbe	trimodale	dite	«	en	

W	».	Les	populations	les	plus	touchées	furent	les	jeunes	enfants,	les	jeunes	adultes	et	les	

personnes	 âgées.	 Les	 jeunes	 adultes	 ne	 sont	 pas	 la	 catégorie	 habituellement	 la	 plus	

concernée	par	 les	 infections	grippales	 [195].	Suite	à	cette	pandémie,	 ce	virus	a	circulé	

pendant	 presque	 quarante	 ans,	 jusqu’en	 1957,	 tout	 en	 dérivant	 antigéniquement.	 En	

1957,	une	cassure	antigénique	permettant	l’introduction	dans	la	population	humaine	d’un	

virus	H2N2,	 responsable	 de	 la	 grippe	dite	 asiatique,	 dans	 la	 population	 a	mené	 à	 une	

pandémie	dont	 le	nombre	de	morts	 fut	 inférieur	 à	1918,	mais	 la	 symptomatologie	 fut	

identique	avec	toutefois	une	distribution	bimodale	de	l’infection,	plus	concordant	avec	ce	

que	 l’on	 peut	 observer	 aujourd’hui	 concernant	 la	 circulation	 des	 virus	 de	 la	 grippe.	

L’origine	de	ce	virus	proviendrait	d’un	réassortiment	entre	un	virus	aviaire	de	type	H2N2	

et	 le	 virus	H1N1	 circulant	 depuis	 1918.	 Le	 virus	 réassortant	 ainsi	 obtenu	possède	 les	

segments	HA,	NA	et	PB1	du	virus	H2N2	et	 les	 autres	 segments	du	virus	H1N1.	L’hôte	

intermédiaire	ayant	permis	le	réassortiment	n’a	toutefois	pas	pu	être	identifié.	En	1968,	

le	virus	circulant	a	réassorti	avec	un	virus	aviaire.	Le	virus	ainsi	obtenu	possède	tous	les	
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segments	 provenant	 du	 virus	H2N2	 à	 l’exception	 du	 segment	 codant	 pour	HA	 et	 PB1	

provenant	du	virus	aviaire	H3N?.	Ce	virus	responsable	de	la	pandémie	dite	de	Hong-Kong	

est	un	virus	H3N2	dont	le	sous-type	circule	encore	aujourd’hui.	Cette	pandémie	fut	moins	

mortelle	 que	 celle	 de	 1918	 en	 raison	 de	 l’immunisation	 d’une	 partie	 de	 la	 population	

contre	le	sous-type	2	de	la	neuraminidase.	Les	anticorps	dirigés	contre	la	NA	n’empêchent	

pas	l’infection	mais	il	semble	qu’ils	aient	joué	un	rôle	dans	la	réduction	de	la	durée	et	de	

l’intensité	de	la	pathologie.	En	1977,	en	parallèle	de	la	circulation	du	virus	H3N2,	un	virus	

H1N1	descendant	du	virus	de	la	grippe	espagnole,	a	été	réintroduit	en	Russie.	Les	analyses	

moléculaires	 ont	 permis	 de	 mettre	 en	 évidence	 que	 ce	 virus	 possédait	 la	 même	

antigénicité	 que	 le	 virus	 H1N1	 circulant	 en	 1950	 [222].	 Il	 s’agirait	 alors	 de	 la	

réintroduction	au	 sein	de	 la	population	d’un	virus	 congelé.	 Son	absence	de	circulation	

pendant	 une	 trentaine	 d’année	 n’ayant	 pas	 été	 suffisante	 pour	 une	 perte	 totale	

d’immunisation	de	la	population,	la	mortalité	observée	ne	fut	pas	élevée.	Ce	virus	a	circulé	

jusqu’en	2009	où	il	a	progressivement	été	remplacé	par	un	nouveau	virus	H1N1	nommé	

H1N1pdm09.	 Le	 virus	 ainsi	 nommé	 provient	 d’une	 succession	 d’événement	 de	

réassortiments.	 En	 premier	 lieu,	 un	 triple	 réassortiment	 chez	 le	 porc	 a	 permis	

l’émergence	d’un	virus	H1N2	ayant	 les	 segments	PB1	et	NA	provenant	du	virus	H3N2	

humain	saisonnier,	les	segments	PB2	et	PA	d’un	virus	H1N1	aviaire	et	enfin	les	segments	

HA,	NP,	M	 et	NS	 d’un	 virus	H1N1	 classique	 circulant	 chez	 les	 porcins.	 Ce	 virus	H1N2	

réassorti	 a	 ensuite	 fait	 l’objet	 d’un	 nouveau	 réassortiment	 chez	 le	 porc	 avec	 un	 virus	

aviaire	H1N1,	dit	 eurasien.	Ce	nouveau	virus	H1N1pdm09	présente	 les	 segments	PB2,	

PB1,	PA,	HA,	NP	et	NS	du	virus	triplement	réassorti	et	les	segments	NA	et	M	du	virus	H1N1	

eurasien	[96].	
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4. Co-infections	chez	les	virus	influenza	

La	co-infection	d’une	même	cellule	par	plusieurs	particules	virales	joue	donc	un	

rôle	majeur	dans	l’évolution	virale	en	permettant	des	réassortiments	mais	également	une	

complémentation	 entre	 particules	 défectives.	 De	 nombreuses	 études	 existent	 sur	 les	

mécanismes	favorisants	les	co-infections	en	permettant	notamment	le	transfert	collectif	

de	 particules	 virales.	 A	 ce	 jour,	 ces	 mécanismes	 ne	 sont	 pas	 décrits	 pour	 les	 virus	

influenza.	

	

4.1. Co-infections	avec	d’autres	pathogènes	

La	littérature	fait	état	de	co-infections	ou	surinfections	bactériennes	fréquemment	

associées	 à	 une	 primo-infection	 par	 les	 virus	 influenza.	 Une	 revue	 publiée	 en	 2016	

regroupe	un	grand	nombre	d’études	réalisées	entre	1982	et	2014	et	décrit	les	associations	

à	des	 infections	bactériennes.	Les	 souches	Streptococcus	pneumonia	ou	 Staphylococcus	

aureus	sont	majoritairement	associées	aux	infections	influenza	[225].	Ces	deux	souches	

bactériennes	 peuvent	 causer	 des	 infections	 pulmonaires	 graves	 dont	 l’issue	 peut	 être	

fatale.	 La	 surinfection	 bactérienne	 serait	 favorisée	 par	 des	 mécanismes	 lésionnels	

inhérents	à	l’infection	virale	plus	que	par	un	mécanisme	de	facilitation.		

Les	 données	 de	 co-infections	 virales	 proviennent	 des	 prélèvements	 obtenus	

durant	 l’épidémie	grippale	saisonnière	par	 les	centres	collaborateurs	de	 l’organisation	

mondiale	de	la	santé,	les	laboratoires	des	hôpitaux	et	les	centres	nationaux	de	références.	

Lors	de	la	détection	de	virus	influenza	dans	les	écouvillons	naso-pharyngés,	d’autres	virus	

respiratoires	 ont	 également	 été	 détectés.	 La	 présence	 du	 virus	 respiratoire	 syncytial	

(RSV),	 de	 rhinovirus	 (RV),	 de	métapneumovirus	 (MPV)	;	 de	 coronavirus	humain	OC43	

(hCoV)	ou	du	coronavirus	pandémique	SARS-CoV-2	a	été	décrite	[226–228].	Une	étude	

publiée	 en	 2019	 s’est	 intéressée	 aux	 possibles	 interactions	 entre	 différents	 virus	

respiratoires	et	à	 leur	effet	 sur	 la	dynamique	des	populations	pour	 les	virus	 influenza	

[229].	 Pour	 cela	 les	 auteurs	ont	 analysé	 les	 résultats	diagnostiques	de	44230	patients	

provenant	 de	 laboratoire	 d’analyses	 en	 Ecosse	 pour	 la	 période	 de	 janvier	 2005	 à	

décembre	2013.	Tous	les	patients	ont	été	testés	pour	onze	infections	respiratoires	virales	

et	des	tests	statistiques	associés	aux	données	sur	les	co-infections	ont	permis	d’estimer	

l’interaction	et	 l’effet	 sur	 la	dynamique	entre	 les	populations	des	différents	virus.	Une	

interaction	négative	entre	les	virus	influenza	A	et	les	RV	a	été	observée.	Cela	explique	le	

faible	taux	de	co-infections.	Les	auteurs	suggèrent	que	des	réponses	viro-induites	à	court	
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termes	de	type	interféron	permettent	d’expliquer	la	circulation	alternée	entre	IAV	et	RV.	

Lorsque	 les	 RV	 circulent	 on	 observe	 moins	 de	 circulation	 IAV	 et	 inversement.	 Une	

corrélation	négative	entre	IBV	et	RSV	ou	RV	est	également	décrite.	Une	hypothèse	porte	

sur	des	facteurs	comportementaux	pouvant	jouer	un	rôle	dans	la	protection	contre	une	

surinfection	 particulièrement	 chez	 l’enfant,	 population	 particulièrement	 affectée	 [230,	

231].	La	période	de	maladie	et	de	convalescence,	en	limitant	les	déplacement	et	contacts,	

éviterait	ainsi	l’exposition	à	un	autre	pathogène	et	diminuerait	le	risque	d’être	surinfecté	

[229,	231].	

	 Certains	 patients	 testés	 présentent	 ainsi	 une	 co-infection	 par	 plusieurs	 virus	

respiratoires,	allant	jusqu’à	5	pour	certains	patients	[226].	Le	problème	de	ces	approches	

provient	 cependant	 de	 la	 méthode	 de	 détection	 utilisée.	 L’ARN	 contenu	 dans	 les	

écouvillons	 naso-pharyngés	 est	 extrait	 et	 la	 présence	 de	 virus	 est	 mesurée	 par	 une	

méthode	 d’amplification	 spécifique	 et	 quantitative	 d’acides	 nucléiques,	 une	 RT-qPCR	

multiplex.	Les	virus	non	détectables	par	cette	méthode	sont	donc	exclus.	Ces	méthodes	

limitent	généralement	la	détection	à	quatre	ou	cinq	virus	différents	[75].	C’est	pourquoi	

la	 majorité	 des	 co-infections	 décrites	 pour	 les	 virus	 influenza	 provient	 de	 virus	

respiratoires.	Cependant	 l’utilisation	des	nouvelles	méthodes	de	séquençage	comme	 le	

NGS	permettent	d’obtenir	de	plus	en	plus	d’information	sur	les	co-infections	et	permet	la	

découverte	de	nouveaux	pathogènes.	Ces	avancées	permettent	de	mieux	comprendre	la	

pathogenèse	 et	 d’étudier	 de	 possibles	 interactions	 entre	 les	 pathogènes	 [230].	 Les	

progrès	récents	et	les	méthodes	utilisées	font	l’objet	de	différentes	revues	[230,	232].	

	

4.2. Co-infections	homotypiques	

Les	 co-infections	 homotypiques	 sont	 décrites	 et	 caractérisées	 pour	 les	 virus	

influenza	 A	 [95].	 Il	 s’agît	 de	 la	 co-infection	 d’une	 cellule	 ou	 organisme	 par	 deux	 ou	

plusieurs	virus	influenza	A	provenant	ou	non	du	même	sous-type	par	exemple.	Ces	co-

infections	ont	également	été	décrites	pour	les	virus	influenza	B	avec	des	réassortiments	

existants	 entre	 les	 virus	du	même	 lignage	–	Yamagata	ou	Victoria	 –	ou	 entre	 les	deux	

lignages	[233].	

Les	 co-infections	 homotypiques	 jouent	 un	 rôle	 important	 dans	 l’évolution	 des	 virus	

influenza	 A	 en	 permettant	 par	 exemple	 la	 réalisation	 de	 réassortiments	 et	 pourrait	

permettre	 la	 réalisation	 de	 recombinaisons.	 Cependant	 ce	 dernier	 point	 n’a	 pas	 été	

observé	in	vitro	et	est	controversé	[234].	L’évolution	la	plus	drastique	est	médiée	par	les	
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réassortiments	 comme	 présenté	 en	 II.3.2.	 Cependant,	 les	 réassortiments	 ne	 sont	 pas	

systématiques	 lors	 de	 co-infections	 homotypiques	 et	 sont	 limités	 par	 plusieurs	

facteurs	inhérents	aux	virus	:	

• Spécificité	des	signaux	d’encapsidation.	Les	segments	sont	encapsidés	de	manière	

spécifique	grâce	à	une	compatibilité	entre	les	signaux	d’encapsidation	présents	sur	

chaque	 segment.	 Une	 étude	 montre	 le	 rôle	 critique	 de	 ces	 séquences	 pour	 le	

réassortiment	lors	de	la	la	co-infection	entre	la	souche	A/Moscow/10/99	(H3N2)	

et	la	souche	A/Finch/England/2051/91	(H5N2).	L’encapsidation	du	segment	5	de	

la	 souche	 A/Finch/England/2051/91	 n’est	 pas	 possible	 avec	 les	 sept	 autres	

segments	 de	 la	 souche	 A/Moscow/10/99.	 Une	 modification	 des	 signaux	

d’encapsidation	du	segment	5	permet	son	incorporation	dans	la	particule	virale	

[235].	 Cette	 étude	 montre	 l’importance	 de	 la	 compatibilité	 des	 signaux	

d’encapsidation	dans	la	réalisation	de	réassortiments.	Une	étude	publiée	en	2017	

présente	une	méthode	de	cartographie	des	réassortiments	au	sein	de	populations	

virales	circulantes.	La	comparaison	des	séquences	de	virus	H3N2	circulants	entre	

janvier	1968	et	octobre	2015	sans	distinction	géographique	a	permis	de	montrer	

que	plus	l’éloignement	génétique	est	fort	entre	les	segments	moins	la	probabilité	

de	 former	 un	 ressortant	 viable	 est	 forte	 [236].	 Les	 auteurs	 ont	 également	 pu	

attribuer	un	score	permettant	d’estimer	les	combinaisons	possibles	en	fonction	de	

la	proximité	génétique.	

	

• Compatibilité	entre	les	protéines	virales.	L’incompatibilité	entre	protéines	virales	

n’empêche	pas	la	formation	de	nouveaux	virions	mais	a	un	effet	sur	la	réalisation	

d’un	 cycle	 infectieux	 par	 les	 virions	 néoformés	 [213].	 Les	 trois	 protéines	

composant	la	polymérase	virale	des	virus	influenza	doivent	être	compatibles	afin	

de	pouvoir	réaliser	les	étapes	de	transcription	et	de	réplication	du	génome.	Des	

incompatibilités	entre	ces	protéines	provenant	de	différentes	souches	virales	ont	

été	décrites	et	une	incompatibilité	partielle	peut	mener	à	la	réduction	de	l’activité	

de	 la	 polymérase	 virale.	 Une	 diminution	 du	 titre	 viral	 a	 également	 été	 observé	

aussi	 bien	 sur	 des	 cellules	 in	 vitro	 que	 sur	 des	modèles	 animaux	 in	 vivo	 [213].	

Certaines	combinaisons	entre	les	protéines	de	la	polymérase	peuvent	également	

permettre	 d’augmenter	 la	 virulence	 ou	 le	 titre	 viral.	 Des	 réassortants	 entre	 la	

souche	H1N1pdm09	et	la	souche	aviaire	A/chicken/Hebei/LC/2008	(H9N2)	ont	
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été	 obtenus	 en	 laboratoire.	 L’infection	 de	 souris	 sans	 étape	 d’adaptation	 par	

passage	 sur	 cellules	ou	 sur	un	hôte	 intermédiaire	a	 été	possible	pour	 soixante-

treize	des	cent	vingt-sept	réassortants	obtenus	et	huit	réassortants	ont	présenté	

une	pathogénicité	plus	grande	que	celle	observée	pour	les	deux	souches	parentales	

[237].	 Le	 potentiel	 pandémique	 peut	 être	 favorisé	 pour	 ces	 virus	 composites	

composés	 d’un	 mélange	 des	 virus	 parentaux	 suite	 à	 un	 réassortiment.	 La	

compatibilité	 entre	 les	 deux	 glycoprotéines	 de	 surface	 joue	 également	 un	 rôle	

important	dans	la	réalisation	de	réassortiments.	Ce	point	sera	détaillé	en	II.4.4.	

	

Les	 co-infections	homotypiques	 chez	 les	 virus	 influenza	A	 sont	donc	 largement	

décrites	et	observées.	Les	conséquences	pour	le	virus	et/ou	pour	l’hôte	sont	également	

décrites	:	

• Coopération	virale	 :	Une	étude	publiée	 en	2013	montre	que	presque	 toutes	 les	

particules	virales	des	virus	influenza	A	échouent	dans	l’expression	d’au	moins	une	

protéine	[40].	Les	virus	influenza	A	sont	caractérisés	par	une	large	proportion	de	

particules	dont	le	génome	est	dit	défectif.	Les	virus	influenza	présentent	donc	trois	

types	 de	 particules	 (figure	 14)	:	 infectieuses,	 semi-infectieuses	 ou	 défectives	

interférentes	(pour	revue	[132,	238]).	Comme	expliqué	précédemment,	le	terme	

particules	défectives	est	utilisé	pour	décrire	les	particules	Si	et	DI.	Les	particules	

SI	possèdent	un	ou	plusieurs	segments	présentant	des	mutations	ne	permettant	

pas	 l’expression	 des	 protéines	 concernées.	 Les	 particules	 DI	 possédent	 un	 ou	

plusieurs	 segments	 présentant	 de	 larges	 délétions	 internes	 ne	 permettant	 pas	

l’expression	des	protéines	concernées.	L’infection	par	une	particule	SI	ou	DI	seule	

ne	permet	pas	la	réalisation	d’un	cycle	infectieux	complet.	Les	co-infections	jouent	

un	 rôle	 majeur	 dans	 la	 complémentation	 entre	 ces	 particules	 défectives	 en	

permettant	 la	 réalisation	 d’un	 cycle	 infectieux	 et	 en	 favorisant	 la	 diversité	

génétique	[1,	5,	239,	240]	(Figure	14).	
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identiques	 issus	 de	 la	 souche	 A/WSN/33	 (H1N1)	 [92].	 La	méthode	 utilisée	 est	

présentée	en	section	I.4	et	sur	la	figure	5.	La	réplication	du	premier	virus	ne	semble	

pas	être	affectée	lors	de	la	super-infection,	à	l’inverse	de	celle	du	second	virus.	En	

utilisant	un	marquage	pseudo-quantitatif	spécifique	de	chaque	segment	d’ARN,	les	

auteurs	ont	 également	pu	 réaliser	une	 fragmentation	 temporelle	du	 cycle	 viral,	

permettant	de	placer	précisément	chaque	étape	du	cycle	viral	sur	une	échelle	de	

temps	 (figure	15).	Une	 fourchette	de	 temps	permettant	 la	 réalisation	de	 super-

infections	a	également	été	déterminée.	Une	super-infection	est	possible	dans	une	

période	de	deux	heures	après	la	première	infection,	ce	qui	est	en	accord	avec	des	

données	 préalablement	 publiées	 [92,	 214].	 La	 co-infection	 par	 un	 second	 virus	

identique	est	ainsi	inhibée	chez	les	virus	influenza	A	une	fois	que	la	réplication	du	

premier	 virus	 a	 commencée.	 L’hypothèse	 formulée	 par	 les	 auteurs	 porte	 sur	

l’inhibition	de	l’import	nucléaire	de	nouvelles	RNPv	afin	de	permettre	l’adressage	

des	RNPv	néo-synthétisées	pour	 former	de	nouvelles	particules	virales	 [92].	Le	

blocage	 de	 l’import	 nucléaire	 empêcherait	 ainsi	 la	 transcription/réplication	 du	

génome	du	second	virus.	Une	étude	publiée	en	2008	propose	une	autre	hypothèse	

pour	 expliquer	 le	 mécanisme	 associé	 à	 l’exclusion	 de	 super-infections	

homotypiques	 impliquant	 la	 neuraminidase	 virale	 dans	 l’altération	 des	 acides	

sialiques	en	surface	et	donc	sur	une	inhibition	de	l’entrée	du	second	virus	[242].	

Cependant	 les	 résultats	 obtenus	 par	 [92]	montrent	 l’entrée	 du	 second	 virus	 et	

permettent	donc	de	rejeter	l’hypothèse	formulée	par	[242].		
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4.3. Co-infections	hétérotypiques	

Les	co-infections	hétérotypiques	chez	les	virus	influenza	sont	caractérisées	par	la	

co-infection	entre	différents	types	de	virus	influenza	(i.e.	:	un	virus	influenza	A	et	un	virus	

influenza	 B).	 In	 vivo,	 ces	 co-infections	 sont	 détectées	 dans	 des	 échantillons	 cliniques	

humains.	Par	exemple,	le	rapport	d’activité	du	centre	national	français	de	référence	des	

virus	 respiratoires	 (dont	 la	 grippe)	 pour	 la	 saison	 2017-2018	 fait	 état	 de	 23	 patients	

testés	positifs	pour	un	virus	influenza	A	et	un	virus	influenza	B.	La	proportion	est	donc	

d’environ	0,5%	d’échantillons	doublement	positifs	 [243].	Pour	 la	saison	2015-2016	en	

Pologne,	51	cas	de	co-infections	A	+	B	ont	été	reportés	soit	environ	0,6%	des	échantillons	

doublement	positifs	[227].	En	Espagne,	pour	la	saison	2014-2015,	 la	proportion	est	de	

1,1%	 [244].	 Une	 étude	 rétrospective	 au	 Brésil	 portant	 sur	 les	 saisons	 2009	 à	 2018	

présente	 un	 taux	 de	 co-infection	 observé	 très	 faible	 avec	 18	 patients	 sur	 8011	

doublements	positifs,	soit	0,22%.	Cependant	ce	taux	varie	entre	les	saisons	[245].	Dans	

cette	étude,	 les	auteurs	suggèrent	une	circulation	plus	localisée	et	minoritaire	du	virus	

influenza	B	pendant	cette	période	de	temps,	pouvant	expliquer	le	faible	taux	observé.	Les	

co-infections	entre	les	virus	influenza	A	et	B	chez	l’Homme	sont	donc	minoritaires.	L’issue	

de	l’infection	ou	la	survenue	éventuelle	de	complications	ne	semble	pas	plus	importante	

que	lors	d’une	mono-infection	[244].	Des	études	complémentaires	sont	nécessaires	afin	

de	valider	formellement	ces	observations,	peu	de	données	sont	publiées	et	s’opposent.	Il	

est	également	suggéré	que	les	co-infections	sont	majoritairement	d’origine	nosocomiale	

et	que	la	circulation	non	égalitaire	entre	les	souches	peut	expliquer	la	faible	proportion	

de	co-infections	[244,	245].		

Lors	de	co-infections	in	vitro	entre	les	virus	influenza	A	et	B,	la	formation	de	virus	

chimériques	composés	d’un	mélange	de	segments	provenant	des	deux	virus	n’a	pas	été	

observée	[246].	La	modification	des	signaux	spécifiques	d’empaquetage	permet	toutefois	

de	former	des	virions	composés	d’un	mélange	de	segments	provenant	des	deux	parents	

IAV	et	IBV	[247].	Cependant	ces	mélanges	n’ont	pas	été	observés	in	vivo.		
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Les	 co-infections	 hétérotypiques	 chez	 les	 virus	 influenza	 ne	 sont	 donc	 pas	

fréquemment	 observées.	 Certains	 mécanismes	 pourraient	 permettre	 d’expliquer	 en	

partie	cette	faible	proportion	de	co-infection	hétérotopiques.	

Une	 étude	publiée	 en	2012	 s’est	 intéressée	 aux	mécanismes	de	 suppression	de	

super-infections	 entre	 les	 virus	 influenza	 A	 et	 B	 [246].	 Un	 virus	 dérivé	 de	 la	 souche	

A/PR/8/34	 exprimant	 une	 protéine	 de	 fluorescence	 DsRed	 à	 partir	 du	 segment	 5	

provenant	d’un	virus	H5N1	et	codant	pour	la	neuraminidase	a	été	produit.	Des	cellules	

ont	été	co-infectées	par	le	virus	influenza	A	rapporteur	et	un	virus	influenza	B	provenant	

de	la	souche	B/Lee/40	ou	B/Maryland/2/59.	Une	réduction	du	signal	de	fluorescence	a	

été	observée	lorsque	les	deux	virus	sont	ajoutés	simultanément	sur	les	cellules.	Cet	effet	

n’est	plus	observé	si	le	virus	influenza	B	est	ajouté	deux	heures	après	l’infection	par	IAV.	

Les	auteurs	ont	également	montré	que	la	protéine	NP	inhibait	la	réplication	de	IAV.	Une	

étude	ultérieure	a	permis	de	montrer	que	l’expression	de	quantité	croissante	de	NP	de	

IBV	augmentait	l’interaction	avec	la	NP	de	IAV	de	manière	dose	dépendante	[248].	Cette	

interaction	empêche	la	liaison	de	la	NP	avec	la	protéine	PB2	et	ne	permet	pas	la	formation	

du	complexe	polymérase	fonctionnel	pour	IAV.	

D’autres	hypothèses	pourraient	également	expliquer	l’inhibition	observée.	Suite	à	

l’infection	virale,	des	médiateurs	de	l’immunité	innée	ou	des	facteurs	antiviraux	comme	

IFITM,	de	la	famille	des	IFIT	et	MxA	pourraient	inhiber	la	fusion	et	la	réplication	virale	en	

interagissant	directement	avec	les	protéines	virales,	ces	mécanismes	pourraient	en	partie	

expliquer	la	suppression	de	super-infections	durant	une	certaine	période	de	temps	suite	

à	une	primo-infection	 [249].	Une	 suppression	de	 super-infections	été	observée	 in	 vivo	

chez	des	furets.	Cette	exclusion	a	été	observée	entre	les	virus	influenza	A	et	B,	peu	importe	

l’ordre	 d’infection,	 avec	 une	 protection	 contre	 l’infection	 par	 un	 virus	 non	homologue	

suite	 à	 une	 primo-infection.	 Certains	 composants	 viraux	 pourraient	 jouer	 un	 rôle	 en	

bloquant	les	mécanismes	d’entrée	du	virus	ou	le	fonctionnement	de	certaines	protéines	

virales.	 Concernant	 les	 co-infections	 homotypiques	 par	 des	 virus	 influenza	 A,	 une	

protection	 croisée	 a	 également	 été	 observée	 peut	 être	 expliquée	 par	 l’expression	

d’épitopes	communs	entre	les	deux	souches.	Une	immunité	préexistante	de	la	population	

contre	le	virus	H1N1pdm09	a	été	observée	lors	de	son	émergence	[249,	250].	
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4.4. Facteurs	pouvant	affecter	le	transfert	collectif	de	particules	virales	chez	les	

virus	influenza	

L’échec	de	production	d’une	progénie	infectieuse	par	90%	des	cellules	infectées	

[251]	associé	avec	l’échec	de	l’expression	du	produit	d’au	moins	un	segment	viral	par	90%	

des	virions	[40]	permettent	de	suggérer	que	les	co-infections	–	en	plus	de	l’impact	sur	

l’évolution	 virale	 –	 sont	 vitales	 pour	 la	 réalisation	 de	 l’infection	 virale.	 La	

complémentation	 entre	 particules	 défectives	 permet	 par	 exemple	 d’outrepasser	 ces	

échecs	[132,	240].	Afin	d’augmenter	localement	la	MOI	sans	augmenter	la	concentration	

dans	 l’inoculum	 les	stratégies	de	 transfert	collectif	de	particules	virales	décrites	en	 I.2	

sont	utilisées	par	de	nombreux	virus.	Cependant	peu	de	données	sont	disponibles	pour	

les	 virus	 influenza.	Un	 transfert	 de	 protéines	 virale	 et	 de	 segments	 génomiques	 entre	

cellules	infectées	et	cellules	naïves	par	le	biais	de	nanotubes	a	cependant	été	observé	pour	

les	 virus	 influenza	 [252].	 L’augmentation	 de	 l’agrégation	 virale	 pourrait	 également	

permettre	l’augmentation	de	la	fréquence	de	co-infections.	Comme	décrit	précédemment,	

l’agrégation	entre	particules	virales	peut	être	directe,	c’est-à-dire	avec	une	liaison	virion-

virion	 ou	 médiée	 par	 un	 intermédiaire	 présent	 dans	 l’environnement.	 Les	 protéines	

exprimées	à	la	surface	du	virus	jouent	probablement	un	rôle	fort	dans	ces	mécanismes,	

particulièrement	chez	les	virus	enveloppés	[6].	

Les	virus	influenza	expriment	à	leur	surface	la	neuraminidase	ayant	une	activité	

sialidase	et	l’hémagglutinine	jouant	un	rôle	dans	la	liaison	au	récepteur.	L’équilibre	entre	

les	 fonctions	 des	 deux	 glycoprotéines	 de	 surface	 est	 défini	 comme	 la	 balance	HA/NA.	

L’apparition	 de	 mutations	 ou	 un	 changement	 de	 sous-type	 peuvent	 avoir	 des	

conséquences	 sur	 l’activité	de	 ces	glycoprotéines	et	donc	 sur	 la	balance	HA/NA	 [253–

255].	 Les	 modifications	 de	 ces	 états	 d’équilibre	 entre	 l’hémagglutinine	 et	 la	

neuraminidase	ont	permis	 l’émergence	de	nouveau	virus	 influenza	A	comme	en	2007-

2008	avec	l’apparition	de	virus	H1N1	naturellement	résistant	à	l’oseltamivir	[253]	(figure	

16)	Durant	cette	saison,	une	mutation	est	apparue	dans	la	NA	(H275Y)	ayant	pour	effet	

de	diminuer	d’un	facteur	trois	l’affinité	de	l’enzyme	pour	le	substrat	sans	impact	sur	la	

fonction	catalytique	de	l’enzyme.	Cette	mutation	H275Y	est	responsable	de	l’acquisition	

de	 la	 résistance	à	 l’oseltamivir	et	a	permis	de	rétablir	un	état	d’équilibre	avec	une	HA	

possédant	une	faible	affinité	pour	son	substrat	[256].	Ces	virus	résistants	présentaient	

une	balance	HA/NA	plus	équilibrée	que	 les	virus	sensibles	et	un	potentiel	de	diffusion	

plus	fort	dans	la	population.	En	2008	ces	virus	naturellement	résistants	à	l’oseltamivir	ont	
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noté	HK68).	La	substitution	H275Y	sur	la	NA	de	la	souche	Br07Y	décroit	l’activité	de	la	NA	et	permet	d’obtenir	une	

balance	HA/NA	fonctionnelle	pour	la	diffusion	chez	l’Homme.	La	souche	Br07Y	a	circulée	activement	dans	la	population	

humaine	à	partir	de	la	saison	2007-2008.	Adapté	de	[253].	

	

Une	modification	de	 la	balance	HA/NA	pourrait	avoir	un	 impact	sur	 l’agrégation	entre	

particules	virales	en	permettant	par	exemple	une	augmentation	des	liaisons	entre	la	HA	

et	les	acides	sialiques	présents	à	la	surface	des	particules	virales.	Cette	augmentation	de	

l’agrégation	pourrait	in	fine	augmenter	la	fréquence	de	co-infections.		

Le	 tractus	 respiratoire	 humain	 est	 recouvert	 de	 mucus	 dont	 le	 rôle	 est	 de	

maintenir	 une	 hydratation	 suffisante	 de	 l’appareil	 respiratoire	 mais	 également	 d’agir	

comme	une	première	barrière	physique	pour	l’accès	aux	cellules.	Ce	mucus	va	piéger	de	

nombreux	composés	comme	les	agents	pathogènes	afin	de	permettre	leur	élimination.	Du	

mucus	est	également	retrouvé	dans	la	salive.	Chez	l’Homme,	le	mucus	est	majoritairement	

composé	de	quinze	mucines,	des	polymères	majoritairement	glycoprotéiques.	La	grande	

majorité	de	ces	mucines	sont	composées	d’acides	sialiques.	La	répartition	en	mucines	est	

différente	en	fonction	de	la	localisation	dans	l’appareil	respiratoire	[257].	Il	a	été	montré	

que	ces	mucines	possèdent	un	rôle	antiviral	contre	les	virus	influenza	A.	Chez	la	souris,	

l’expression	des	mucines	Muc5ac	a	un	effet	délétère	sur	la	réplication	virale	des	IAV	[258].	

Il	 a	 également	 été	montré	 in	 vitro	 que	 l’infection	 par	 les	 virus	 influenza	 pouvait	 être	

inhibée	par	des	exosomes.	Ces	vésicules	sont	chargées	en	acides	sialiques	α2,6,	le	virus	se	

lierait	alors	à	ces	AS	dans	les	exosomes	et	l’infection	serait	alors	inhibée	[259].	La	salive	

humaine	est	aussi	composée	de	mucines	avec	une	majorité	de	mucines	MUC5B	et	MUC7	

[260].	Les	acides	sialiques	α2,3	et	α2,6	sont	également	retrouvés	dans	la	salive	humaine	

[261].	La	 formation	d’agrégats	viraux	médiée	par	 la	salive	a	par	exemple	été	observée	

pour	le	VSV	[6].	Les	mucines	et	les	acides	sialiques	joueraient	donc	un	rôle	crucial	dans	

l’infection	virale	et	leur	prévention.		

Une	 modification	 de	 la	 balance	 HA/NA	 pourrait	 donc	 jouer	 un	 rôle	 dans	 la	

fréquence	de	co-infections	en	modulant	l’agrégation	entre	particules	virales.	La	présence	

de	mucines	dans	le	milieu	extracellulaire,	comme	dans	la	salive,	pourrait	également	jouer	

un	rôle	sur	la	fréquence	de	co-infections.
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Objectifs	

La nature segmentée du génome des virus influenza A permet la réalisation d’évènements de 

réassortiments pouvant être à l’origine de l’introduction de virus à potentiel pandémique au sein 

de la population humaine. C’est pourquoi l’identification de facteurs cellulaires et viraux 

pouvant augmenter la fréquence de co-infections est essentielle. De plus, des mécanismes 

permettant de favoriser ou de limiter les événements de co-infections ont été décrits pour de 

nombreux virus mais pas pour les virus influenza. 

Le premier objectif de ces travaux de thèse sera d’optimiser un modèle probabilistique d’étude 

des évènements de co-infections par cytométrie en flux. Ce modèle permettra de quantifier les 

évènements de co-infections chez les virus influenza A à partir des données obtenues par 

cytométrie en flux en utilisant un couple de virus recombinant permettant l’expression une 

protéine fluorescente différente – GFP ou mCherry – par chacun des partenaires du couple. 

Le second objectif sera d’utiliser le système préalablement développé afin de tester l’impact 

d’un facteur viral sur la fréquence de co-infections : la balance entre les activités des deux 

glycoprotéines de surface des virus influenza A, l’hémagglutinine et la neuraminidase. Pour 

cela nous produirons deux couples de virus recombinants présentant chacun une balance 

HA/NA différente. Au sein de chaque couple, un membre permettra l’expression de GFP et 

l’autre de mCherry, la fluorescence des cellules infectées sera mesurée par cytométrie en flux 

et les données obtenues seront traitées à l’aide du modèle probabilistique et comparées en 

fonction de la balance HA/NA. 

Concernant le troisième et dernier objectif de ces travaux, nous nous intéresserons à l’effet des 

co-infections hétérotypiques sur les capacités réplicatives des virus influenza A et B. Pour cela 

des virus recombinants IAV et IBV permettant l’expression de rapporteurs fluorescents seront 

produits et caractérisés afin d’être utilisés pour co-infecter des cellules alvéolaires humaines. 

Les données de fluorescence obtenues par cytométrie en flux permettront d’apporter des 

éléments de réponse quant à l’effet de chaque virus sur les capacités réplicatives de l’autre 

virus.  
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Matériel	&	Méthodes	

I. Cellules,	virus,	bactéries	et	plasmides	

1. Cellules	

Les	cellules	Madin-Darby	Canine	Kidney	(MDCK),	dérivées	d’un	épithélium	rénal	

canin,	 sont	 cultivées	 dans	 du	 milieu	 de	 Eagle	 (MEM,	 Gibco	 Life	 Technologies),	

supplémenté	 par	 5	%	 de	 sérum	 de	 veau	 fœtal	 (SVF).	 Les	 cellules	MDCK-SIAT1	 [262],	

issues	de	cellules	MDCK	transfectées	de	manière	stable	avec	un	ADNc	humain	codant	pour	

la	 2,6-sialyltransferase	 (ST6GAL1)	 afin	 de	 surexprimer	 des	 acides	 sialiques	 dont	 le	

branchement	se	fait	en	α2-6,	sont	également	cultivées	en	MEM,	supplémenté	par	5	%	de	

SVF.	Les	cellules	293T,	dérivées	de	cellules	embryonnaires	humaines	transformées	par	le	

biais	de	l’antigène	T	du	SV40	et	de	la	protéine	E1A	de	l’adénovirus	de	type	5,	et	les	cellules	

A549,	dérivées	d’un	adénocarcinome	pulmonaire	humain,	sont	cultivées	dans	du	milieu	

de	Eagle	modifié	par	Dulbecco	(DMEM,	Gibco	Life	Technologies)	supplémenté	par	10	%	

de	 SVF.	 Les	 cellules	 A549-SIAT1,	 transfectées	 stablement	 avec	 le	 plasmide	 pCI-Neo-

ST6GAL1	afin	d’exprimer	le	produit	du	gène	ST6GAL,	sont	également	cultivées	en	milieu	

DMEM	sous	pression	de	sélection	par	la	généticine	(G418	;	600	µg/mL).	Les	cellules	NCI-

H292,	issues	d’un	carcinome	pulmonaire	muco-épidermoïde	humain,	sont	cultivées	dans	

du	milieu	de	Roswell	Park	Memorial	Institute	1640	(RPMI	1640,	Gibco	Life	Technologies)	

supplémenté	 par	 10	 %	 de	 SVF.	 Les	 cellules	 BCI	 NS1.1	 [263],	 obtenues	 à	 partir	 de	

prélèvement	de	cellules	pluripotentes	provenant	l’épithélium	basal	respiratoire	humain	

et	immortalisées	grâce	à	la	transduction	par	un	rétrovirus	permettant	l’expression	de	la	

télomérase	humaine,	ont	été	 fournies	par	 le	 laboratoire	du	Pr	Ronald	G.	Crystal	 (Weill	

Cornell	Medical	College,	New	York,	USA).	Ces	cellules	sont	cultivées	dans	du	milieu	de	

culture	reconstitué	pour	cellules	épithéliales	(BEBM,	Lonza,	#CC-3171)	supplémenté	de	

pénicilline	 (100	 U/mL),	 streptomycine	 (100	 U/mL),	 de	 gentamicine	 (50	 µg/mL)	 et	

d’amphotéricine	 B	 (1,25	 µg/mL).	 Les	 cellules	 épithéliales	 CALU-3	 provenant	 d’un	

adénocarcinome	 pulmonaire	 humain,	 sont	 cultivées	 en	 milieu	 de	 Eagle	 modifié	 par	

Dulbecco	additionné	de	nutriment	F12	 (DMEM/F-12	Ham,	Gibco	Life	Technologies)	et	

supplémenté	en	pyruvate	de	sodium	(1	mM,	Gibco	Life	Technologies),	en	acides	aminés	

non	essentiels	(dilué	au	1/100ème,	Gibco	Life	Technologies)	et	en	bicarbonate	de	sodium	
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(1,5	g/L,	Gibco	Life	Technologies).	Les	cellules	fibroblastiques	IMR-90	sont	issues	du	tissu	

pulmonaire	 sain	d’un	 fœtus	humain	 féminin	de	16	 semaines	et	 sont	 cultivées	dans	du	

DMEM	 supplémenté	 par	 10	 %	 de	 SVF.	 Tous	 les	 milieux	 de	 culture	 sont	 également	

additionnés	de	pénicilline	(100	U/mL)	et	de	streptomycine	(100	μg/mL).		

Les	cellules	sont	incubées	dans	une	étuve	humide	à	37°C	et	sous	5	%	de	CO2.		

	

2. Virus	

La	 souche	 A/WSN/33	 (H1N1)	 pour	 les	 virus	 influenza	 A	 et	 la	 souche	

B/Brisbane/60/2008	ainsi	que	les	virus	recombinants	correspondants	ont	été	produits	

par	génétique	inverse	sur	cellules	MDCK/293T	et	amplifiés	sur	cellules	MDCK.	Les	virus	

chimériques	contenant	les	segments	2,	3,	5,	7	et	8	provenant	de	la	souche	A/WSN/33,	le	

segment	 1	 provenant	 de	 la	 souche	A/WSN/33	 et	modifié	 pour	 permettre	 l’expression	

d’une	 protéine	 fluorescente	 ainsi	 que	 le	 segment	 4	 provenant	 de	 la	 souche	

A/Paris/644/2008	 et	 le	 segment	 6	 provenant	 de	 la	 souche	 A/Paris/497/2007	 ou	

A/Paris/1170/2008	 ont	 été	 produits	 par	 génétique	 inverse	 sur	 cellules	 MDCK-

SIAT1/293T	 et	 amplifiés	 sur	 cellules	 MDCK-SIAT1.	 La	 souche	 A/Paris/76/08	

(H1N1pdm09)	adaptée	pour	infecter	les	cellules	A549	[264],	disponibles	au	laboratoire,	

est	issue	d’amplification	sur	cellules	A549	du	produit	de	génétique	inverse,	comme	décrit	

en	 [264].	 La	 souche	 A/Puerto-Rico/8/34	 (H1N1),	 disponible	 au	 laboratoire,	 a	 été	

amplifiée	sur	cellules	MDCK	à	faible	MOI	(10-4	UFP/cellule).		

	

3. Bactéries	

La	souche	d’Escherichia	coli	DH5α,	utilisée	pour	les	transformations	bactériennes	

lors	du	clonage	des	différents	plasmides,	est	cultivée	dans	du	milieu	de	Luria-Bertani	(LB).	
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4. Plasmides	utilisés	pour	la	génétique	inverse	

4.1. Structure	des	plasmides		

• Influenza	A	:	

Les	plasmides	de	génétique	inverse	utilisés	pour	la	production	de	virus	issus	de	la	

souche	A/WSN/33,	pPolI-WSN-PB2,	-PB1,	-PA,	-NP,	-M,	-NS,	-HA,	-NA	contiennent	l’ADNc	

de	 chacun	 des	 8	 segments	 du	 virus	 WSN,	 cloné	 de	 telle	 sorte	 que	 les	 séquences	

correspondant	au	cadre	ouvert	de	lecture,	flanquées	des	extrémités	5’	et	3’	non	codantes,	

soient	en	orientation	antisens.	Les	séquences	virales	sont	placées	sous	la	dépendance	du	

promoteur	 humain	 de	 l’ARN	 polymérase	 I,	 qui	 permet	 une	 initiation	 exacte	 de	 la	

transcription.	L’exactitude	de	l’extrémité	3’	du	transcrit	est	assurée	par	 la	présence	du	

ribozyme	du	virus	de	l’hépatite	delta.	

Les	 plasmides	 pcDNA3-WSN-PB2,	 -PB1,	 -PA	 et	 -NP	 contiennent	 les	 ADNc	 codant	 les	

protéines	PB2,	PB1,	PA	et	NP	du	virus	WSN,	clonés	dans	le	vecteur	d’expression	pcDNA3.1	

(Invitrogen)	 sous	 le	 contrôle	 du	 promoteur	 du	 cytomégalovirus	 et	 du	 signal	 de	

polyadénylation	de	l’hormone	de	croissance	bovine.	

Les	plasmides	pPolI-PB2-GFP	et	-mCherry	sont	dérivés	du	plasmide	pPolI-WSN-

PB2	 selon	 le	 principe	 décrit	 par	 Tran	 et	 al.	 [265].	 Ils	 contiennent	 un	 cadre	 ouvert	 de	

lecture	 comprenant	 la	 séquence	 codant	 la	 protéine	 PB2	 du	 virus	 WSN,	 suivie	 d’une	

séquence	espaceur	codant	3	alanines,	de	la	séquence	codant	le	peptide	2A	du	Teschovirus	

porcin	1	(TVP-1),	puis	de	la	séquence	codant	la	protéine	fluorescente	d’intérêt	optimisée	

afin	de	mieux	correspondre	au	code	génétique	utilisé	par	les	virus	influenza	(figure	17).	

Ces	séquences	sont	suivies	d’une	séquence	de	109	nucléotides	(correspondant	à	la	fin	du	

cadre	 ouvert	 de	 lecture	 de	 PB2),	 qui	 permet	 d’assurer	 la	 conservation	 des	 signaux	

d’emballage	 des	 segments,	 comme	 décrit	 dans	 Munier	 et	 al.	 [266].	 Afin	 d’éviter	 la	

duplication	exacte	de	cette	séquence	au	sein	du	génome	viral,	les	109	nucléotides	codant	

effectivement	pour	les	derniers	acides	aminés	de	PB2	ont	été	modifiés	en	tirant	parti	de	

la	dégénérescence	du	code	génétique.	
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• Influenza	B	:	

Les	plasmides	bidirectionnels	de	génétique	inverse	utilisés	pour	la	production	de	

virus	issus	de	la	souche	B/Brisbane/60/2008,	pDP2002-PB2,	-PB1,	-PA,	-NP,	-M,	-NS,	-HA,	

-NA	contiennent	l’ADNc	de	chacun	des	8	segments	du	virus	IBV,	cloné	de	telle	sorte	que	

les	séquences	correspondant	au	cadre	ouvert	de	lecture,	flanquées	des	extrémités	5’	et	3’	

non	codantes,	soient	en	orientation	antisens.	D’une	part	les	séquences	virales	sont	placées	

sous	 la	 dépendance	 du	 promoteur	 humain	 de	 l’ARN	 polymérase	 I,	 qui	 permet	 une	

initiation	 exacte	 de	 la	 transcription	 et	 du	 terminateur	 murin	 de	 l’ARN	 polymérase	 I	

permettant	un	arrêt	précis	de	 la	 transcription.	D’autre	part	 les	ADNc	sont	 flanqués	du	

promoteur	 du	 CMV	 dépendant	 de	 l’ARN	 polymérase	 II	 et	 d’une	 séquence	 de	

polyadénylation	permettant	la	synthèse	directe	de	protéines	virales.		

Le	plasmide	pCI-PB2	contient	l’ADNc	codant	la	protéine	PB2	du	virus	IBV,	clonés	

dans	le	vecteur	d’expression	pCI	(Promega)	sous	le	contrôle	du	promoteur	du	CMV	et	en	

aval	du	signal	de	polyadénylation	tardif	du	virus	SV40.	

Le	 plasmide	 pDP2002-PB2-2A-mCherry	 a	 été	 obtenu	 en	 utilisant	 la	 même	

stratégie	que	pour	les	plasmides	de	génétique	inverse	IAV	permettant	l’expression	d’un	

rapporteur	fluorescent.		

	

4.2. Préparation	des	inserts	

L’insert	2A-mCherry	a	été	obtenu	par	amplification	par	polymérisation	en	chaine	

(Polymerase	Chain	Reaction	ou	PCR)	en	utilisant	comme	matrice	le	plasmide	pPolI-CFP-

mCherry	et	des	amorces	spécifiques	permettant	d’introduire	la	séquence	2A	et	les	sites	

de	restrictions	NotI	(en	amont)	et	NheI	(en	aval).	L’insert	2A-GFP	a	été	obtenu	par	PCR	

séquentielle	du	plasmide	pUC57-2A-mCitrine	afin	de	modifier	7	nucléotides,	permettant	

ainsi	d’obtenir	 la	 séquence	 codant	 la	protéine	GFP	et	 les	 sites	de	 restrictions	NotI	 (en	

amont)	et	NheI	(en	aval).	

Les	PCR	sont	réalisées	à	partir	de	10	ng	de	matrice	dans	25	μL	du	tampon	recommandé	

par	le	fabricant,	en	présence	de	0,5	μM	de	chacune	des	deux	amorces,	0,2	μM	de	chacun	

des	 dNTP,	 et	 0,02	 U/μL	 d’ADN	 polymérase	 (Phusion	 High-Fidelity	 DNA	 Polymerase,	

ThermoScientific).	 Les	 mélanges	 réactionnels	 sont	 placés	 dans	 un	 thermocycleur	

(GeneAmp	9	PCR	System	9700,	Perkin-Elmer)	programmé	ainsi	:	3	min	à	98°C,	35	cycles	

de	:	10	s	à	98°C	et	30	s	à	72°C,	puis	5	min	à	72°C.	
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Les	amplicons	obtenus	par	PCR	sont	hydrolysés	par	 les	enzymes	de	restriction	NotI	et	

NheI	(20	U	d’enzyme,	New	England	Biolabs)	1	h	à	37°C	puis	purifiés	après	électrophorèse	

en	gel	d’agarose	à	l’aide	du	kit	NucleoSpin	Gel	and	PCR	clean-up	(Macherey-Nagel).	

Le	 vecteur,	 déjà	 disponible,	 est	 le	 plasmide	 pPolI-PB2-DG-SL-Gluc,	 préalablement	

hydrolysé	par	les	enzymes	NotI	et	NheI	(pPolI-PB2),	déphosphorylé	et	purifié.	

	

4.3. Ligature,	transformation	et	purification	des	plasmides	

Les	réactions	de	ligature	sont	réalisées	en	utilisant	l’ADN	ligase	du	phage	T4	(Rapid	

DNA	ligation	kit,	ThermoScientific)	selon	les	recommandations	du	fabricant,	en	présence	

de	40	ng	de	vecteur	et	d’un	rapport	molaire	insert/vecteur	de	3:1.	Après	une	incubation	

de	15	min	à	température	ambiante,	2	μL	de	produit	de	ligature	sont	incubés	avec	50	μL	

de	 bactéries	 chimio-compétentes	 DH5a	 durant	 30	 min	 à	 4°C.	 La	 transformation	 est	

réalisée	par	un	choc	 thermique	de	45	s	à	42°C.	Après	1	h	d’incubation	dans	du	milieu	

Super	Optimal	broth	with	Catabolite	repression	(SOC)	à	37°C	sous	agitation,	les	bactéries	

sont	étalées	sur	des	boîtes	de	milieu	de	LB-Agar	supplémenté	en	ampicilline	à	100	μg/mL,	

puis	incubées	pendant	la	nuit	à	37°C.	Pour	chaque	clonage,	une	colonie	est	ensemencée	

dans	du	milieu	LB	 liquide	supplémenté	en	ampicilline	à	100	μg/mL	et	mise	en	culture	

pendant	la	nuit	à	37°C	sous	agitation.	

Les	plasmides	sont	ensuite	purifiés	en	utilisant	un	kit	de	purification	selon	le	protocole	

fourni	(NucleoSpin	Plasmid,	Macherey-Nagel).	La	concentration	en	ADN	des	échantillons	

est	mesurée	à	l’aide	d’un	spectrophotomètre	Nanodrop	(ThermoScientific)	et	ajustée	à	1	

μg/μL.	

Les	 plasmides	 sont	 séquencés	 par	 la	 plateforme	 de	 séquençage	 Eurofins	 Cochin	

(www.eurofinscochin.com).	
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5. Autres	plasmides	

• pCi-Neo-ST6GAL1	

Le	plasmide	permettant	l’expression	du	produit	du	gène	ST6GAL1	a	été	obtenu	par	

un	clonage	de	type	Gateway.	La	technique	est	présentée	en	détails	en	[267].	

Un	codon	stop	a	été	ajouté	en	3’	de	la	séquence	codante	du	gène	ST6GAL1	obtenue	à	partir	

du	plasmide	pDON223-ST6GAL1	(disponible	au	laboratoire)	par	PCR.	Le	produit	de	PCR	

est	alors	composé	de	 la	séquence	codante	du	gène	ST6GAL1	suivie	d’un	codon	stop	et	

encadrée	par	les	séquences	permettant	la	recombinaison	avec	le	plasmide	de	destination.	

Le	 mélange	 réactionnel	 est	 composé	 de	 4,5	 ng	 de	 matrice	 dans	 5	 μL	 du	 tampon	

recommandé	 par	 le	 fabricant,	 en	 présence	 de	 0,5	 μM	 de	 chacune	 des	 deux	 amorces	

(5’-GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCATG’3’	 et	 5’-GGGGACAACTTTGTA	

CAAGAAAGTTGGGTATTAGCAGTGAATG-3’),	 0,2	 μM	 de	 chacun	 des	 dNTP,	 et	 0,02	 U/μL	

d’ADN	 polymérase	 (Phusion	 High-Fidelity	 DNA	 Polymerase,	 ThermoScientific).	 Les	

mélanges	réactionnels	sont	placés	dans	un	thermocycleur	(GeneAmp	9	PCR	System	9700,	

Perkin-Elmer)	programmé	ainsi	:	30	sec	à	98°C,	35	cycles	de	:	10	s	à	98°C,	30	s	à	68,3°C	et	

1	min	et	15	s	à	72°C,	puis	5	min	à	72°C.	

Afin	 d’insérer	 le	 produit	 de	 PCR	 dans	 un	 vecteur	 donneur	 pDON207-GW	 par	

réaction	BP,	 un	mélange	 réactionnel	 composé	de	2	µL	du	 tampon	 recommandé	par	 le	

fabriquant,	de	1	µg	du	plasmide	pDON207-GW,	de	5	µL	du	produit	de	PCR	et	de	1	µL	de	

mélange	réactionnel	BP	clonase	(Invitrogen)	est	incubé	toute	une	nuit	à	25°C.	Le	produit	

de	la	réaction	est	utilisé	pour	transformer	des	bactéries	sous	pression	de	sélection	avec	

de	la	gentamicine	puis	l’ADN	plasmidique	est	purifié.	Cet	ADN	est	utilisé	pour	une	réaction	

LR	afin	d’obtenir	le	plasmide	pCi-neo-ST6GAL1.	Le	mélange	réactionnel	est	composé	de	2	

µL	de	LR	clonase	et	de	tampon	recommandé	par	le	fabriquant,	de	0,150	µg	du	plasmide	

pDON207-ST6GAL1	et	de	0,150	µg	du	plasmide	de	destination	pCI-Neo-GW.	Ce	mélange	

est	incubé	1	h	30	min	à	25°C	puis	est	utilisé	pour	transformer	des	bactéries	sous	pression	

de	sélection	avec	de	l’ampicilline.	L’ADN	plasmidique	est	ensuite	purifié.		
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II. Développement	du	modèle	probabilistique	

1. R	et	RStudio	

Les	 scripts	ont	 été	 écrits	 à	 l’aide	de	RStudio	 (version	1.2.5019),	 exécutés	 sur	R	

(Version	 3.6.1)	 et	 initialisés	 à	 partir	 du	 terminal	 (version	 2.9.5)	 sur	 MacOS	 Mojave	

(version	10.14.6).	

	

2. Scripts,	figures	et	statistiques	

Les	données	ont	été	analysés	à	l’aide	de	deux	scripts	(présentés	en	annexes	1	et	2).	

Le	fichier	de	résultat	a	été	généré	sous	 le	 format	 .csv,	 traité	à	 l’aide	de	Microsoft	Excel	

(version	16.40)	et	les	graphiques	et	les	analyses	statistiques	ont	été	réalisés	à	l’aide	du	

logiciel	Graphpad	Prism	8	(version	8.4.3).	
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incubées	durant	 72	h	 à	 35°C.	 Les	 plages	 de	 lyse	 sont	 révélées	 par	 coloration	du	 tapis	

cellulaire	avec	une	solution	de	cristal	violet	10	%,	formaldéhyde	10	%,	éthanol	20	%.		

	

1.4.2. Mesure	 du	 titre	 en	 particules	 physiques	 par	 RT-PCR	 quantitative	 du	

segment	M	

Pour	 le	segment	M,	 les	ARN	viraux	sont	amplifiés	par	RT-PCR	quantitative	(RT-

qPCR)	 selon	 le	 protocole	 du	 kit	 SuperScript	 III	 Platinium	 One-Step	 qRT-PCR	 Kit	

(Invitrogen).	Le	mélange	réactionnel	est	le	suivant	:	5	μL	de	mix	de	réaction	2X,	0,6	μM	de	

MgSO4,	0,4	μM	de	chacune	des	deux	amorces	(5’–CTTCTAACCGAGGTCGAAACGTA–3’	et	

5'–GGTGACAGGATTGGTCTTGTCTTTA–3’),	 0,4	 μM	 d’une	 sonde	 d’hydrolyse	 (5’-HEX-

TCAGGCCCCCTCAAAGCCGAG-BHQ-3’	 ;	 comportant	 le	 fluorochrome	 HEX	 en	 5’	 et	

l’extincteur	 (quencher)	BHQ	en	3’),	 0,2	μL	de	mix	d’enzyme	RT/Platinium	Taq,	 2,5	μL	

d’échantillon	d’ARN	et	de	l’eau	p.p.i.	en	quantité	nécessaire	pour	arriver	à	un	volume	final	

de	 10	 μL.	 Les	 mélanges	 réactionnels	 sont	 placés	 dans	 un	 thermocycleur	 couplé	 à	 un	

système	optique	de	détection	de	 la	 fluorescence	 (LightCycler	 480,	Roche)	programmé	

ainsi	:	15	min	à	45°C,	3	min	à	95°C,	50	cycles	de	:	10	s	à	95°C,	10	s	à	55°C	et	20	s	à	72°C	

(acquisition	de	fluorescence),	puis	30	s	à	40°C.	Une	gamme	de	transcrits	M	produits	in	

vitro	(102	à	108	copies)	est	utilisée	pour	la	détermination	du	nombre	de	copies	présentes	

dans	nos	échantillons.		

	

1.4.3. Détermination	de	la	Dose	Infectieuse	de	Fluorescence	x	%	

Des	cellules	MDCK-SIAT1,	ensemencées	la	veille	à	4.104	cellules	par	puits	de	plaque	

96	 puits,	 sont	 rincées	 deux	 fois	 avec	 du	 milieu	 DMEM,	 puis	 incubées	 avec	 50	 μL	 de	

dilutions	 en	 série	 de	 raison	 2	 des	 suspensions	 virales	 (de	 1/1	 à	 1/128).	 Après	 1	 h	

d’incubation	 à	 35°C,	 l’inoculum	 est	 retiré	 et	 remplacé	 par	 100	 μL	 de	 milieu	 DMEM	

supplémenté	par	2%	de	SVF.	A	6	heures	post-infection	(hpi),	les	cellules	sont	rincées	avec	

du	PBS,	incubées	avec	20	μL	de	trypsine-0,05%	EDTA	(Gibco	Life	Technologies)	durant	

10	min,	puis	mises	en	suspension	dans	du	milieu	de	culture.	Les	cellules	sont	transférées	

dans	une	plaque	96	puits	à	fond	rond,	centrifugées	5	min	à	400	g,	rincées	une	fois	avec	du	

PBS	 puis	 fixées	 20	 min	 à	 température	 ambiante	 avec	 du	 PBS	 contenant	 4%	 de	

paraformaldéhyde	 (PFA).	 La	 fluorescence	 est	 mesurée	 à	 l’aide	 du	 cytomètre	 en	 flux	

Attune	NxT	(Thermofisher).	Le	pourcentage	de	cellules	positives	par	cytométrie	en	flux	
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en	fonction	de	la	dilution	est	représenté	à	l’aide	du	logiciel	Graphpad	Prism	et	la	dilution	

à	appliquer	afin	d’obtenir	x%	de	cellules	positives	est	déterminée	graphiquement.	

	

2. Analyse	fonctionnelle	des	virus	recombinants	

2.1. Test	de	la	sensibilité	cellulaire	à	l’infection	

Des	cellules	A549,	A549-SIAT1,	BCI-NS1.1,	CALU-3,	IMR90,	MDCK,	MDCK-SIAT1	et	

NCI-H292,	ensemencées	la	veille	à	4.104	cellules	par	puits	de	plaque	96	puits,	sont	rincées	

deux	 fois	avec	du	milieu	DMEM,	puis	 incubées	avec	50	μL	de	 suspension	virale	diluée	

permettant	d’être	à	une	MOI	de	3	UFP/cellule.	Après	1	h	d’incubation	à	35°C,	l’inoculum	

est	retiré,	 les	cellules	sont	rincées	trois	fois	avec	du	milieu	DMEM	et	100	μL	de	milieu,	

spécifique	à	chaque	lignée	cellulaire	(cf.	§I.1)	additionné	de	0,5	μg/mL	de	trypsine	TPCK	

sont	ajoutés,	puis	les	cellules	sont	incubées	24	h	ou	36	h	à	35°C.	Les	cellules	sont	ensuite	

rincées	 deux	 fois	 avec	 du	milieu	 DMEM	 avant	 d’être	 incubées	 10	min	 avec	 30	 µL	 de	

trypsine-0,05%	EDTA.	Suite	à	l’incubation,	120	µL	de	milieu	DMEM	supplémenté	de	10%	

de	SVF	sont	ajoutés.	Les	150	µL	de	suspension	cellulaire	sont	transférés	dans	150	µL	de	

PFA	8%	et	fixés	15	min.	Les	cellules	sont	ensuite	centrifugées	5	min	à	1500	g	puis	reprises	

dans	200	µL	de	PBS.	La	fluorescence	est	ensuite	mesurée	par	cytométrie	en	flux	à	l’aide	

du	cytomètre	NxT	Attune	(Thermofisher).	

	

2.2. Infection	en	conditions	de	cycle	multiple	:	cinétique	de	croissance	

Des	cellules	MDCK-SIAT1,	ensemencées	la	veille	à	4.104	cellules	par	puits	de	plaque	

96	 puits,	 sont	 rincées	 deux	 fois	 avec	 du	 milieu	 DMEM,	 puis	 incubées	 avec	 50	 μL	 de	

suspension	 virale	 diluée	 permettant	 d’être	 à	 une	 MOI	 de	 10-3	UFP/cellule.	 Après	 1	 h	

d’incubation	à	35°C,	l’inoculum	est	retiré,	les	cellules	sont	rincées	trois	fois	avec	du	milieu	

DMEM	et	100	μL	de	milieu	additionné	de	0,5	μg/mL	de	trypsine	TPCK	sont	ajoutés,	puis	

les	cellules	sont	incubées	à	35°C.	Les	surnageants	sont	prélevés	aux	temps	24,	48	et	72	

hpi	 puis	 congelés	 à	 -80°C	 et	 la	 concentration	 en	 particules	 virales	 infectieuses	 est	

déterminée	par	la	méthode	de	titrage	en	plages	de	lyse	(cf.	§III.1.4.1).		
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3. Détermination	de	l’impact	de	la	balance	HA/NA	sur	la	fréquence	de	co-

infections	

3.1. Préparation	des	cellules	et	des	dilutions	virales	

Des	cellules	MDCK-SIAT1	sont	ensemencées	la	veille	à	2,5.105	cellules	par	puits	de	

plaque	24	puits.	Au	sein	de	chaque	couple	de	virus	recombinants	permettant	l’expression	

de	 GFP	 ou	 de	 mCherry,	 une	 dilution	 est	 appliquée	 au	 virus	 ayant	 la	 plus	 forte	 dose	

infectieuse	de	 fluorescence	afin	d’infecter	 les	cellules	à	une	MOI	de	3	UFP/cellule.	Une	

dilution	est	également	appliquée	au	second	membre,	dont	la	DIF	est	plus	faible,	afin	d’être	

à	une	MOI	de	3	UFP/cellule	mais	cette	dilution	est	corrigée	afin	d’utiliser	une	quantité	de	

virus	permettant	d’obtenir	 la	même	proportion	de	cellules	positives	par	cytométrie	en	

flux	que	l’autre	membre	du	couple.	Pour	cela,	le	facteur	de	dilution	à	appliquer	au	second	

virus	est	multiplié	par	le	résultat	du	ratio	entre	la	DIF	la	plus	élevée	et	la	DIF	la	plus	faible	

du	couple.	Les	deux	virus	dilués	sont	ensuite	mélangés	et	du	milieu	DMEM	est	ajouté	pour	

obtenir	un	volume	final	de	100	µL	pour	chaque	puits	contenant	les	cellules	infectées.		

	

3.2. Production	de	virus	sous	les	différentes	conditions	de	balance	HA/NA	

Les	 cellules	 MDCK-SIAT1,	 ensemencées	 la	 veille,	 sont	 rincées	 deux	 fois	 avec	 du	

milieu	 DMEM,	 puis	 incubées	 avec	 100	 μL	 des	 suspensions	 virales	 préalablement	

préparées.	Après	1	h	d’incubation	à	35°C,	l’inoculum	est	retiré,	les	cellules	sont	rincées	

trois	fois	avec	du	milieu	DMEM	et	500	μL	de	milieu	additionné	de	0,5	μg/mL	de	trypsine	

TPCK	sont	ajoutés,	puis	les	cellules	sont	incubées	à	35°C.	Les	surnageants	sont	prélevés	à	

48	hpi,	centrifugés	5	min	à	2500	g	puis	les	surnageants	sont	congelés	à	-80°C.	

	

3.3. Analyse	de	la	fréquence	de	co-infections	

Des	cellules	MDCK-SIAT1,	ensemencées	la	veille	à	4.104	cellules	par	puits	de	plaque	

96	 puits,	 sont	 rincées	 deux	 fois	 avec	 du	 milieu	 DMEM,	 puis	 incubées	 avec	 50	 μL	 de	

dilutions	en	série	de	raison	2	(de	1/1	à	1/128)	des	suspensions	virales	récoltées	à	l’étape	

présentée	en	III.3.2.	Après	1	h	d’incubation	à	35°C,	l’inoculum	est	retiré	et	remplacé	par	

100	μL	de	milieu	DMEM	supplémenté	par	2%	de	SVF.	A	24	hpi,	les	cellules	sont	rincées	

avec	du	PBS,	incubées	avec	20	μL	de	trypsine-0,05%	EDTA	durant	10	min,	puis	mises	en	

suspension	dans	du	milieu	de	culture.	Les	cellules	sont	transférées	dans	une	plaque	96	

puits	à	fond	rond,	centrifugées	5	min	à	400	g,	rincées	une	fois	avec	du	PBS	puis	fixées	20	
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min	 à	 température	 ambiante	 avec	 du	 PBS	 contenant	 4%	 de	 PFA.	 La	 fluorescence	 est	

mesurée	 à	 l’aide	 du	 cytomètre	 en	 flux	Attune	NxT	 (Thermofisher).	 Le	 pourcentage	de	

cellules	simples	ou	doubles	positives	pour	GFP	et	mCherry	est	mesurée	par	cytométrie	en	

flux.	Les	données	obtenues	sont	ensuite	utilisées	pour	calculer	la	proportion	de	cellules	

co-infectées	à	l’aide	du	modèle	probabilistique.		
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IV. Impact	des	co-infections	hétérotypiques	entre	virus	influenza	

A	et	B	

1. Génétique	inverse		

Pour	 le	virus	 IBV,	des	cellules	293T	et	MDCK	sont	ensemencées	en	co-culture	à	

4.105	 et	 3.105	 cellules	 par	 puits	 de	 plaque	 6	 puits,	 respectivement,	 dans	 un	 mélange	

volume	à	volume	dans	leur	milieu	de	culture	respectif.	Le	lendemain,	les	cellules	sont	co-

transfectées	avec	un	mélange	de	0,5	μg	de	chacun	des	plasmides	de	génétique	inverse,	

pDP2002-PB2,	-PB1,	-PA,	-NP,	-M,	-NS,	-HA,	-NA	et	0,5	μg	de	du	plasmide	pCI-PB2,	avec	24	

μL	 de	 FuGENE	 HD	 dans	 76	 μL	 de	 milieu	 OptiMEM	 +	 GlutaMax.	 Pour	 les	 virus	

recombinants,	 le	 plasmide	 pDP2002-PB2	 est	 remplacé	 par	 le	 plasmide	 correspondant	

permettant	l’expression	d’une	protéine	fluorescente	mCherry.	Pour	le	contrôle	négatif,	le	

plasmide	 pDP2002-PB2	 est	 volontairement	 omis.	 Après	 24	 h	 d’incubation	 à	 37°C,	 les	

cellules	sont	rincées	deux	fois	avec	du	DMEM,	avant	d’ajouter	2	mL	de	DMEM	contenant	

0,5	 μg/mL	de	 trypsine	TPCK.	Après	 48	h	 d’incubation	 à	 35°C,	 le	milieu	de	 culture	 est	

collecté	et	centrifugé	5	min	à	2500	g,	puis	le	surnageant	est	aliquoté	et	conservé	à	-80°C.	

Pour	 les	 virus	 IAV-GFP	 et	 IAV-N31S-GFP	 issus	 de	 la	 souche	 A/WSN/33,	 le	

protocole	opératoire	est	identique	à	celui	présenté	en	section	III.1.1.	Pour	le	virus	IAV-

GFP,	 le	plasmide	pPolI-PB2	est	 remplacé	par	 le	plasmide	pPolI-PB2-2A-GFP	et	pour	 le	

virus	IAV-N31S-GFP	les	plasmides	pPolI-PB2	et	pPolI-M	sont	remplacés,	respectivement,	

par	les	plasmides	pPolI-PB2-2A-GFP	et	pPolI-M-N31S.	

La	concentration	en	particules	virales	infectieuses	est	déterminée	par	la	méthode	

de	titrage	en	plages	de	lyse	(cf.	§III.1.4.1).		

	

2. Amplification	des	virus	et	purification	à	partir	des	plages	de	lyse	

Les	génétiques	inverses	ont	été	amplifiées	sur	cellules	MDCK	à	une	MOI	de	10-3	

UFP/cellule.	 Les	 virus	 ainsi	 prélevés	 sont	 amplifiés	 une	 première	 fois	 (C1)	 en	 diluant	

l’inoculum	au	1/100ème	sur	cellules	MDCK,	ensemencées	la	veille	à	1.106	cellules	par	puits	

de	plaques	6	puits,	titrés	par	la	méthode	des	plages	de	lyse,	puis	amplifiés	en	seconde	fois	

(C2)	à	une	MOI	contrôlée	de	10-4	UFP/cellule.	
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3. Inactivation	des	virus	aux	UV	

Les	stocks	de	virus	sont	inactivés	aux	rayonnements	ultraviolets	par	exposition	de	

plaques	 6	 puits,	 dont	 400	 µL	 de	 virus	 sont	 disposés	 dans	 chaque	 puits,	 à	 8	 cycles	 de	

rayonnement	UV	soit	l’équivalent	de	8	mJ/cm2.	L’exposition	se	fait	à	l’aide	d’un	four	à	UV	

(UVC	500,	UVCrosslinker,	Amersham	Life	Science).	Une	agitation	est	réalisée	entre	chacun	

des	cycles.				

	

4. Caractérisation	phénotypique	des	stocks	viraux	

4.1. Mesure	du	titre	infectieux	en	plage	de	lyse	

Les	virus	ont	été	titrés	par	la	méthode	des	plages	de	lyse	sur	des	cellules	MDCK	

comme	présenté	en	cf.	§III.1.4.1.	

	

4.2. Mesure	du	titre	en	particules	physiques	par	RT-PCR	quantitative	du	segment	
M	(IAV)	et	HA	(IBV)	
Pour	le	segment	M	des	virus	IAV,	voir	III.4.1.2.		

Pour	 le	segment	HA,	 la	même	méthode	que	pour	 le	segment	M	a	été	utilisée	(cf	

§III.4.1.2).	 Les	 deux	 amorces	 et	 les	 deux	 sondes	 utilisées	 ont	 pour	 séquence	:	 5’–

ACCCTACARAMTTGGAACYTCAGG–3’,	 5’–ACAGCCCAAGCCATTGTTG–3’,	 5'-FAM-

AAATCCAATTTTRCTGGTAG-BHQ-3’,	 5’-FAM-AAATCCGATTTTRCTGGTAG-BHQ-3’.	 Une	

gamme	 de	 transcrits	 HA	 produits	 in	 vitro	 (102	 à	 108	 copies)	 a	 été	 utilisée	 pour	 la	

détermination	du	nombre	de	copies	présentes	dans	nos	échantillons.		

	

5. Analyse	fonctionnelle	des	virus	recombinants	

5.1. Infection	en	conditions	de	cycle	multiple	:	cinétique	de	croissance	

Des	 cellules	 MDCK	 ou	 A549,	 ensemencées	 la	 veille	 à	 4.104	 cellules	 par	 puits	 de	

plaque	96	puits,	sont	rincées	deux	fois	avec	du	milieu	DMEM,	puis	incubées	avec	50	μL	de	

suspension	 virale	 diluée	 permettant	 d’être	 à	 une	 MOI	 de	 10-3	UFP/cellule.	 Après	 1	 h	

d’incubation	à	35°C,	l’inoculum	est	retiré,	les	cellules	sont	rincées	trois	fois	avec	du	milieu	

DMEM	et	100	μL	de	milieu	additionné	de	0,5	μg/mL	de	trypsine	TPCK	sont	ajoutés,	puis	

les	cellules	sont	incubées	à	35°C.	Les	surnageants	sont	prélevés	aux	temps	24,	48	et	72	

hpi	 puis	 congelés	 à	 -80°C	 et	 la	 concentration	 en	 particules	 virales	 infectieuses	 est	

déterminée	par	la	méthode	de	titrage	en	plages	de	lyse	(cf.	§III.1.4.1).		
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5.2. Expression	de	la	nucléoprotéine	virale	lors	de	l’infection	

Des	cellules	A549	et	MDCK,	ensemencées	la	veille	à	2,5.104	cellules	par	puits	de	plaque	

96	 puits,	 sont	 rincées	 deux	 fois	 avec	 du	 milieu	 DMEM,	 puis	 incubées	 avec	 50	 μL	 de	

suspension	 virale	 diluée	 permettant	 d’être	 à	 une	 MOI	 de	 3	 UFP/cellule.	 Après	 1	 h	

d’incubation	à	35°C,	l’inoculum	est	retiré,	les	cellules	sont	rincées	trois	fois	avec	du	milieu	

DMEM	et	100	μL	de	milieu	DMEM	additionné	de	10%	de	SVF	sont	ajoutés,	puis	les	cellules	

sont	 incubées	3	h,	6	h	ou	9	h	 à	35°C.	Les	 lysats	cellulaires	totaux	ont	été	préparés	par	

addition	de	tampon	de	Laemmli	1X	(Tris-HCl	62,5	mM	pH	6,8	;	β-mercaptoéthanol	5	%	;	

SDS	2	%	 ;	 bleu	de	 bromophénol	 0,001	%)	directement	 sur	 le	 tapis	 cellulaire.	 Le	 lysat	

obtenu	a	été	dissocié	par	passage	sur	une	colonne	QIAshredder	(Qiagen).	Les	protéines	

cellulaires	ont	ensuite	été	 séparées	par	électrophorèse	en	gel	NuPAGE	4-12%	Bis-Tris	

(Invitrogen),	 puis	 transférées	 sur	 une	 membrane	 de	 polyfluorure	 de	 vinylidène	

(Amersham)	 à	 l’aide	 d’un	 appareil	 de	 transfert	 (Biorad).	 Les	 sites	 de	 fixation	 non	

spécifiques	ont	été	saturés	par	incubation	en	PBS-Tween20	0,25%-Régilait	5%	pendant	

1	 h.	 La	 membrane	 a	 ensuite	 été	 incubée	 la	 nuit	 à	 4°C	 en	 présence	 d’un	 anticorps	

monoclonal	anti-NP	pour	 IAV	(AAH5	;	Abcam	;	dilution	au	1/5000ème)	ou	un	anticorps	

monoclonal	anti-NP	pour	IBV	(B017	;	Abcam	;	dilution	au	1/1000ème)	dilués	dans	du	PBS-

Tween20	 0,25	 %-BSA	 1%.	 Enfin,	 la	 membrane	 a	 été	 incubée	 1	 h	 en	 présence	 d’un	

anticorps	 secondaire	 conjugué	 à	 la	 peroxydase	 (anti-IgG	de	 souris,	 GE	Healthcare).	 La	

peroxydase	 est	 révélée	 par	 addition	 d’un	 substrat	 chimioluminescent	 (kit	 ECL	 Plus,	

Amersham)	et	exposition	de	la	membrane	à	l’imageur	Chemidoc	(Biorad).		

	

6. Système	de	mesure	des	co-infections	hétérotypiques	

6.1. Mesure	 de	 la	 proportion	 de	 cellules	 positives	 en	 fluorescence	 suite	 à	

l’infection	par	les	virus	IAV-GFP	et	IBV-mCherry	

Des	cellules	A549,	ensemencées	la	veille	à	2.104	cellules	par	puits	de	plaques	96	puits,	

sont	 rincées	deux	 fois	 avec	du	milieu	DMEM,	puis	 incubées	 avec	50	μL	de	 suspension	

virale	 diluée	 provenant	 soit	 (i)	 du	 virus	 IAV-GFP	 permettant	 d’être	 à	 une	 MOI	 de	 3	

UFP/cellule,	 soit	 (ii)	 du	 virus	 IBV-mCherry	 à	 une	 MOI	 de	 3	 UFP/cellule	 (ajustée	 en	

fonction	du	ratio	de	particules	physiques	par	particule	infectieuse	du	stock	afin	d’être	à	

un	 nombre	 équivalent	 de	 particules	 physiques	 avec	 le	 stock	 IAV-GFP),	 soit	 (iii)	 d’un	

mélange	des	deux	virus	 avec	une	MOI	de	3	UFP/cellule	pour	 le	 virus	 IAV-GFP	et	 IBV-

mCherry	(ajustée	comme	précédemment).	Après	1	h	d’incubation	 à	4°C,	 l’inoculum	est	
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retiré,	 les	 cellules	 sont	 rincées	 trois	 fois	 avec	 du	milieu	DMEM	puis	 100	 µL	 de	milieu	

OptiMEM	+	GlutaMAX	sont	ajoutés	et	les	cellules	sont	incubées	1	h	à	35°C.	Suite	à	cette	

incubation,	 le	milieu	 est	 retiré	 et	 les	 cellules	 sont	 incubées	 1	 h	 à	 35°C	 avec	 50	 µL	 de	

suspension	 virale	 diluée	 du	 virus	 IBV-mCherry	 ou	 IAV-GFP	 à	 la	 même	 MOI	 que	

précédemment	pour	(i)	et	(ii),	respectivement,	ou	de	50	µL	de	milieu	DMEM	pour	(iii).	

Une	condition	contrôle	ou	le	premier	virus	est	remplacé	par	50	µL	de	milieu	DMEM	est	

également	 réalisé	 afin	 de	mesurer	 l’intensité	 de	 fluorescence	 des	 virus	 IAV	 et	 IBV	 en	

absence	de	co-infections.	Enfin,	le	milieu	est	retiré,	les	cellules	sont	rincées	deux	fois	avec	

du	 milieu	 DMEM,	 puis	 incubées	 avec	 100	 µL	 de	 milieu	 OptiMEM	 +	 GlutaMax	 à	 35°C	

pendant	 6	 h.	 Les	 cellules	 sont	 ensuite	 rincées	 avec	 du	 PBS,	 incubées	 avec	 20	 μL	 de	

trypsine-0,05%	durant	10	min,	puis	mises	en	suspension	dans	du	milieu	de	culture.	Les	

cellules	sont	transférées	dans	une	plaque	96	puits	à	fond	rond,	centrifugées	5	min	à	400	

g,	rincées	une	fois	avec	du	PBS	puis	fixées	20	min	à	température	ambiante	avec	du	PBS	

contenant	4%	de	paraformaldéhyde	(PFA).	Les	cellules	sont	centrifugées	5	min	à	1500	g	

puis	 reprises	 dans	 200	 µL	 de	 PBS.	 Les	 proportions	 de	 cellules	 GFP+,	 mCherry+,	

GFP+/mCherry+,	GFP-/mCherry+,	GFP+/mCherry-	 et	GFP-/mCherry+	 sont	mesurées	 à	

l’aide	du	cytomètre	en	flux	Attune	NxT	(Thermofisher).	

	

6.2 Mesure	 de	 la	 proportion	 de	 cellules	 positives	 en	 fluorescence	 suite	 à	

l’infection	par	les	virus	IAV	(A/WSN/33)	et	IBV	(B/Brisbanne/60/2008)	

Le	même	protocole	 qu’appliqué	 en	 IV.5.1.	 est	 utilisé.	 Cependant,	 pour	 les	 virus	

n’exprimant	pas	de	rapporteurs	fluorescents,	l’infection	virale	est	mise	en	évidence	par	

cytométrie	en	flux	suite	à	un	marquage	de	la	NP	virale.	Les	cellules	fixées	sont	centrifugées	

à	 1500g	 pendant	 5	minutes	 puis	 du	 PBS-1%	 SVF	 est	 ajouté.	 Les	 cellules	 sont	 ensuite	

perméabilisées	 par	 ajout	 d’une	 solution	 de	 PBS-1%	 Triton	 x100	 durant	 6	 min	 avant	

centrifugation	 et	 blocage	 10	 min	 au	 PBS-1%	 SVF.	 Chaque	 suspension	 cellulaire	 est	

séparée	en	deux	et,	pour	la	première	moitié,	un	marquage	à	l’aide	d’un	anticorps	dirigé	

contre	la	NP	virale	IAV	(AAH5	;	Abcam	;	dilution	au	1/5000ème	;	30	min	à	4°C)	ou,	pour	la	

seconde	moitié,	un	anticorps	monoclonal	anti-NP	pour	IBV	(B017	;	Abcam	;	dilution	au	

1/1000ème	;	30	min	à	4°C)	est	réalisé.	Suite	à	une	série	de	3	 lavages	successifs	séparés	

chacun	par	un	cycle	de	centrifugation	de	5	min	à	1500	g,	un	marquage	est	effectué	à	l’aide	

d’un	anticorps	secondaire	fluorescent	(GAM	AF488	;	Invitrogen	;	dilution	au	1/250ème	;	30	
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min	 à	 4°C).	 L’intensité	 moyenne	 et	 médiane	 de	 fluorescence	 est	 mesurée	 à	 l’aide	 du	

cytomètre.	

	

6.3 Utilisation	de	drogues	lors	de	la	co-infection	virale	entre	IAV	et	IBV	

Les	mêmes	conditions	d’infections	que	présentées	en	IV.5.1.	sont	utilisées.	Le	virus	

IAV-GFP	 est	 remplacé	 par	 le	 virus	 IAV-N31S-GFP.	 Les	 drogues	 Pimodivir	 (50	 nM,	

Clinisciences)	et	Nucleozin	(1	µM,	Sigma)	sont	ajoutées	au	moment	de	l’infection	et	sont	

conservées	 tout	au	 long	de	 l’infection.	La	drogue	Amantadine	 (20	µM	 final,	 Sigma)	est	

ajoutée	 aux	 cellules	 1	 h	 avant	 l’infection	 et	 est	 maintenue	 durant	 toute	 la	 durée	 de	

l’infection.		
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Résultats	

I. Outil	de	mesure	de	la	fréquence	de	co-infections		

Afin	de	mesurer	 la	 fréquence	de	co-infections,	nous	avons	choisi	de	modifier	et	

d’optimiser	le	système	préalablement	développé	par	[6]	et	présenté	dans	l’introduction	

en	I.4.	Brièvement,	ce	système	repose	sur	la	co-infection	de	cellules	par	un	couple	de	virus	

VSV	exprimant	deux	protéines	fluorescentes	différentes.	La	mesure	de	la	proportion	des	

différentes	 catégories	 de	 cellules	 fluorescentes	 par	 cytométrie	 en	 flux	 permet,	 après	

résolution	numérique,	d’estimer	l’agrégation	virale.	L’impact	de	certaines	conditions	sur	

la	fréquence	de	co-infections	peut	ensuite	être	mesurée.	L’importance	de	la	modulation	

fréquence	 d’agrégation	 sur	 la	 fréquence	 de	 co-infections	 peut	 ainsi	 être	 estimé.	 Nous	

avons	 donc	 produit	 des	 couples	 de	 virus	 influenza	 recombinants	 permettant	 chacun	

l’expression	d’un	 rapporteur	 fluorescent	différent	 afin	de	mesurer	 la	 fréquence	de	 co-

infections	sous	certaines	conditions.	

	

1. Production	 et	 caractérisation	 de	 virus	 influenza	 recombinants	

exprimant	des	protéines	fluorescentes	

Un	 couple	 de	 virus	 recombinants	 a	 été	 produit	 et	 permet	 l’expression	 d’une	

protéine	fluorescente	mCherry	ou	GFP	à	partir	du	segment	1	codant	pour	la	protéine	PB2.	

La	 protéine	 fluorescente	 est	 traduite	 indépendamment	 de	 la	 protéine	 PB2	 grâce	 à	

l’insertion	entre	les	deux	ORF	d’un	site	de	clivage	2A	provenant	d’un	teschovirus	porcin	

permettant	 une	 séparation	 co-traductionnelle	 des	 deux	 protéines	 [91].	 Les	 deux	

protéines	ne	sont	donc	pas	fusionnées	et	le	rapporteur	fluorescent	n’interfère	pas	avec	la	

fonction	de	la	protéine	PB2.	

La	 séquence	 codant	 pour	 la	 protéine	 fluorescente	 est	 localisée	 sur	 le	 même	

segment	 pour	 chacun	 des	 virus	 produits	 (figure	 17).	 L’utilisation	 du	 même	 segment	

permet	d’empêcher	la	formation	par	réassortiment	de	virions	possédant	deux	segments	

modifiés.	 Afin	 de	 conserver	 les	 signaux	 d’encapsidation	 du	 segment,	 la	 région	 codant	

l’extrémité	C-terminale	de	PB2	est	dupliquée	et	est	ajoutée	en	aval	de	la	séquence	codant	

pour	le	rapporteur	fluorescent	(figure	17	–	région	hachurée	sur	fond	noir)	et	en	amont	de	







 

 88 

Il	 est	 possible	de	déterminer	par	 cytométrie	 en	 flux	 les	proportions	de	 cellules	

suivantes	:	

- Exprimant	au	moins	la	protéine	de	fluorescence	rouge	(mCherry+/GFP±)	

- Exprimant	au	moins	la	protéine	de	fluorescence	verte	(mCherry±/GFP+)	

- Exprimant	la	protéine	de	fluorescence	rouge	et	la	protéine	de	fluorescence	verte	

(mCherry+/GFP+)	

- Exprimant	seulement	la	protéine	de	fluorescence	rouge	(mCherry+/GFP-)	

- Exprimant	seulement	la	protéine	de	fluorescence	verte	(mCherry-/GFP+)	

- N’exprimant	aucune	des	protéines	fluorescentes	(mCherry-/GFP-)	

	

La	 proportion	 observée	 de	 cellules	 exprimant	 seulement	 la	 protéine	 de	

fluorescence	 rouge	 mCherry	 sera	 notée	 PR_observée,	 la	 proportion	 observée	 de	 cellules	

exprimant	 seulement	 la	 protéine	 de	 fluorescence	 verte	 GFP	 sera	 notée	 PV_observée	 et	 la	

proportion	 observée	 de	 cellules	 exprimant	 les	 protéines	 GFP	 et	 mCherry	 sera	 notée	

PRV_observée.	

	

Les	données	obtenues	par	cytométrie	en	flux	sont	utilisées	dans	un	modèle	de	résolution	

numérique,	présenté	dans	 la	section	suivante,	permettant	 le	calcul	de	 la	proportion	de	

cellules	 co-infectées.	 La	 nature	 et	 la	 proportion	 des	 différents	 types	 d’agrégats	 sont	

également	évaluées.	Il	est	alors	possible	de	représenter,	pour	une	condition	donnée,	 la	

proportion	d’agrégation	en	fonction	de	la	MOI	dans	un	échantillon.	
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3. Optimisation	d’un	modèle	préexistant	

Lors	de	co-infections,	certaines	cellules	peuvent	être	infectées	plusieurs	fois	par	

des	 particules	 virales	 provenant	 du	même	 stock	 viral.	 Ainsi,	 la	 proportion	 de	 cellules	

doubles	 positives	 mesurée	 par	 cytométrie	 en	 flux	 ne	 peut	 être	 directement	 utilisée	

comme	marqueur	de	la	fréquence	de	co-infections,	comme	expliqué	dans	l’introduction.	

Nous	 avons	 alors	 optimisé	 le	 modèle	 initialement	 développé	 par	 l’équipe	 de	 Rafael	

Sanjúan	[6]	afin	de	mesurer	la	fréquence	réelle	de	co-infections	et	d’estimer	l’agrégation	

dans	les	stocks	de	VSV	pour	l’appliquer	aux	virus	influenza	A.	Le	modèle	initial,	présenté	

dans	 l’introduction	 en	 I.4,	 ne	prend	 en	 compte	que	des	unités	 infectieuses	 composées	

d’une	 ou	 deux	 particules	 virales	 et	 d’agrégats	 composés	 au	maximum	 de	 deux	 unités	

infectieuses.		

L’optimisation	de	ce	modèle	permet	de	prendre	en	compte	des	unités	infectieuses	

composées	d’une,	de	deux	ou	de	trois	particules	virales	initialement	agrégées,	présentées	

sur	la	figure	19A.	Il	a	également	été	choisi	de	prendre	en	compte	une	possible	agrégation	

entre	 deux	 ou	 trois	 unités	 infectieuses	 afin	 de	 considérer	 un	maximum	d’évènements	

d’infections	(figure	19B-C).		

	

A	partir	des	données	obtenues	par	cytométrie	en	flux,	il	est	possible	de	déterminer	

la	proportion	de	cellules	non	infectées	(P0)	ou	infectées	par	une	(P1),	deux	(P2)	ou	trois	

(P3)	unités	infectieuses.	

	

La	distribution	des	cellules	infectées	suit	la	loi	de	Poisson	de	formule	:		

• 𝑃! =	"
!×$"#

!!
	

- Pn	représente	la	proportion	de	cellules	infectées	par	n	unités	infectieuses	

- m	représente	la	MOI,	soit	le	nombre	d’unités	infectieuses	par	cellule	

- n	représente	le	nombre	d’unités	infectieuses		

	

En	 assimilant	 la	 proportion	 de	 cellules	 doublement	 négatives	 observée	 par	

cytométrie	en	flux	(mCherry-/GFP-)	à	la	proportion	de	cellules	non	infectées	(P0),	il	est	

possible	de	calculer,	à	partir	de	 la	 formule	de	𝑃!,	 la	MOI	de	chaque	échantillon	comme	
étant	égale	à	:	

• 𝑚 =	−ln(𝑃&)	
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A	partir	de	la	MOI	déterminée,	on	peut	écrire	:		

• 𝑃' = "$	×	$"#

'!
	

• 𝑃) = "%	×	$"#

)!
	

• 𝑃* = "&	×	$"#

*!
	

Les	valeurs	obtenues	de	P0,	P1,	P2	et	P3	seront	ensuite	utilisées	pour	définir	une	valeur	

seuil	 d’exclusion	 dans	 l’analyse	 de	 la	 fréquence	 de	 co-infections	 pour	 les	 dilutions	

d’échantillons	ne	permettant	pas	d’inclure	au	moins	99,7%	des	évènements	d’infections	

répondant	aux	conditions	du	modèle.	

	

Pour	 pouvoir	 calculer	 la	 fréquence	 de	 co-infections,	 plusieurs	 étapes	 sont	

nécessaires.		

La	première	étape	consiste	à	déterminer	des	équations	permettant	de	quantifier	

la	proportion	de	chacune	des	unités	infectieuses	incluses	dans	le	modèle	(présentées	en	

figure	 19A)	 au	 sein	 de	 l’échantillon	 en	 fonction	 de	 la	 proportion	 initiale	 de	 cellules	

infectées	par	une	seule	particule	virale	non	agrégée	permettant	l’expression	de	mCherry	

(R)	ou	de	GFP	(V).	En	utilisant	les	lois	des	probabilités,	une	équation	peut	ainsi	être	posée	

pour	chaque	unité	infectieuse.	La	proportion	de	co-infections	(C)	parmi	toutes	les	cellules	

infectées	peut	également	s’écrire	en	fonction	de	R	et	V,	ainsi	:		

• 𝐶 = 1 − 𝑅 − 𝑉	
	

Pour	des	unités	infectieuses	composées	de	deux	particules	virales	on	peut	écrire	:	

• 𝐶++ = 𝐶	 ×	 +%

(+	-	.)%-(+	-.)&
	

• 𝐶.. = 𝐶	 ×	 .%

(+	-	.)%-(+	-	.)&
	

• 𝐶+. = 𝐶	 ×	 )	×	+	×	.

(+	-	.)%-(+	-	.)&
	

	

- CRR	 représente	 la	 proportion	 de	 cellules	 infectées	 par	 une	 unité	 infectieuse	

composée	de	deux	particules	virales	permettant	chacune	l’expression	de	mCherry.		

- CVV	 représentent	 la	 proportion	 de	 cellules	 infectées	 par	 une	 unité	 infectieuse	

composée	de	deux	particules	virales	permettant	chacune	l’expression	de	GFP.	
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- CRV	 représente	 la	 proportion	 de	 cellules	 infectées	 par	 une	 unité	 infectieuse	

composée	 d’une	 particule	 virale	 permettant	 l’expression	 de	 mCherry	 et	 d’une	

particule	virale	permettant	l’expression	de	GFP.	

	

Pour	des	unités	infectieuses	composées	de	trois	particules	virales	on	peut	écrire	:	

• 𝐶+++ = 𝐶	 ×	 +&

(+	-	.)%-(+	-.)&
	

• 𝐶... = 𝐶	 ×	 .&

(+	-	.)%-(+	-	.)&
	

• 𝐶++. = 𝐶	 ×	 *	×	+%	×	.

(+	-	.)%-(+	-	.)&
	

• 𝐶+.. = 𝐶	 ×	 *	×	+	×	.%

(+	-	.)%-(+	-	.)&
	

	

	

- CRRR	 représente	 la	 proportion	 de	 cellules	 infectées	 par	 une	 unité	 infectieuse	

composée	de	trois	particules	virales	permettant	chacune	l’expression	de	mCherry.	

- CVVV	 représente	 la	 proportion	 de	 cellules	 infectées	 par	 une	 unité	 infectieuse	

composée	de	trois	particules	virales	permettant	chacune	l’expression	de	GFP.	

- CRRV	 représente	 la	 proportion	 de	 cellules	 infectées	 par	 une	 unité	 infectieuse	

composée	de	deux	particules	virales	permettant	chacune	l’expression	de	mCherry	

et	d’une	particule	virale	permettant	l’expression	de	GFP.	

- CRVV	 représente	 la	 proportion	 de	 cellules	 infectées	 par	 une	 unité	 infectieuse	

composée	d’une	particule	virale	permettant	 l’expression	de	mCherry	et	de	deux	

particules	virales	permettant	chacune	l’expression	de	GFP.	
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La	 deuxième	 étape	 consiste	 à	 prendre	 en	 compte	 toutes	 les	 configurations	

d’agrégations	possibles,	et	donc	de	co-infections,	entre	deux	(figure	19B)	et	trois	(figure	

19C)	unités	infectieuses	afin	de	pouvoir	écrire	les	équations	permettant	de	déterminer	la	

proportion	calculée	de	cellules	exprimant	seulement	la	protéine	mCherry	notée	PR_calculée,	

la	proportion	calculée	de	cellules	exprimant	seulement	la	protéine	GFP	notée	PV_calculée	et	

la	proportion	calculée	de	cellules	exprimant	les	protéines	GFP	et	mCherry	notée	PRV_calculée.	

Ainsi	:	

• 𝑃+_123143é$ = 𝑃'(𝑅 +	𝐶++ + 𝐶+++) +	𝑃)[(𝑅	 +	𝐶++)) + 𝐶+++(2𝑅 +	𝐶++ +

	𝐶+++)] + 𝑃* 3(𝑅 +	𝐶++)* +	𝐶+++)(3𝑅 + 3𝐶++ + *+%

6'''
+ *6''

%

6'''
+	𝐶+++)5	

	

• 𝑃._123143é$ = 𝑃'(𝑉 +	𝐶.. + 𝐶...) +	𝑃)[(𝑉	 +	𝐶..)) + 𝐶...(2𝑉 +	𝐶.. +

	𝐶...)] + 𝑃* 3(𝑉 +	𝐶..)* +	𝐶...)(3𝑉 + 3𝐶.. + *.%

6(((
+ *6((

%

6(((
+	𝐶...)5	

	

• 𝑃+._123143é$ = 𝑃'(𝐶+. +	𝐶++. + 𝐶..+) + 𝑃261 −	𝑅) − 2𝑅𝐶++ − 2𝑅𝐶+++ −
	𝐶++) −	𝐶+++) − 2𝐶++𝐶+++ −	𝑉) − 2𝑉𝐶.. − 2𝑉𝐶... −	𝐶..) −	𝐶...) −
2𝐶..𝐶...7 +	𝑃*(1 −	𝑅* − 3𝑅𝐶++) − 3𝑅𝐶+++) − 3𝑅)𝐶++ −	𝐶++* −
3𝐶++𝐶+++) − 3𝐶+++𝐶++) − 𝐶+++* −	𝑉* − 3𝑉𝐶..) − 3𝑉𝐶...) − 3𝑉)𝐶.. −
	𝐶..* − 3𝐶..𝐶...) − 3𝑉)𝐶... − 3𝐶...𝐶..) −	𝐶...*)	

	

La	 troisième	 partie	 permet	 de	 déterminer	 les	 valeurs	 de	 R	 et	 V	 permettant	 de	

résoudre	les	équations	précédentes,	puis	de	comparer	la	valeur	de	PRV_observée	obtenue	par	

cytométrie	 en	 flux	 (mCherry+/GFP+)	 avec	 la	 valeur	 de	 PRV_calculée	 afin	 de	 vérifier	

l’adéquation	du	modèle	avec	les	observations.	

En	utilisant	la	méthode	des	moindres	carrés,	le	couple	de	valeurs	(R,	V)	permettant	

de	résoudre	les	trois	équations	qui	définissent	PR_calculée,	PV_calculée	et	PRV_calculée	en	rendant	

minimale	la	somme	des	écarts	entre	valeurs	observées	et	calculées	est	déterminé	parmi	

550	valeurs	de	R	et	V	comprises	entre	0	et	1.	Le	couple	de	valeurs	(R,	V)	obtenu	est	ensuite	

utilisé	afin	de	résoudre	toutes	les	équations	précédentes	permettant	de	déterminer	les	

proportions	de	chaque	unité	 infectieuse	et	 forme	d’agrégat	et,	 in	 fine,	de	déterminer	 la	

proportion	de	co-infections	C	pour	chaque	échantillon.	L’ensemble	des	données	ont	été	

traitées	et	analysées	à	l’aide	de	scripts	R	dont	le	modèle	est	disponible	en	Annexe	1.	
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Une	 fois	 la	proportion	de	 co-infections	 calculée	pour	 chacune	des	dilutions	de	 chaque	

échantillon,	un	filtre	est	appliqué	afin	que	le	modèle	soit	représentatif	d’au	moins	99,7%	

des	évènements	totaux	d’infections	Ainsi,	seules	les	dilutions	de	chaque	échantillon	pour	

lesquelles	𝑃& + 𝑃' + 𝑃) + 𝑃* ≥ 0,997	 sont	 conservées	pour	 l’analyse.	 Le	modèle	 reflète	
ainsi	a	minima,	pour	chaque	dilution	choisie,	99,7%	des	évènements	infectieux.	

Pour	chaque	dilution	conservée,	la	proportion	de	cellules	doublement	positives	en	

cytométrie	en	flux	(mCherry+/GFP+)	observée	et	calculée	est	représentée	sous	la	forme	

PRV_calculée	=	f(PRV_observée).	Plus	la	modélisation	est	précise	plus	la	valeur	de	PRV_calculée	doit	

être	assimilable	à	celle	de	PRV_observée.	Cette	identité	est	représentée	par	une	linéarité	des	

données.	L’absence	de	linéarité	doit	donner	lieu	à	l’exclusion	de	la	dilution	responsable	

de	la	non	linéarité.	La	proportion	de	co-infections	C	est	ensuite	représentée,	pour	chaque	

condition	testée,	sous	la	forme	𝐶 = 𝑓(𝑀𝑂𝐼).	Une	équation	de	droite	est	alors	déterminée	
pour	chaque	condition	testée.	Le	coefficient	directeur	de	chaque	droite	correspondant	à	

une	 condition	 est	 comparé	 afin	 de	 conclure	 sur	 l’impact	 de	 chaque	 condition	 sur	 la	

fréquence	de	co-infections	pour	les	virus	influenza	A.	
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Tableau	2	–	Caractéristiques	des	virus	sélectionnés	pour	mesurer	l’effet	de	la	balance	
HA/NA	sur	la	fréquence	de	co-infections	

Virus	
Titre	infectieux	

(UFP/mL)a	

Titre	en	

particules	

physiques	

(Copies	M/mL)b	

Ratio	particules	

physiques/infectieuses	

H275-R	 3,66	x	107	 1,57	x	1010	 4,28	x	102	

H275-V	 1,04	x	107	 1,29	x	1010	 1,24	x	103	

Y275-R	 7,75	x	106	 1,73	x	1010	 2,23	x	103	

Y275-V	 9,63	x106	 2,39	x	1010	 2,48	x	103	

a	:	Titre	déterminé	par	la	méthode	des	plage	de	lyse	sur	MDCK-SIAT1	
b	:	Titre	déterminé	par	RT-qPCR	du	segment	M.	Moyenne	de	2	séries	de	mesure	indépendantes.	

	

Les	titres	infectieux	obtenus	sur	cellules	MDCK-SIAT1	pour	les	virus	sélectionnés	

sont	relativement	similaires	au	sein	de	chaque	couple	et	sont	de	l’ordre	de	107	UFP/mL.	

	 Le	titre	en	particules	physiques	est	estimé	en	nombre	de	copies	du	segment	M/mL	

déterminé	par	RT-qPCR.	Comme	pour	le	titre	infectieux,	le	titre	en	particules	physiques	

est	relativement	similaire	entre	les	virus	et	est	de	l’ordre	de	1010	copies	M/mL.	

Le	 ratio	 calculé	 à	 partir	 du	 titre	 infectieux	 et	 du	 titre	 en	 particules	 physiques	

permet	de	déterminer	le	nombre	de	particules	physiques	dans	un	stock	en	fonction	du	

nombre	de	particules	infectieuses	(figure	22).	Ce	ratio	est	relativement	similaire	pour	les	

quatre	virus	et	est	de	l’ordre	de	103	particules	physiques/particule	infectieuse.	
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Figure	22	–	Comparaison	du	titre	infectieux	et	du	titre	en	particules	physiques	
Le	titre	infectieux	a	été	déterminé	par	la	méthode	de	titrage	en	plages	de	lyse	et	est	exprimé	en	unité	formant	plage	

(UFP)/mL.	Le	titre	en	particules	physiques	est	exprimé	en	nombre	de	copies	du	segment	M	par	mL	déterminé	par	RT-

qPCR.	

	

1.3.2. Potentiel	de	multiplication	

La	 sensibilité	 de	 différentes	 lignées	 cellulaires	 à	 l’infection	 par	 les	 virus	

recombinants	fluorescents	a	été	mesurée	afin	de	pouvoir	utiliser	une	lignée	cellulaire	plus	

physiologique	et	moins	adhérente	–	contrainte	technique	en	cytométrie	en	flux	–	que	les	

cellules	MDCK	lors	des	expériences.	Des	lignées	cellulaires	épithéliales	ou	fibroblastiques	

provenant	de	 l’appareil	 respiratoire	profond	humain	ont	 été	utilisées	 (A549,	BCI-NS1,	

CALU-3,	IMR-90	et	NCI-H292)	en	parallèle	des	cellules	de	rein	de	chien	exprimant	à	leur	

surface	un	ratio	en	AS	branchés	en	α2,3/α2,6	positif	(MDCK)	ou	négatif	(MDCK-SIAT1).	

Les	cellules	ont	été	infectées	avec	une	MOI	de	3	UFP/cellule	pendant	24	h	et	36	h	puis	la	

fluorescence	a	été	mesurée	par	cytométrie	en	flux.	Parmi	les	lignées	cellulaires	testées,	

les	MDCK-SIAT1	sont	les	cellules	présentant	la	plus	forte	sensibilité	d’infection	à	24	h	et	

36	 h	 post-infection	 (figure	 23).	 A	 24	 h	 post-infection,	 le	 pourcentage	 de	 fluorescence	

observé	pour	les	lignées	A549,	BCI-NS1.1,	CALU-3,	IMR-90	et	NCI-H292	infectées	par	les	

quatre	 virus	 avec	 une	MOI	de	3	 a	 été	 estimé	 comme	 trop	 faible	 pour	 que	 ces	 cellules	

puissent	être	utilisées	lors	d’expériences	de	co-infections	(données	non	montrées).	Les	

lignées	BCI-NS1.1	et	CALU-3	ont	également	été	infectées	durant	36	h	à	la	même	MOI	et	le	

pourcentage	de	positivité	observé	est	également	trop	faible	(données	non	présentées).	

Toujours	 avec	 l’objectif	 d’utiliser	 une	 lignée	 cellulaire	 plus	 physiologique,	 nous	

avons	 produit	 et	 caractérisé	 une	 lignée	 cellulaire	 stable	 issue	 de	 cellules	 alvéolaires	
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humaines	A549	et	exprimant	à	la	surface	un	ratio	entre	acides	sialiques	branchés	en	α2,3	

et	en	α2,6	similaires	aux	cellules	MDCK-SIAT1,	en	faveur	des	branchements	en	α2,6.	Cette	

majorité	de	branchements	en	α2,6	est	plus	représentatif	des	voies	aériennes	supérieures	

chez	 l’Homme.	 Brièvement,	 des	 cellules	 A549	 ont	 été	 transfectées	 avec	 un	 plasmide	

possédant	la	séquence	du	gène	ST6GAL1	permettant	l’expression	de	la	Beta-Galactoside	

Alpha-2,6-Sialyltransferase	 1.	 Les	 cellules	 ont	 ensuite	 été	 cultivées	 sous	 pression	 de	

sélection	 antibiotique.	 Plusieurs	 clones	 cellulaires	 ont	 été	 sélectionnés	 par	 dilutions	

limites	et	ont	été	amplifiés.	La	proportion	d’acides	sialiques	branchés	en	α2,3	et	en	α2,6	a	

été	mesurée	 par	 cytométrie	 en	 flux	 suite	 à	 un	marquage	 spécifique	 avec	 des	 lectines	

Maackia	 amurensis	 (MAA)	 et	 Sambucus	 nigra	 (SNA)	 se	 fixant	 respectivement	 aux	 AS	

branchés	 en	 α2,3	 ou	 α2,6	 (données	 non	 présentées).	 Le	 marquage	 a	 été	 effectué	

conformément	au	protocole	présenté	en	[262].	Ces	cellules	nommées	A549-SIAT1	n’ont	

pas	 permis	 d’obtenir	 des	 pourcentages	 de	 fluorescence	 suffisant	 à	 24	 h	 et	 36	 h	 post-

infection	pour	pouvoir	être	utilisées	(figure	23).	Les	cellules	MDCK-SIAT1	ont	donc	été	

utilisées	pour	les	expériences	de	co-infections	avec	les	virus	dont	la	balance	HA/NA	est	

modifiée.	

	
Figure	23	–	Sensibilité	cellulaire	à	l'infection	
Des	cellules	MDCK-SIAT1	et	A549-SIAT1	ont	été	infectées	pendant	24	h	(A.)	ou	36	h	(B.)	à	une	MOI	de	3	UFP/cellule	

par	les	virus	H275-R,	H275-V,	Y275-R	et	Y275-V	puis	la	fluorescence	a	été	mesurée	par	cytométrie	en	flux.	Les	valeurs	

sont	issues	de	la	moyenne	de	deux	duplicats	biologiques	obtenus	pour	chaque	virus	et	à	chaque	temps	(±	écart-type).	
	

Pour	 utiliser	 les	 virus	 recombinants	 dans	 des	 conditions	 équivalentes	 de	

fluorescence,	la	dose	infectieuse	de	fluorescence	x%	(DIFx)	a	été	déterminée.	Pour	cela	

une	même	quantité	de	cellules	MDCK-SIAT1	a	été	infectée	par	des	dilutions	croissantes	

de	raison	2	de	chaque	virus	et	la	fluorescence	a	été	mesurée	par	cytométrie	en	flux	24	h	

post-infection.	Le	facteur	de	dilution	à	appliquer	afin	d’obtenir	x%	de	cellules	positives	

par	cytométrie	en	flux	a	été	déterminé.	Pour	les	expériences	avec	les	virus	permettant	de	
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mesurer	l’effet	de	la	balance	HA/NA	sur	la	fréquence	de	co-infections,	la	DIF20	et	la	DIF40	

ont	été	déterminées.	Les	moyennes	des	DIF20	et	DIF40	obtenue	en	duplicats	pour	chaque	

point	lors	de	deux	expériences	indépendantes	sont	présentées	sur	la	figure	24.	Les	valeurs	

brutes	de	DIF20	et	DIF40	varient	entre	les	expériences	mais	le	ratio	observé	au	sein	des	

couples	est	constant	entre	les	expériences.	

Pour	le	couple	de	virus	H275,	la	DIF20	ou	la	DIF40	obtenue	pour	le	virus	H275-V	

est	1,35	 fois	 supérieure	à	celle	du	virus	H275-R.	Afin	d’utiliser	 les	deux	virus	dans	 les	

mêmes	 conditions	 de	 fluorescence,	 il	 faut	 appliquer	 au	 virus	 H275-V	 un	 facteur	 de	

dilution	1,35	fois	supérieur	à	celui	appliqué	au	virus	H275-V.	Pour	le	couple	Y275,	il	faut	

appliquer	au	virus	Y275-R	un	facteur	de	dilution	1,35	fois	supérieur	au	virus	Y275-V.		

	
Figure	24	–	Détermination	de	la	dose	infectieuse	de	fluorescence	
Chacun	des	quatre	virus	H275-R,	H275-Y,	Y275-R,	Y275-V	a	été	dilué	en	série	de	raison	2.	Des	cellules	MDCK-SIAT1	ont	été	

infectées	par	chacune	de	ces	dilutions	et	la	fluorescence	a	été	mesurée	par	cytométrie	en	flux	24	h	post-infection.	Chaque	

point	représente	la	moyenne	obtenue	(±	écart-type)	de	la	proportion	de	cellule	positive	en	fluorescence	en	fonction	du	facteur	

de	dilution	appliqué	pour	l’expérience	1	(A.)	et	2	(B.).	Les	lignes	horizontales	pointillées	représentent	20%	et	40%	de	cellules	

fluorescentes.	
	

	

1.3.3. Cinétique	de	réplication		

La	cinétique	de	croissance	des	4	virus	a	été	déterminée	sur	cellules	MDCK-SIAT1	afin	de	

comparer	leurs	capacités	réplicatives	(figure	25).	Les	cellules	ont	été	infectées	à	une	MOI	

de	10-3	UFP/cellule,	et	les	surnageants	prélevés	à	24	h,	48	h,	72	h	et	96	h	ont	été	titrés	par	

la	méthode	des	plages	de	lyse.	Une	augmentation	du	titre	est	observée	jusqu’à	48	h	avant	

de	décroitre	jusqu’à	96	h.	Le	titre	maximal	observé	pour	tous	les	virus	est	à	48	h	et	de	

l’ordre	de	107	UFP/mL.	Les	quatres	virus	ont	une	cinétique	de	réplication	comparable.		
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Figure	25	–	Cinétique	de	réplication	des	virus	H275-R,	H275-Y,	Y275-R,	Y275-V	sur	cellules	
MDCK-SIAT1	
Une	cinétique	de	réplication	à	faible	MOI	(10-3)	a	été	réalisée	sur	cellules	MDCK-SIAT1	pour	les	virus	H275-R,	H275-V,	

Y275-R	et	Y275-V.	Les	cellules	ont	été	infectées	à	une	MOI	de	10-3	UFP/cellule,	et	les	surnageants	prélevés	à	24	h,	48	h,	

72	h	et	96	h	ont	été	titrés	par	la	méthode	des	plages	de	lyse.	Les	points	représentent	la	moyenne	de	duplicats	biologiques	

(±écart-type).	 Test	 ANOVA	 two-way	:	 comparaison	multiple,	 normalisation	 avec	 test	 de	 Tukay,	 α	 =	 0,05,	 n.s	=	 non	

significative.	Les	analyses	statistiques	ont	été	réalisées	avec	le	logiciel	GraphPad	Prism.	
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2. Mesure	 de	 l’impact	 de	 la	 balance	 HA/NA	 sur	 la	 fréquence	 de	 co-

infections	

2.1. Sélection	des	données	exploitables	

Afin	de	mesurer	la	fréquence	de	co-infections	entre	les	deux	couples	de	virus,	des	

cellules	MDCK-SIAT1	ont	été	co-infectées	durant	48	h	par	un	mélange	équiproportionnel	

composé	des	deux	virus	du	couple	H275	ou	des	deux	virus	du	couple	Y275.	La	progénie	a	

ensuite	été	récoltée.	Cette	progénie	a	été	diluée	en	série	de	raison	2	(d’un	facteur	1	à	128)	

et	ces	dilutions	ont	été	utilisées	pour	infecter	en	cycle	unique	de	réplication	des	cellules	

MDCK-SIAT1.	La	fluorescence	a	ensuite	été	mesurée	par	cytométrie	en	flux.	L’expérience	

a	été	réalisée	trois	fois	de	manière	indépendante.	Les	deux	premières	expériences	ont	été	

réalisées	en	duplicats	et	la	troisième	expérience	en	triplicats.	Des	dilutions	en	série	ont	

été	réalisées	dans	le	but	d’obtenir	𝑃& + 𝑃' + 𝑃) + 𝑃* ≥ 0,997,	c’est-à-dire	que	la	somme	
des	proportions	de	cellules	non	infectées	ou	 infectées	par	1,	2	ou	3	unités	 infectieuses	

représentent	a	minima	99,7%	des	évènements	d’infections.	Les	dilutions	les	plus	faibles	

ont	donc	été	exclues	lors	de	l’analyse	et	seules	les	dilutions	permettant	d’obtenir	99,7%	

des	événements	d’infections	ont	été	conservées	pour	chacun	des	échantillons	(figure	26).	

Les	 dilutions	 utilisées	 sont	 variables	 d’une	 expérience	 à	 l’autre	;	 les	 données	 sont	

présentées	 dans	 le	 tableau	 3	 et	 une	 illustration	 des	 données	 calculées	 obtenues	 des	

proportions	R,	V	et	RV	pour	un	réplicat	du	couple	H275	est	présenté	en	 figure	26.	De	

manière	générale,	les	dilutions	les	plus	fortes	ont	été	utilisées.	

	

	

Tableau	3–	Facteurs	de	dilutions	utilisés	pour	la	sélection	des	données	
	 Expérience	1	 Expérience	2	 Expérience	3	

Couple\réplicat	 #1	 #2	 #3	 #4	 #5	 #6	 #7	

H275	 4-128*	 4-128	 16-128	 16-128	 16-128	 16-128	 16-128	

Y275	 4-128	 8-128	 16-128	 16-128	 32-128	 32-128	 32-128	

*	Les	facteurs	de	dilutions	utilisés	afin	de	respecter	𝑃! + 𝑃" + 𝑃# + 𝑃$ ≥ 0,997	sont	présentés	sous	la	forme	«	facteur	le	

plus	faible	–	facteur	le	plus	fort	».	
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Figure	 26	 –	 Répartition	 entre	 les	 proportions	 de	 cellules	 infectées	 ou	 co-infectées	 en	
fonction	de	la	dilution	appliquée	
Axe	gauche	:	chaque	barre	représente,	parmi	les	cellules	infectées,	la	proportion	de	cellules	infectées	seulement	par	une	

particule	virale	permettant	l’expression	de	mCherry	(R),	GFP	(V)	ou	co-infectées	par	au	moins	deux	particules	virales	

différentes	(C)	pour	chacun	des	facteurs	de	dilution	appliqué.	

Axe	droite	:	Chaque	losange	représente	la	proportion	de	cellules	résultant	de	la	somme	des	proportions	de	cellules	non	

infectées	(P0)	ou	infectées	par	une	(P1)	;	deux	(P2)	ou	trois	(P3)	unités	infectieuses.		

Les	données	présentées	proviennent	du	réplicat	2	de	l’expérience	1	(#2	dans	le	tableau	3).	Les	données	présentes	sur	

les	barres	représentent	les	moyennes	des	résultats	(±	écart-type).	

	
Afin	d’avoir	un	nombre	constant	de	réplicat	pour	chaque	facteur	de	dilution,	il	a	

été	décidé	de	ne	représenter	que	les	facteurs	de	dilutions	32,	64	et	128	pour	le	couple	

Y275	et	les	dilutions	16,	32,	64	et	128	pour	le	couple	H275.	

	

2.2. Linéarité	de	PRV_calculée	=	f(PRV_observée)	

Le	modèle	probabilistique	optimisé	permet	de	calculer	la	proportion	initiale	R	et	

V	 et	 ainsi	 de	 calculer	 la	 proportion	 de	 chaque	 unité	 infectieuse	 et	 d’agrégats.	 Une	

représentation	 linéaire	de	 la	proportion	observée	et	calculée	de	cellules	exprimant	 les	

protéines	mCherry	 et	 GFP	 permet	 de	montrer	 une	 adéquation	 entre	 le	modèle	 et	 les	

observations.	 La	 proportion	 observée	 est	 représentée	 par	 la	 proportion	 de	 cellules	

mCherry+/GFP+	obtenue	par	cytométrie	en	flux	et	la	proportion	calculée	est	déterminée	

en	tenant	compte	de	toutes	les	unités	infectieuses	et	de	toutes	les	agrégations	possibles	

considérées	dans	le	modèle	et	permettant	l’expression	des	deux	protéines	fluorescentes.	

Les	valeurs	de	PRV_observée	et	PRV_calculée	pour	les	4	(H275)	ou	3	(Y275)	facteurs	de	dilutions	

sélectionnés	pour	chacun	des	7	échantillons	ont	été	représentées	(figure	27).	La	relative	

linéarité	observée	permet	l’utilisation	des	données	calculées	de	R	et	V	afin	de	déterminer	
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la	proportion	de	co-infections	dans	chaque	échantillon	dilué	sélectionné.	Les	données	de	

R	 et	 V	 sont	 également	 utilisées	 pour	 déterminer	 chaque	 type	 d’unités	 infectieuses	 et	

chaque	type	d’agrégats	intégré	dans	le	modèle	optimisé.	

	

	
Figure	27	–	Évolution	de	la	proportion	de	cellules	positives	pour	mCherry	et	GFP	calculée	
par	le	modèle	en	fonction	de	la	proportion	observée	par	cytométrie	en	flux	
Pour	chaque	échantillon,	4	facteurs	de	dilutions	pour	le	couple	H275	et	3	pour	le	couple	Y275	ont	été	sélectionnés	car	

répondant	 au	 critère	𝑃! + 𝑃" + 𝑃# + 𝑃$ ≥ 0,997.	 Pour	 chacun	 de	 ces	 échantillons	 et	 pour	 chacune	 des	 dilutions,	 la	

proportion,	calculée	à	l’aide	du	modèle	numérique	optimisé,	de	cellules	exprimant	les	protéines	mCherry	et	GFP	a	été	

déterminée.	Cette	proportion	notée	PRV_calculée	a	été	comparée	à	la	proportion	de	cellules	mCherry+/GFP+	obtenue	par	

cytométrie	en	flux	et	notée	PRV_observée.	Chaque	point	représente	la	moyenne	de	deux	réplicats	technique	pour	chaque	

réplicat	biologique	(±	écart-type).		

	

	

2.3. Évolution	de	la	fréquence	de	co-infections	

La	proportion	de	 co-infections	pour	 chaque	 condition	a	 été	déterminée	 comme	

étant	 le	 résultat	 de	 𝐶 = 1 − 𝑅 − 𝑉.	 Pour	 chaque	 condition,	 la	 MOI	 définie	 comme	 le	
nombre	 d’unités	 infectieuses	 disponibles	 par	 cellule	 a	 été	 déterminée	 à	 partir	 de	 la	

proportion	de	cellules	non	infectées	de	la	manière	suivante	:	𝑀𝑂𝐼 = 	− ln𝑃&.	La	fréquence	
calculée	de	co-infections	a	donc	ensuite	été	comparée	en	fonction	de	la	MOI	déterminée.	

Les	données	sont	présentées	en	figure	28.	La	fréquence	de	co-infections	C	observée	pour	

les	deux	couples	H275	et	Y275	ne	semble	pas	significativement	différente.	Pour	confirmer	

ce	résultat,	une	régression	 linéaire	de	chacune	des	droites	en	utilisant	 la	méthode	des	

moindres	carrés	a	été	réalisée.	Les	résultats	obtenus	sont	présentés	dans	le	tableau	4.	Les	

coefficients	directeurs	de	chaque	droite	ont	été	moyennés	au	sein	de	chaque	expérience	
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pour	 chacun	 des	 membres	 du	 couple.	 La	 différence	 observée	 entre	 les	 coefficients	

directeurs	 pour	 les	 couples	 H275	 et	 Y275	 au	 sein	 des	 trois	 expériences	 est	 faible.	

Cependant	 le	 couple	 Y275	 semble	 graphiquement	 présenter	 légèrement	 plus	 de	 co-

infections	que	le	couple	H275.	Les	données	ne	sont	pas	statistiquement	différentes	mais	

s’assimilent	plutôt	à	une	tendance.	Cette	tendance	semble	montrer	que	l’augmentation	de	

la	MOI	permet	d’augmenter	la	différence	entre	les	deux	couples	en	faveur	du	couple	Y275.	

Cette	tendance	à	l’augmentation	de	la	fréquence	de	co-infections	pourrait	s’expliquer	par	

une	plus	grande	formation	d’agrégats	grâce	à	la	différence	dans	la	balance	HA/NA.	

	

	
Figure	28	–	Évolution	de	la	proportion	de	cellules	co-infectées	(C)	en	fonction	de	la	MOI	lors	
de	la	modification	de	la	balance	HA/NA	
Pour	chaque	couple	H275	en	rose	et	Y275	en	violet,	l’évolution	de	la	proportion	de	co-infections	en	fonction	de	la	MOI	

a	été	représentée.	Les	données	ont	été	séparées	par	expériences	:	A.	expérience	1,	B.	expérience	2	et	C.	expérience	3.	
Chaque	point	représente	la	moyenne	des	duplicats	(±	écart-type)	pour	chaque	réplicat	biologique.	Sur	l’ensemble	de	la	

figure,	7	réplicats	biologiques	sont	présentés.	
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Tableau	4	–	Paramètres	et	résultats	de	régression	non	linéaire	C	=	f(MOI)	
Les	paramètres	obtenus	suite	à	la	régression	non	linéaire	et	à	la	validation	par	la	méthode	des	moindres	

carrés	sont	présentés	ici.	

Paramètre/N°	 Expérience	1	 Expérience	2	 Expérience	3	

Couple	 H275	 Y275	 H275	 Y275	 H275	 Y275	

Coefficient	

directeur	
2,083	 2,1785	 1,4365	 1,8985	 0,3799	 0,7051	

Ordonnée	à	

l’origine	
0,05512	 0,08147	 0,163	 0,12155	 0,1747	 0,1532	

R2	 0,96815	 0,8667	 0,9568	 0,9768	 0,7575	 0,9432	

Somme	des	

carrés	des	écarts	

à	la	moyenne	

0,002881	 0,010594	 0,008928	 0,007287	 0,007050	 0,001448	

Erreur-type	

Estimation	(SE)	
0,019113	 0,051365	 0,03818	 0,032445	 0,03509	 0,018962	

	

Les	données	obtenues	avec	ce	système	virus/cellule	ne	semblent	pas	montrer	de	

différences	 significatives	 entre	 les	 deux	 couples	 H275	 et	 Y275.	 La	 différence	 dans	 la	

balance	HA/NA	de	ce	système	ne	permet	donc	pas	de	mettre	en	évidence	une	différence	

dans	la	fréquence	de	co-infections	pour	les	virus	influenza	A.	
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en	particules	physiques	obtenus	pour	les	virus	IAV	sont	similaires.	Le	virus	IBV-mCherry	

présente	 un	 titre	 en	 particules	 physiques	 3,15	 fois	 inférieur	 au	 titre	 en	 particules	

physiques	du	virus	IAV-GFP.		

Le	 nombre	 de	 particules	 physiques	 par	 particule	 infectieuse	 présenté	 dans	 le	

tableau	5	est	similaire	entre	les	virus	IAV	et	est	inférieur	par	10	fois	à	celui	observé	pour	

le	 virus	 IBV-mCherry.	 Le	nombre	de	particules	physiques	par	particule	 infectieuse	est	

donc	plus	important	pour	le	virus	IBV-mCherry.	

	

	
Figure	29	–	Titre	infectieux	et	en	particules	physiques	des	virus	IAV	et	IBV	recombinants	
fluorescents		
Le	titre	infectieux	a	été	déterminé	par	la	méthode	de	titrage	en	plages	de	lyse	et	est	exprimé	en	unité	formant	plage	

(UFP)/mL.	Le	titre	physique	est	exprimé	en	nombre	de	copies	du	segment	génomique	viral	M	pour	le	virus	IAV	et	HA	

pour	le	virus	IBV	par	mL	déterminé	par	RT-qPCR.	

	
	

b. Potentiel	de	multiplication		

Afin	 d’utiliser	 les	 virus	 IAV-GFP	 et	 IBV-mCherry	 dans	 les	 expériences	 de	 co-

infections,	les	capacités	réplicatives	des	deux	virus	ont	été	mesurées	sur	cellules	MDCK	et	

A549.	En	parallèle,	une	cinétique	de	réplication	a	été	réalisée	sur	le	virus	IBV-WT	afin	de	

vérifier	que	 l’insertion	de	 la	séquence	codant	pour	mCherry	n’affecte	pas	 les	capacités	

réplicatives	 du	 virus	 IBV-mCherry.	 Les	 cinétiques	 de	 réplication	 obtenues	 sur	 cellules	

MDCK	 sont	 présentées	 figure	 30.	 Sur	 cellules	MDCK,	 la	 cinétique	de	 croissance	 à	MOI	

contrôlée	(10-3	UFP/cellule)	ne	montre	pas	de	différences	statistiquement	significatives	

entre	 le	 virus	 IBV-WT	 et	 IBV-mCherry	 ni	 entre	 le	 virus	 IBV-mCherry	 et	 IAV-GFP.	 La	

cinétique	de	croissance	observée	pour	le	virus	IBV-mCherry	sur	cellules	A549	est	presque	

nulle,	avec	un	titre	viral	de	250	UFP/mL	après	72	h	d’incubation	contre	1,88	x	106	UFP/mL	

pour	le	virus	IAV-GFP.		
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Figure	 30	 -	 Cinétique	 de	 réplication	 des	 virus	 IAV-GFP	 et	 IBV-mCherry	 et	 IBV-WT	 sur	
cellules	MDCK	
Une	cinétique	de	 réplication	a	été	 réalisée	 sur	 cellules	MDCK	pour	 les	virus	 IAV-GFP,	 IBV-mCherry	et	 IBV-WT.	Les	

cellules	ont	été	infectées	à	une	MOI	de	10-3	UFP/cellule,	et	les	surnageants	prélevés	à	24	h,	48	h	et	72	h	ont	été	titrés	

par	la	méthode	des	plages	de	lyse.	Les	points	représentent	la	moyenne	de	duplicats	biologiques	(±	écarts-type).	Test	

ANOVA	 two-way	:	 comparaison	multiple,	 test	 de	 Tukay,	 α	 =	 0,05,	 **	:	 p-value	 =	 0,0014,	 n.s	=	 non	 significative.	 Les	

analyses	statistiques	ont	été	réalisées	avec	le	logiciel	GraphPad	Prism.	
	

La	 sensibilité	 à	 l’infection	 par	 le	 virus	 IBV-mCherry	 des	 cellules	 A549	 a	 été	

mesurée	 et	 comparée	 à	 celle	 du	 virus	 IAV-GFP.	 Pour	 cela	 des	 cellules	 A549	 ont	 été	

infectées	avec	une	MOI	de	3	UFP/cellule	et	les	cellules	ont	été	lysées	à	3h,	6	hpuis	9h	post-

infection.	L'expression	de	la	NP	a	été	mise	en	évidence	par	la	réalisation	d'un	Western-

blot	avec	un	anticorps	dirigé	contre	la	NP	du	virus	IAV	ou	IBV	(figure	31).	L’expression	de	

la	NP	est	visible	dès	6h	post-infection	pour	les	deux	virus	dans	les	cellules	MDCK	et	A549.	

L’expression	 de	 la	 NP	 pour	 chacun	 des	 virus	 est	 très	 forte	 9h	 post-infection	 en	

comparaison	aux	autre	temps	testés.	Cette	observation	est	identique	pour	les	deux	lignées	

cellulaires	 testées.	 Il	est	à	noter	que	 les	cellules	A549	sont	également	 infectées	par	 les	

virus	IBV-mCherry	mais	la	production	virale	à	24	h,	48	h	et	72	h	sur	cellules	A549	est	très	

faible	 en	 comparaison	 des	 cellules	 MDCK.	 Cependant	 notre	 système	 de	 mesure	 des	

évènements	de	co-infections	fonctionne	en	conditions	de	cycle	unique	d’infection	et	ne	

nécessite	pas	la	réalisation	d’un	cycle	complet	pour	permettre	la	détection	de	l’infection	

des	cellules.	Les	cellules	A549,	plus	physiologiques	que	les	cellules	MDCK,	ont	donc	été	

utilisées	dans	le	système	de	mesure	des	événements	de	co-infections	hétérotypiques.	
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Figure	31	–	Expression	de	la	nucléoprotéine	virale	au	cours	du	temps	
Des	cellules	A549	ou	MDCK	ont	été	infectées	avec	le	virus	IAV-GFP	(A.)	ou	IBV-mCherry	(B.)	à	une	MOI	de	3	UFP/cellule	

et	les	cellules	ont	été	lysées	à	3	h,	6	h	ou	9	h	post-infection.	Un	Western-blot	a	été	réalisé	en	utilisant	un	anticorps	dirigé	

contre	la	nucléoprotéine	de	IAV	(A.)	ou	IBV	(B.)	en	parallèle	d’un	anticorps	dirigé	contre	la	GAPDH.	NI	:	non	infecté	;	

NP	:	nucléoprotéine.	
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2.1. Effet	de	l’infection	par	les	virus	influenza	B	sur	les	virus	influenza	A	lors	de	

co-infections	

La	proportion	de	cellules	GFP+	observée	par	cytométrie	en	flux	lors	de	l’infection	

par	 le	virus	IAV-GFP	est	très	fortement	réduite	 lors	de	la	co-infection	par	 le	virus	IBV-

mCherry	 (figure	 33,	 histogrammes	 verts,	 comparaison	 barres	 hachurées	 et	 non	

hachurées).	 Lorsque	 le	 virus	 IBV-mCherry	 est	 ajouté	 après	 le	 virus	 IAV-GFP,	 le	

pourcentage	de	cellules	GFP+	est	réduit	d’un	facteur	4,8	(figure	33C,	moyenne	des	trois	

expériences,	p-value	<	0,0001).	Lorsque	 le	virus	 IBV-mCherry	est	ajouté	avant	 le	virus	

IAV-GFP	le	facteur	de	réduction	est	de	69,9	(figure	33B,	moyenne	des	trois	expériences,	

p-value	 <	 0,0001)	 et	 lorsque	 les	 deux	 virus	 sont	 ajoutés	 simultanément	 le	 facteur	 de	

réduction	est	de	42,4	(figure	33A,	moyenne	des	trois	expériences,	p-value	<	0,0001).	

L’infection	 par	 le	 virus	 IBV-mCherry,	 qu’elle	 soit	 simultanée,	 antérieure	 ou	

postérieure	à	celle	du	virus	IAV-GFP	entraîne	une	diminution	du	nombre	de	cellules	GFP+	

mais	 la	 réduction	 est	 plus	 forte	 d’un	 facteur	 8,8	 à	 14,6	 si	 l’infection	 par	 IBV-GFP	 est	

simultanée	ou	antérieure	à	IAV-GFP,	respectivement.	L’infection	par	le	virus	IBV	semble	

donc	impacter	négativement	l’infection	par	le	virus	IAV.	Ces	résultats	sont	en	accord	avec	

une	publication	de	2012	montrant	que	l’infection	par	les	virus	IBV	inhibe	l’infection	par	

les	virus	IAV	[246].	
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Figure	33	–	Co-infections	hétérotypiques	entre	les	virus	influenza	A	et	B	
Des	cellules	A549	ont	été	co-infectées	par	les	virus	IAV-GFP	et	IBV-mCherry	puis	6	h	post-infection	par	le	dernier	virus	

ajouté,	 les	 cellules	 ont	 été	 fixées	 et	 la	 fluorescence	 a	 été	 mesurée	 par	 cytométrie	 en	 flux.	 Les	 barres	 hachurées	
représentent	la	proportion	de	cellules	fluorescentes	exprimant	les	protéines	GFP	en	vert	et	mCherry	en	rouge	lors	de	

co-infections	pour	chacune	des	trois	expériences	réalisées.	Les	barres	pleines	représentent	la	proportion	de	cellules	

fluorescentes	exprimant	les	protéines	GFP	en	vert	et	mCherry	en	rouge	lors	de	l’infection	seule	par	le	virus	IAV-GFP	ou	

IBV-mCherry	en	contrôle	pour	chacune	des	trois	expériences	réalisées.	A.	Co-infection	simultanée	par	les	virus	IAV-GFP	

et	IBV-mCherry.	B.	Primo-infection	par	le	virus	IBV-mCherry	puis	infection	par	le	virus	IAV-GFP	1	h	post-infection.	C.	

Primo-infection	par	le	virus	IAV-GFP	puis	infection	par	le	virus	IBV-mCherry	1	h	post-infection.	Les	barres	représentent	

la	moyenne	de	triplicats	biologiques	(±	écart-type).	Test	ANOVA	two-way	:	comparaison	multiple,	test	de	Dunn-Sidak,	

α	=	0,05	;	***	:	p-value	ajustée	=	0,0001	;	****	:	p-value	ajustée	=	<0,0001.	Les	analyses	statistiques	ont	été	réalisées	avec	

le	logiciel	GraphPad	Prism.	
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2.2. Effet	de	l’infection	par	les	virus	influenza	A	sur	les	virus	influenza	B	lors	de	

co-infections	

La	proportion	de	cellules	positives	en	cytométrie	en	flux	lors	de	l’infection	par	le	

virus	IBV-mCherry	est	augmentée	lors	de	la	co-infection	par	le	virus	IAV-GFP	(figure	33,	

histogrammes	rouges,	comparaison	barres	hachurées	et	non	hachurées).	L’augmentation	

du	nombre	de	cellules	mCherry+	est	plus	importante	lors	de	l’infection	antérieure	par	le	

virus	 IAV-GFP	avec	un	 facteur	d’augmentation	de	2,55	 (figure	33C,	moyenne	des	 trois	

expériences,	 p-value	 ≤0,0001).	 Une	 augmentation	 par	 un	 facteur	 1,80	 est	 également	

observée	lors	de	l’infection	à	posteriori	par	le	virus	IAV-GFP	(figure	33B,	moyenne	des	

trois	expériences,	p-value	<	0,0001)	et	 lors	de	 l’infection	concomitante	des	deux	virus	

avec	un	facteur	d’augmentation	de	2,05	(figure	33A,	moyenne	des	trois	expériences,	p-

value	<0,0001).		

L’infection	par	le	virus	IAV-GFP,	qu’elle	soit	simultanée,	antérieure	ou	postérieure	

à	celle	du	virus	IBV-mCherry	a	pour	conséquence	l’augmentation	du	nombre	de	cellules	

mCherry+.	L’infection	par	le	virus	influenza	A	favorise	l’infection	par	le	virus	influenza	B.	

Pour	la	suite	des	expériences,	seule	la	condition	infection	initiale	par	IAV-GFP	suivie	1	h	

après	de	l’infection	par	IBV-mCherry	a	été	conservée	car	c’est	la	condition	donnant	lieu	à	

la	plus	forte	augmentation	de	l’infection	par	IBV.		

	

2.3. Effet	 de	 l’infection	 par	 des	 virus	 IAV-GFP	 inactivés	 aux	 ultraviolets	 sur	

l’infection	par	les	virus	IBV	

Afin	de	vérifier	si	l’augmentation	de	l’infection	par	les	virus	influenza	B	nécessite	

des	 virus	 influenza	 A	 totalement	 infectieux,	 le	 stock	 viral	 IAV-GFP	 a	 été	 inactivé	 aux	

rayonnements	UV.	Des	cellules	A549	ont	été	co-infectées	dans	les	mêmes	conditions	que	

présentées	en	figure	33C.	En	parallèle	de	ces	conditions	le	virus	IAV-GFP	non	exposé	aux	

UV	a	été	utilisé	en	contrôle.	La	proportion	de	cellules	mCherry+	en	cytométrie	en	flux	a	

été	mesurée	et	est	présentée	figure	34.		
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Figure	34	–	Effet	de	l'inactivation	aux	UV	du	virus	IAV-GFP	lors	de	la	co-infection	avec	IBV-
mCherry	
Le	virus	IAV-GFP	a	été	été	inactivé	aux	rayonnements	ultra-violets	(IAV-GFP-UV).	Des	cellules	A549	ont	été	infectées	

pendant	1	h	par	le	virus	IAV-GFP	ou	IAV-GFP-UV	puis	par	le	virus	IBV-mCherry.	Les	cellules	ont	été	fixées	6	h	après	

l’ajout	du	dernier	virus	et	 la	 fluorescence	a	été	mesurée	par	 cytométrie	en	 flux.	Les	barres	pleines	 représentent	 la	

proportion	de	cellules	fluorescentes	positives	pour	mCherry	en	absence	de	co-infections.	Les	barres	rouges	hachurées	

représentent	la	proportion	de	cellules	positives	pour	mCherry	lors	de	la	co-infection	entre	IAV-GFP	et	IBV-mCherry.	La	

proportion	de	cellules	positives	pour	mCherry	lors	de	la	co-infection	entre	IAV-GFP-UV	et	IBV-mCherry	est	représentée	

par	des	barres	à	carreaux	rouges	et	blancs.	Les	barres	représentent	la	moyenne	de	triplicats	biologiques	(±	écart-type).	

Test	ANOVA	two-way	:	comparaison	multiple,	test	de	Dunn-Sidak,	α	=	0,05	;	ns	:	non	significative	;	****	:	p-value	ajustée	

≤	0,0001.	Les	analyses	statistiques	ont	été	réalisées	avec	le	logiciel	GraphPad	Prism.	
	

La	facilitation	de	l’infection	du	virus	IBV-mCherry	lors	de	infection	préalable	par	

le	virus	IAV-GFP	(figure	34,	comparaison	barres	hachurées	et	non	hachurées)	n’est	plus	

observée	lorsque	le	virus	IAV-GFP	a	été	inactivé	aux	UV	(figure	34,	comparaison	barres	à	

carreaux	et	non	hachurées).	La	différence	de	cellules	mCherry+	observée	en	absence	ou	

en	 présence	 d’infection	 préalable	 par	 le	 virus	 IAV-GFP	 inactivé	 aux	 UV	 n’est	 pas	

significativement	différente.	Cependant,	une	différence	significative	est	observée	entre	

l’ajout	de	virus	IAV-GFP	inactivé	aux	UV	et	l’ajout	de	virus	IAV-GFP	non	inactivé	(figure	

34,	 p-value	 <	 0,0001).	 Un	 virus	 infectieux	 est	 donc	 nécessaire	 pour	 observer	 un	 effet	

facilitateur	de	IAV-GFP	sur	l’infection	par	IBV-mCherry.	

	

2.4. Effet	 de	 l’infection	 par	 la	 souche	 IAV	 (A/WSN/33)	 sur	 l’infection	 par	 la	

souche	IBV	(B/Brisbanne/60/2008)	

En	complément	des	données	obtenues	avec	les	virus	recombinants	exprimant	un	

rapporteur	fluorescent,	des	cellules	ont	été	co-infectées	dans	les	mêmes	conditions	avec	

les	virus	correspondants	non	modifiés,	A/WSN/33	et	B/Brisbanne/60/2008.	Les	virus	

ont	 été	 produits	 par	 génétique	 inverse	 puis	 amplifiés	 sur	 cellules	 MDCK	 et	 le	 titre	

infectieux	a	été	déterminé	par	la	méthode	de	plage	de	lyse.	Les	conditions	de	co-infections	
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sont	les	mêmes	que	celles	présentées	en	III.2	avec	une	étape	supplémentaire	de	marquage	

de	 la	 nucléoprotéine	 virale	 de	 IAV	 et	 IBV	 à	 l’aide	 d’anticorps	 spécifiques.	 L’intensité	

moyenne	et	médiane	de	fluorescence	pour	le	virus	IBV	a	été	mesurée	pour	les	conditions	

d’infection	ou	de	co-infections	et	les	données	sont	présentées	sur	la	figure	35.	

	

Figure	35	–	Intensité	moyenne	et	médiane	de	fluorescence	lors	de	la	co-infection	entre	IAV	
et	IBV	
Des	cellules	A549	ont	été	infectées	durant	1	h	par	le	virus	A/WSN/33	puis	co-infectées	par	le	virus	B/Brisbane/60/2008	

durant	6	h.	Les	cellules	ont	ensuite	été	fixées	et	un	marquage	de	la	nucléoprotéine	virale	à	l’aide	d’anticorps	spécifiques	

a	été	réalisé.	La	fluorescence	a	été	mesurée	par	cytométrie	en	flux	suite	à	l’ajout	d’anticorps	secondaires	couplés	à	un	
fluorochrome.	Les	barres	pleines	représentent	l’intensité	moyenne	ou	médiane	de	fluorescence	lors	de	l’infection	seule	

par	le	virus	IBV	en	contrôle.	Les	barres	hachurées	représentent	l’intensité	moyenne	ou	médiane	de	fluorescence	lors	de	

la	co-infection	par	le	virus	IAV	et	IBV.		
	

Lors	de	la	co-infection	entre	les	virus	IAV	et	IBV,	une	augmentation	de	la	valeur	

moyenne	 et	 de	 la	 valeur	 médiane	 de	 fluorescence	 correspondant	 au	 virus	 IBV	 est	

observée	en	comparaison	à	l’absence	de	co-infections.	L’augmentation	est	plus	marquée	

pour	 l’expérience	2.	 Ces	 observations	 vont	 dans	 le	 sens	 des	 observations	précédentes	

concernant	 l’augmentation	de	 la	proportion	de	cellules	positives	en	cytométrie	en	 flux	

lors	de	la	co-infection	hétérotypique	entre	IAV	et	IBV.	L’infection	préalable	des	cellules	

A549	par	un	virus	IAV	semble	donc	augmenter	l’intensité	de	fluorescence	mesurée	pour	

le	virus	IBV.	

	

2.5. L’entrée	virale	et	les	étapes	de	transcription/réplication	du	virus	IAV	sont	

nécessaires	pour	la	facilitation	de	l’infection	par	le	virus	IBV	

Par	la	suite,	nous	avons	cherché	quelles	étaient	les	étapes	du	cycle	viral	du	virus	

IAV	nécessaires	afin	d’observer	un	effet	facilitateur	de	l’infection	par	IBV.	Pour	cela	nous	

avons	 utilisé	 de	 l’amantadine,	 ciblant	 l’étape	 d’entrée	 virale,	 du	 pimodivir	 et	 de	 la	

nucleozin,	 ciblant	 les	 étapes	 de	 transcription/réplication.	 Ces	 drogues	 ont	 une	 action	
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spécifique	contre	les	virus	IAV	et	sont	donc	sans	effet	sur	les	virus	IBV.	Le	fond	génétique	

du	virus	IAV	étant	 la	souche	A/WSN/33	naturellement	résistante	à	 l’amantadine,	nous	

avons	produit	et	caractérisé	un	virus	recombinant	permettant	l’expression	de	la	protéine	

GFP	 et	 présentant	 la	 mutation	 N31S	 sur	 la	 protéine	 M2,	 conférant	 une	 sensibilité	 à	

l’amantadine.	 Pour	 ces	 expériences,	 en	 association	 avec	 le	 virus	 IAV-N31S-GFP,	 nous	

avons	utilisé	deux	stocks	de	virus	IBV-mCherry	différents	de	celui	précédemment	utilisé	

(figure	36).	

	

Figure	36	–	Effet	de	l'inhibition	de	l'entrée	virale	et	de	la	transcription/réplication	virale	
sur	les	infections	hétérotypiques	IAV/IBV	
Des	cellules	A549	ont	été	infectées	par	le	virus	IAV-N31S-GFP	puis	1	h	après	par	un	virus	IBV-mCherry	provenant	de	

deux	stocks	différents	(A.	et	B.)	en	présence	ou	en	absence	de	drogues	aux	concentrations	indiquées.	Les	cellules	ont	

été	fixées	6	h	après	l’ajout	du	dernier	virus	et	la	fluorescence	a	été	mesurée	par	cytométrie	en	flux.	Les	barres	pleines	

représentent	la	proportion	de	cellules	fluorescentes	en	absence	de	co-infections.	Les	barres	hachurées	représentent	la	

proportion	 de	 cellules	 fluorescentes	 lors	 de	 la	 co-infection	 entre	 IAV-N31S-GFP	 et	 IBV-mCherry.	 Les	 barres	

représentent	 la	 moyenne	 de	 triplicats	 biologiques	 (±	 écart-type).	 La	 figure	 est	 représentative	 de	 3	 expériences	

indépendantes	réalisées	en	triplicats.	Test	ANOVA	Three-way	:	comparaison	multiple,	test	de	Tukay,	α	=	0,05	;	ns	:	non	

significative	;	****	:	p-value	ajustée	≤	0,0001.	Les	analyses	statistiques	ont	été	réalisées	avec	le	logiciel	GraphPad	Prism.	

	

L’effet	précédemment	observé	de	facilitation	de	l’infection	de	IBV-mCherry	lors	de	la	co-

infection	par	IAV-N31S-GFP	est	retrouvé	ici	et	de	manière	similaire	pour	les	deux	stocks	

viraux	IBV	utilisés.	L’effet	inhibiteur	de	l’infection	par	IAV-GFP	lors	de	la	co-infection	par	

IBV-mCherry	est	également	retrouvé	mais	est	moins	marqué	que	précédemment.	
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Lors	de	l’utilisation	d’amantadine,	de	pimodivir	ou	de	nucleozin,	la	fluorescence	observée	

pour	le	virus	IAV-N31S-GFP	est	fortement	réduite	(p-value	<	0,0001)	en	comparaison	à	

l’absence	de	drogue,	ce	qui	confirme	la	sensibilité	du	virus	aux	concentrations	utilisées	

pour	les	différentes	drogues.	Un	effet	moins	marqué	peut	cependant	être	observé	lors	de	

l’utilisation	 d’amantadine,	 résultant	 en	 un	 pourcentage	 de	 cellules	 fluorescentes	

avoisinant	les	20%.	Comme	attendu,	les	différentes	drogues	utilisées	n’ont	pas	d’effet	sur	

l’infection	par	le	virus	IBV-mCherry.		

En	 présence	 de	 pimodivir	 ou	 de	 nucleozin,	 inhibant,	 in	 fine,	 les	 étapes	 de	

transcription/réplication,	l’effet	facilitateur	du	virus	IAV-N31S-GFP	sur	l’infection	par	le	

virus	 IBV-mCherry	 n’est	 plus	 observée	 (p-value	 <	 0,0001).	 Les	 étapes	 de	

transcription/réplication	du	virus	IAV	semblent	donc	nécessaires	afin	d’observer	un	effet	

sur	le	virus	IBV-mCherry.		

Toutefois,	 lors	 de	 l’utilisation	 d’amantadine,	 un	 effet	 facilitateur	 est	 tout	 de	 même	

observé.	Nous	pouvons	 cependant	 observer	 que	 l’inhibition	de	 l’entrée	 des	 virus	 IAV-

N31S-GFP	n’est	pas	totale,	une	partie	des	virions	pourrait	donc	entrer	dans	les	cellules	et	

permettre	la	facilitation	de	l’infection	par	IBV-mCherry.	

Nous	 avons	 montré	 que	 les	 étapes	 de	 transcription/réplication	 des	 virus	 IAV	 sont	

nécessaires	afin	de	 favoriser	 l’infection	par	 les	virus	 IBV	 lors	de	co-infections.	 Il	 serait	

intéressant	d’identifier	les	mécanismes	régissant	ce	phénomène.	
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Discussion	

Les	 évènements	 de	 co-infections	 jouent	 un	 rôle	 majeur	 dans	 l’évolution	 des	 virus	

influenza	en	permettant	la	réalisation	d’évènements	de	complémentations	entre	génomes	

défectifs	et	de	réassortiments.	Les	mécanismes	régissant	la	permission	ou	l’exclusion	de	

super-infections	 entre	 les	 virus	 influenza	 ne	 sont	 pas	 bien	 caractérisés.	 Durant	 ces	

travaux	 nous	 avons	 optimisé	 un	 modèle	 probabilistique	 permettant	 d’estimer	 la	

fréquence	 d’agrégation	 chez	 le	 VSV	 à	 partir	 de	 la	 proportion	 de	 cellules	 co-infectées	

mesurées	par	cytométrie	en	flux.	Le	modèle	optimisé	a	été	utilisé	afin	de	mesurer	l’impact	

de	la	balance	hémagglutinine/neuraminidase	sur	la	fréquence	de	co-infections	entre	virus	

influenza	 et	 d’estimer	 le	 rôle	 de	 la	 fréquence	 d’agrégation	 sur	 la	 modulation	 des	 co-

infections.	 Ce	modèle	 utilise	 plusieurs	 couples	 de	 virus	 recombinants	 qui	 permettent	

l’expression	d’un	rapporteur	fluorescent	et	ainsi	la	quantification	de	la	fréquence	de	co-

infections	 par	 analyse	 numérique	 des	 données	 obtenues	 par	 cytométrie	 en	 flux.	 Dans	

cette	section,	nous	présenterons	les	avantages	et	les	limites	du	modèle	optimisé	ainsi	que	

les	 contraintes	 liées	 à	 son	 utilisation.	 Nous	 discuterons	 également	 de	 l’importance	 de	

l’identification	 de	 facteurs	 jouant	 un	 rôle	 dans	 la	 modulation	 de	 la	 fréquence	 de	 co-

infections	entre	les	virus	influenza.	L’utilisation	de	ce	système	de	mesure	n’a	pas	permis	

de	 montrer,	 dans	 les	 conditions	 fixées,	 une	 différence	 significative	 de	 l’impact	 de	 la	

balance	 hémagglutinine/neuraminidase	 sur	 la	 fréquence	 de	 co-infections	 entre	 virus	

influenza	 A.	 Cependant	 le	 système	 développé	 pourra	 être	 utilisé	 pour	 tester	 l’effet	

d’autres	facteurs	cellulaires	et	viraux	sur	la	fréquence	de	co-infections.	

Nous	avons	également	montré	que	l’infection	préalable	de	cellules	alvéolaires	humaines	

A549	par	un	virus	 influenza	A	augmentait	 la	 sensibilité	à	 l’infection	successive	par	un	

virus	influenza	B	mais	également	l’intensité	de	l’infection.	Les	données	obtenues	seront	

également	discutées	dans	cette	section.	De	possibles	éléments	mécanistiques	régissant	

les	effets	observés	seront	également	présentés.	
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I. Avantages	et	limites	du	système	de	mesure	de	la	fréquence	de	

co-infections	chez	les	virus	influenza	A	par	cytométrie	en	flux	

L’utilisation	 de	 virus	 exprimant	 des	 rapporteurs	 fluorescents	 ou	 luminescents	

pour	l’étude	de	l’infection	ou	de	la	réplication	des	virus	influenza	est	fréquemment	décrite	

[270,	 271].	 Une	 première	 approche	 pouvant	 être	 utilisée	 repose	 sur	 l’expression	 d’un	

rapporteur	 fusionné	 à	 une	 protéine	 virale.	 Cependant,	 cette	méthode	 d’expression	 de	

rapporteurs	 peut	 conduire	 à	 une	 diminution	 du	 titre	 infectieux	 ou	 des	 capacités	

réplicatives	 en	 comparaison	 au	 virus	 de	 référence,	 voire	 à	 la	 perte	 du	 signal	 du	

rapporteur.	Une	seconde	approche	repose	sur	l’insertion	de	la	séquence	codant	pour	un	

peptide	2A	entre	 la	séquence	codant	une	protéine	virale,	par	exemple	PB2,	et	celle	du	

rapporteur	fluorescent	[91,	271].	L’utilisation	du	site	de	séparation	co-traductionnelle	2A	

présente	l’avantage	de	ne	pas	fusionner	directement	les	deux	protéines	et	ainsi	de	ne	pas	

porter	atteinte	à	la	structure	ou	à	la	fonction	de	la	protéine	PB2	[91].	Le	titre	viral	obtenu	

pour	 les	 virus	 fluorescents	 n’est	 alors	 pas	 ou	 peu	différent	 du	 virus	 de	 référence.	 Les	

signaux	d’encapsidation	des	segments	génomiques	viraux	se	trouvant	sur	les	régions	non	

codantes	 et	 chevauchants	 sur	 une	 partie	 de	 la	 séquence	 codante,	 il	 est	 nécessaire	 de	

dupliquer	la	fin	de	la	séquence	codante	en	aval	de	la	séquence	du	rapporteur.	De	ce	fait,	

la	 fin	 de	 la	 séquence	 codant	 effectivement	 pour	 la	 protéine	 PB2	 (en	 amont	 du	 gène	

rapporteur)	 a	 été	modifiée	 afin	 de	 limiter	 la	 recombinaison	 entre	 les	 deux	 séquences	

dupliquées,	 et	 la	 perte	 de	 la	 séquence	 codant	 pour	 le	 rapporteur	 fluorescent.	 Des	

constructions	similaires	impliquant	les	segments	1,	2	et	3	ont	été	évaluées	et	nous	avons	

observé	 une	 meilleure	 stabilité	 lors	 de	 l’insertion	 de	 la	 séquence	 codant	 pour	 un	

rapporteur	dans	le	segment	1	(données	non	publiées	et	[266]).	L’absence	de	diminution	

du	 titre	 infectieux	de	 ces	virus	pourrait	 également	 s’expliquer	par	 l’optimisation	de	 la	

séquence	nucléotidique	codant	pour	le	rapporteur	fluorescent	mCherry	ou	GFP.	En	effet,	

les	codons	minoritairement	utilisés	ont	été	remplacés	par	un	codon	synonyme	plus	utilisé	

par	 les	virus	 influenza	 [268].	Une	étude	publiée	plus	 récemment	 suggère	que	certains	

codons	 pourraient	 stabiliser	 la	 fixation	 de	 la	 polymérase	 et	 ainsi	 limiter	 la	 perte	 du	

rapporteur	 [272].	 Nous	 avons	 donc	 produit	 et	 caractérisé	 des	 virus	 recombinants	

fluorescents	dont	 l’expression	du	rapporteur	n’affecte	pas	 les	capacités	réplicatives	du	

virus.	L’utilisation	de	ces	virus	modifiés	est	cependant	 limitée	par	 la	disponibilité	d’un	

système	 de	 génétique	 inverse.	 De	 même,	 l’insertion	 de	 la	 séquence	 codant	 pour	 un	
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rapporteur	fluorescent	peut	ne	pas	être	tolérée	de	manière	identique	par	les	différents	

segments	et	les	différentes	souches.	

A	 partir	 de	 la	 proportion	 de	 cellules	 simples	 et	 doubles	 positives	 pour	 GFP	 et	

mCherry	 en	 cytométrie	 en	 flux,	 la	 proportion	 réelle	 de	 cellules	 co-infectées	 a	 été	

déterminée	numériquement	pour	chacune	des	conditions	testées.	Le	modèle	initial	utilisé	

par	 l’équipe	 de	 Rafael	 Sanjuan	 [6]	 permet	 d’estimer	 la	 fréquence	 d’agrégation	 entre	

particules	virales	de	VSV	à	partir	de	la	proportion	de	cellules	infectées.	Dans	le	modèle	

initial,	 seules	 des	 unités	 infectieuses	 composées	 d’un	 ou	 de	 deux	 virions	 ont	 été	

considérées	et	seule	l’agrégation	par	une	ou	deux	unités	infectieuses	a	été	considérée.	Au	

total	 seules	 trente	conditions	d’agrégations	ont	été	estimées	avec	 leur	modèle.	Le	VSV	

présente	une	morphologie	homogène	dite	en	«	balle	de	 fusil	»	contrairement	aux	virus	

influenza	 présentant	 des	 particules	 sphériques,	 sphéroïdiques	 et	 filamenteuses	 [118,	

273].	La	 forme	des	 filaments	pour	 les	virus	 influenza	pouvant	atteindre	 le	micromètre	

contre	une	centaine	de	nanomètres	pour	le	VSV,	la	probabilité	de	contact	entre	plusieurs	

particules	virales	pourrait	alors	être	plus	élevée.	La	probabilité	de	former	des	agrégats	

pourrait	 ainsi	 être	 augmentée.	 Ce	 paramètre	 a	 été	 pris	 en	 considération	 lors	 de	

l’optimisation	du	modèle	avec	l’inclusion	d’unités	infectieuses	composées	d’une,	deux	ou	

trois	particules	virales	et	d’agrégats	composés	d’une,	deux	ou	trois	unités	infectieuses.	Le	

modèle	optimisé	prend	donc	en	compte	cent	soixante	et	onze	possibilités	d’agrégations	

entre	 particules	 virales.	 Ce	 modèle	 optimisé	 permet	 donc	 de	 travailler	 avec	 des	

échantillons	 infectés	 par	 un	 plus	 grand	 nombre	 de	 particules	 virales	 et	 permet	 de	

diminuer	la	proportion	d’agrégats	négligés.	L’optimisation	du	modèle	afin	de	tenir	compte	

d’unités	infectieuses	composées	de	plus	de	trois	particules	virales	et	d’agrégats	composés	

de	plus	 de	 trois	 unités	 infectieuses	 serait	 possible.	 Lors	 du	 calcul	 de	 la	 proportion	de	

cellules	non	infectées	ou	infectées	par	une,	deux	ou	trois	unités	infectieuses,	la	somme	des	

proportions	𝑃0 + 𝑃1 + 𝑃2 + 𝑃3	était	supérieure	ou	égale	à	90%	des	évènements	totaux	
d’infections	pour	 les	échantillons	non	dilués.	Dès	 les	premières	dilutions,	cette	somme	

atteignait	très	rapidement	plus	de	95%,	permettant	d’atteindre	le	seuil	fixé	de	99,7%	aux	

dilutions	suivantes.	Ainsi,	il	n’a	pas	été	jugé	nécessaire	d’implémenter	le	modèle	suite	à	

l’analyse	des	résultats	obtenus	puisque	nous	possédions	 trois	dilutions	conservables	a	

minima	pour	chacun	des	échantillons.	Implémenter	le	modèle	pour	prendre	en	compte	

plus	d’évènements	aurait	pu	permettre	d’utiliser	des	échantillons	moins	dilués.	
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La	fréquence	de	co-infections	est	donc	estimée	à	partir	d’un	modèle	numérique	

utilisant	 les	 proportions	 observées	 de	 cellules	 simples	 ou	 doubles	 positives	 par	

cytométrie	en	flux	pour	calculer	la	proportion	réelle	de	cellules	co-infectées	et	estimer	la	

fréquence	 d’agrégation.	 L’analyse	 numérique	 des	 données	 est	 nécessaire,	 l’utilisation	

immédiate	 de	 la	 proportion	 de	 cellules	 doubles	 positives	 comme	 indicateur	 de	 la	

proportion	 de	 cellules	 co-infectées	 et	 donc	 de	 la	 fréquence	 de	 co-infections	 n’est	 pas	

possible.	Cette	impossibilité	est	caractérisée	par	(i)	la	présence	de	cellules	pouvant	être	

infectées	par	plusieurs	particules	virales	permettant	l’expression	d’un	même	rapporteur	

fluorescent	et	(ii)	par	une	probabilité	différente	pour	une	cellule	d’être	infectée	par	une	

particule	virale	permettant	l’expression	de	mCherry	ou	une	particule	virale	permettant	

l’expression	 de	 GFP.	 Pour	 (i),	 une	 cellule	 infectée	 par	 plus	 d’une	 particule	 virale	

permettant	 l’expression	 du	 même	 rapporteur	 fluorescent	 est	 comptabilisée	 comme	

simple	 positive	 tout	 en	 étant	 co-infectée,	 la	 fréquence	 de	 co-infections	 est	 alors	 sous-

estimée.	 Il	 est	 donc	 nécessaire	 de	 déterminer	 la	 proportion	 de	 chacune	 des	 unités	

infectieuses	et	de	chacun	des	agrégats	par	cellule	afin	de	déterminer	la	proportion	réelle	

de	cellules	co-infectées.	Pour	(ii),	lors	de	l’utilisation	de	deux	stocks	viraux,	si	le	mélange	

de	virus	n’est	pas	parfaitement	équiproportionnel,	la	probabilité	pour	une	cellule	d’être	

infectée	 par	 l’un	 ou	 l’autre	 virus	 est	 différente.	 La	 probabilité	 pour	 une	 cellule	 d’être	

infectée	par	 le	virus	minoritaire	sera	moins	 importante	que	celle	d’être	 infectée	par	 le	

virus	 majoritairement	 présent.	 De	 ce	 fait,	 lors	 de	 co-infections,	 l’assimilation	 de	 la	

proportion	 de	 cellules	 doubles	 positives	 en	 cytométrie	 à	 la	 proportion	 de	 cellules	 co-

infectées	 serait	 erronée.	 De	 plus,	 les	 virus	 influenza	 présentent	 un	 grand	 nombre	 de	

particules	dites	défectives	[132].	Ces	particules	ne	permettent	pas,	seules,	la	réalisation	

d’une	infection	productive.	Lors	de	la	co-infection	entre	deux	particules	défectives	–	semi-

infectieuses	 par	 exemple	 –	 une	 complémentation	 entre	 les	 particules	 virales	 peut	

permettre	la	restauration	des	capacités	infectieuses	et	ainsi	l’émission	de	fluorescence.	

Une	 proportion	 différente	 en	 particules	 défectives	 entre	 les	 différents	 stocks	 viraux	

pourrait	induire	un	biais	lors	de	l’analyse	en	augmentant	ou	diminuant	la	probabilité	de	

complémentation	entre	génomes	défectifs.	La	proportion	de	cellules	fluorescentes	serait	

alors	influencée	par	la	proportion	en	particules	défectives	des	stocks	et	la	proportion	de	

cellules	co-infectées	serait	ainsi	erronée.	Afin	de	réduire	cet	effet,	le	ratio	entre	le	titre	en	

particules	physiques	–	estimé	par	RT-qPCR	–	et	le	titre	en	particules	infectieuses	–	estimé	

par	 la	méthode	de	titrage	en	plages	de	 lyse	–	a	été	comparé	entre	 les	différents	stocks	
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viraux	et	l’utilisation	de	stocks	présentant	un	ratio	similaire	a	été	privilégiée.	Cependant	

cette	 méthode	 ne	 permet	 pas	 de	 quantifier	 précisément	 ou	 d’identifier	 le	 type	 de	

particules	 défectives	 présentes	mais	 permet	 d’approximer	 la	 proportion	 de	 particules	

non-infectieuses	 dans	 les	 stocks.	 Les	 méthodes	 de	 détection	 classiquement	 utilisées	

reposent	sur	le	séquençage	par	NGS	des	stocks	viraux	suivi	d’une	analyse	bioinformatique	

afin	d’identifier	et	de	quantifier	certaines	mutations	et	délétions	[274,	275].	Deux	études	

récentes	ont	comparé	 la	proportion	de	génomes	défectifs	entre	différentes	souches	de	

virus	 influenza	 et	 décrit	 la	 nature	 de	 ces	 délétions	 [276,	 277].	 Le	modèle	 optimisé	 et	

l’utilisation	de	stocks	présentant	un	ratio	similaire	de	particules	physiques	par	particule	

infectieuse	 ne	 permet	 pas	 d’estimer	 cette	 proportion	 mais	 permet	 toutefois	 de	

s’affranchir	 du	 biais	 associé.	 En	 effet,	 lors	 de	 la	 détermination	 des	 valeurs	 de	 R	 et	 V	

permettant	la	résolution	des	équations	de	PR,	PV	et	PRV,	les	données	observées	et	calculées	

sont	comparées.	La	linéarité	de	l’équation	valeur_observée	=	f(valeur_calculée)	permet	de	

valider	 la	pertinence	du	modèle	et	ainsi	de	calculer	 la	proportion	réelle	de	cellules	co-

infectées.	 Cette	méthode	 de	 calcul	 permet	 ainsi	 de	 s’affranchir	 des	 biais	 (i)	 et	 (ii)	 en	

estimant	le	nombre	de	particules	non	agrégées	afin	de	recalculer	toutes	les	combinaisons	

possibles	d’unités	infectieuses	et	d’agrégats.		

Le	 modèle	 a	 été	 utilisé	 afin	 de	 mesurer	 l’effet	 d’une	 condition	 donnée	 sur	 la	

fréquence	 de	 co-infections.	 Cependant,	 ce	 modèle	 permet	 également	 d’estimer	 l’effet	

d’une	condition	sur	l’agrégation	virale	même	en	absence	de	modification	de	la	fréquence	

de	co-infections	totale.	Un	nombre	n	de	cellules	pourrait	présenter	une	proportion	C	de	

cellules	co-infectées	avec	une	majorité	de	cellules	infectées	par	au	moins	deux	particules	

virales	isolées	et	une	minorité	par	des	agrégats	d’au	moins	deux	particules.	Une	condition	

favorisant	 l’agrégation	pourrait	permettre	 l’agrégation	entre	deux	particules	virales	et	

diminuer	le	nombre	de	particules	isolées.	La	proportion	globale	de	cellules	co-infectées	

n’en	serait	pas	modifiée	contrairement	à	la	répartition	entre	les	formes	d’agrégats.	Cette	

condition	pourrait	être	particulièrement	vraie	à	forte	MOI	avec	une	forte	proportion	de	

cellules	co-infectées.	Le	modèle	permet	donc	de	mesurer	l’impact	d’un	facteur	ou	d’une	

condition	sur	 la	 fréquence	de	co-infections	et	permet	d’estimer	 la	répartition	entre	 les	

différentes	formes	d’agrégats	entre	particules	virales.		

Les	méthodes	de	détection	des	co-infections	classiquement	utilisées	présentent	un	

certain	nombre	de	limites	pouvant	être	évitées	par	le	système	développé	et	présenté	au	

cours	 de	 ces	 travaux.	 En	microscopie	 photonique,	 la	 détection	 repose	 sur	 l’utilisation	
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d’anticorps	dirigés	contre	une	protéine	virale	couplés	à	un	rapporteur.	Il	est	à	noter	que	

la	 détection	 de	 virus	 influenza	 exprimant	 un	 rapporteur	 fluorescent	 dans	 des	 cellules	

MDCK	 infectées	 a	 été	 possible	 par	 microscopie	 confocale	 [278].	 L’utilisation	 de	 la	

microscopie	photonique	et	son	développement	dans	la	détection	des	infections	virales	est	

présenté	en	[279].	Le	premier	facteur	limitant	attenant	à	ces	méthodes	est	le	nombre	de	

cellules	analysables.	Malgré	l’automatisation	de	l’acquisition	des	images,	la	microscopie	

photonique	ne	peut	pas	permettre	d’analyser	dans	un	court	délai	un	très	grand	nombre	

de	cellules	contrairement	à	la	cytométrie	en	flux.	A	titre	indicatif	le	cytomètre	utilisé	lors	

des	acquisitions	(Attune	NxT,	Thermofisher)	permet	un	traitement	de	1	mL	de	suspension	

cellulaire	 par	 minute	 indépendamment	 du	 nombre	 de	 cellules	 présentes	 dans	

l’échantillon,	portant	le	nombre	de	cellules	analysées	par	minute	à	plusieurs	dizaines	de	

milliers.	En	plus	du	temps	d’acquisition	des	images,	le	traitement	du	signal	en	microscopie	

est	 complexe	 et	 chronophage.	 La	 cytométrie	 en	 flux	 permet	 de	 traiter	 de	 manière	

automatisée	un	grand	nombre	d’échantillons	et	le	traitement	du	signal	de	fluorescence	ne	

nécessite	que	quelques	heures	avant	l’analyse	numérique	par	le	modèle	probabilistique.	

L’utilisation	de	la	cytométrie	en	flux	afin	d’estimer	la	fréquence	de	co-infections	permet	

donc	un	gain	de	temps	rendant	possible	l’analyse	d’échantillons	plus	conséquents	sur	une	

plus	courte	période	de	temps,	augmentant	le	nombre	de	cellules	analysées	et	donc	la	force	

statistique	lors	de	l’analyse	des	résultats.			

Au	 cours	 de	 ces	 travaux,	 nous	 avons	 donc	 optimisé	 un	 système	 permettant	

initialement	 de	 mesurer	 la	 fréquence	 de	 co-infections	 entre	 particules	 virales	 par	

cytométrie	en	flux	pour	le	VSV	afin	de	permettre	l’estimation	de	la	fréquence	d’agrégation	

chez	les	virus	influenza	A.	Ce	système	optimisé	a	permis	de	mesurer	l’effet	d’un	facteur	

viral	 sur	 la	 fréquence	 de	 co-infections.	 Il	 aurait	 toutefois	 été	 intéressant	 de	 valider	 la	

capacité	du	modèle	à	détecter	des	variations	dans	la	fréquence	de	co-infections	et	ainsi	

d’estimer	des	variations	dans	l’agrégation	entre	particules	virales.	L’utilisation	d’un	stock	

de	 virus	 influenza	 A	 exposé	 à	 différentes	 concentrations	 en	 Ca2+	 ou	 Mg2+	 pourrait	

favoriser	 l’agrégation	 entre	 particules	 virales	 et	 ainsi	 être	 utilisé	 pour	 valider	

biologiquement	le	modèle[57].	Enfin,	le	système	optimisé	pourrait	permettre	d’apporter	

des	éléments	de	réponse	sur	 les	conditions	favorisant	 les	réassortiments	nécessaires	à	

l’évolution	des	virus	influenza	A.	

Les	 co-infections,	 en	 modulant	 la	 diversité	 virale,	 en	 permettant	 l’échappement	 à	 la	

réponse	cellulaire	à	l’infection	ou	en	augmentant	la	transmissibilité	inter-/intra-hôte,	par	
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exemple,	pourraient	également	jouer	un	rôle	important	chez	d’autres	virus	(segmentés	

ou	non).	Le	développement	des	technologies	de	NGS	associées	aux	méthodes	de	détection	

des	 co-infections	 à	 l’échelle	 cellulaire	 ou	 globale,	 pourraient	 permettre	 d’apporter	 de	

nouvelles	connaissances	sur	l’évolution	ou	la	dynamique	virale.	Ainsi	le	système	présenté	

ici	pourrait	être	utilisé	pour	mesurer	la	fréquence	de	co-infection	et	estimer	l’agrégation	

entre	particules	virales	pour	d’autres	virus.	
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II. Identification	de	facteurs	cellulaires	et	viraux	pouvant	affecter	

la	fréquence	de	co-infections	

Au	cours	de	ces	travaux	nous	avons	cherché	à	mesurer	l’effet	d’une	modification	

dans	la	balance	entre	l’activité	des	glycoprotéines	de	surface	des	virus	influenza	A,	HA	et	

NA,	 sur	 la	 fréquence	 de	 co-infections.	Nos	 expériences	 n’ont	 pas	 permis	 de	mettre	 en	

évidence	de	différence	significative	pour	les	conditions	choisies.	L’hémagglutinine	utilisée	

pour	les	deux	couples	de	virus	produits	provient	de	la	souche	A/Paris/644/2007,	ayant	

circulée	lors	de	la	saison	2007/2008.	La	neuraminidase	provient,	pour	le	premier	couple	

H275,	 de	 la	 souche	 A/Paris/497/2007	 et,	 pour	 le	 second	 couple	 Y275,	 de	 la	 souche	

A/Paris/1170/2008.	 La	 séquence	protéique	de	 la	HA	utilisée	 est	 identique	 à	 celle	des	

deux	souches	A/Paris/497/2007	et	A/Paris/1170/2008.	Concernant	la	neuraminidase,	

nous	avons	choisi	d’utiliser	les	protéines	provenant	de	souches	ayant	circulées	lors	de	la	

saison	2007/2008	afin	d’utiliser	des	combinaisons	de	balance	HA/NA	n’altérant	pas	les	

capacités	 réplicatives	 des	 virus.	 Ce	 choix	 repose	 sur	 des	 données	 publiées	 montrant	

l’importance	 d’un	 certain	 état	 d’équilibre	 entre	 l’activité	 des	 deux	 glycoprotéines	 de	

surface	afin	de	permettre	 l’infection	virale.	Un	équilibre	serait	par	exemple	nécessaire	

dans	 les	 étapes	 d’attachement	 du	 virus	 à	 son	 récepteur,	 d’endocytose	 lors	 de	 l’entrée	

virale	 et	 de	 détachement	 des	 particules	 virales	 néo-formées	 [280].	 La	 balance	HA/NA	

jouerait	également	un	rôle	lors	de	la	progression	du	virus	au	travers	du	mucus	afin	de	

permettre	 l’accès	 des	 particules	 virales	 à	 la	 surface	 cellulaire	 [281].	 Nous	 avons	 donc	

choisi	 une	 combinaison	 viable	 de	 balance	 HA/NA	 lors	 de	 notre	 étude.	 Les	 résultats	

obtenus	peuvent	être	en	partie	expliqués	par	(i)	les	propriétés	enzymatiques	des	deux	NA	

et	(ii)	par	les	combinaisons	de	balance	HA/NA	choisies.	Concernant	(i),	le	choix	des	deux	

NA	a	été	fait	sur	une	différence	dans	la	valeur	de	la	constante	de	Michaelis-Menten	(Km),	

représentative	de	l’affinité	d’une	enzyme	pour	son	substrat.	Notre	hypothèse	de	travail	

repose	 sur	 la	 proportion	d’agrégation	 entre	 particules	 virales	 ayant	 une	même	HA	 en	

fonction	du	Km	de	la	neuraminidase.	La	NA	du	couple	H275	(Km	=	7,5µM)	étant	2,42	fois	

plus	 affine	 que	 la	 NA	 du	 couple	 Y275	 (Km	 =	 18,2	 µM),	 la	 proportion	 d’agrégats	 est	

supposée	 plus	 faible	 pour	 le	 couple	H275.	 Toutefois	 il	 aurait	 été	 intéressant	 d’inclure	

d’autres	paramètres	enzymatiques	comme	la	vitesse	maximale	de	la	réaction	Vm	lors	du	

choix	 du	 couple	 à	 utiliser.	 Une	 variation	 dans	 la	 Vm	 entre	 les	 deux	 neuraminidases	

pourrait,	par	exemple,	limiter	les	effets	observés.	Nous	ne	pouvons	pas	exclure	qu’une	NA	

présentant	 une	 forte	 affinité	 pour	 son	 substrat	 et	 une	 faible	 Vm	 donne	 des	 résultats	



 

 130 

identiques	à	une	NA	possédant	une	faible	affinité	pour	son	substrat	et	une	Vm	forte.	Le	

nombre	de	molécules	de	HA	et	de	NA	à	la	surface	pourrait	avoir,	en	plus	de	propriétés	

enzymatiques	 différentes,	 un	 impact	 sur	 l’agrégation	 entre	 particules	 virales.	 Cette	

différence	est	une	hypothèse	émise	afin	d’expliquer	partiellement	l’absence	de	différence	

significative	 entre	 les	 deux	 couples	 de	 virus.	 Concernant	 (ii),	 la	 balance	 HA/NA	 de	 la	

souche	A/Paris/497/2007	est	déséquilibrée	en	faveur	de	la	NA,	avec	une	forte	activité	

neuraminidase.	En	2007,	l’introduction	de	la	mutation	H275Y	dans	la	NA	a	réduit	l’activité	

neuraminidase,	et	ainsi	rétabli	un	état	d’équilibre	dans	la	balance	HA/NA	[253].	Cet	état	

initial	de	déséquilibre	pourrait	limiter	l’agrégation	entre	particules	virales	en	clivant	les	

interactions	entre	virions.	L’introduction	de	la	mutation	H275Y,	en	limitant	la	dissociation	

des	agrégats	viraux,	pourrait	permettre,	in	fine,	de	favoriser	les	co-infections.	Cependant	

cette	 favorisation	minime	de	 l’agrégation	pourrait	ne	pas	être	suffisante	pour	avoir	un	

impact	 sur	 la	 fréquence	 de	 co-infections	 dans	 les	 conditions	 testées.	 C’est	 pourquoi	 il	

serait	 intéressant	de	 tester	d’autres	combinaisons	de	HA/NA	afin	de	maximiser	 l’écart	

entre	 les	 balances	 HA/NA,	 ce	 qui	 pourrait	 avoir	 pour	 effet	 d’augmenter	 la	 fréquence	

d’agrégations	 et	 de	 co-infections.	 Toutefois,	 cette	 augmentation	 pourrait	 altérer	 les	

capacités	réplicatives	des	virus	et	rendrait	difficile	la	comparaison	entre	les	différentes	

conditions.	Le	système	de	mesure	optimisé	pourrait	permettre	de	comparer	 toutes	 les	

combinaisons	d’agrégats	entre	unités	infectieuses	dans	les	différentes	conditions,	ce	qui	

permettrait	de	statuer	sur	l’impact	de	la	balance	HA/NA	sur	la	proportion	d’agrégation	en	

plus	de	 la	 fréquence	de	co-infections.	Nous	avons	comparé	ces	différentes	proportions	

pour	 nos	 différents	 échantillons	 et	 aucune	 différence	 significative	 n’a	 été	 mise	 en	

évidence.	 Toutefois,	 l’étude	 de	 l’impact	 de	 la	 balance	 HA/NA	 sur	 la	 fréquence	 de	 co-

infections	reste	complexe.	En	effet,	la	régulation	de	la	balance	HA/NA	est	multifactorielle	

et	la	seule	différence	de	propriétés	enzymatiques	de	la	NA	ne	peut	suffire	à	expliquer	de	

possibles	variations.	Une	compensation	fonctionnelle	de	la	HA	a	par	exemple	été	décrite	

pour	des	virus	H3N2	possédant	une	version	déficiente	de	la	NA.	Ces	virus	possèdent	une	

HA	dont	l’affinité	pour	le	récepteur	est	très	faible	afin	de	compenser	la	perte	d’activité	de	

la	NA	lors	du	bourgeonnement	à	la	surface	cellulaire	[282].	D’autres	virus	H3N2	ont	été	

décrits	 comme	 possédant	 une	 neuraminidase	 capable	 de	 se	 lier	 au	 récepteur	 grâce	 à	

l’acquisition	de	la	mutation	D151G	[283].	La	distribution	en	surface	des	protéines	HA	et	

NA	a	également	été	décrite	comme	asymétrique,	permettant	la	formation	de	zones	plus	

concentrées	en	protéines	à	la	surface	de	la	particule	virale	[281].	L’influence	du	contexte	
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génétique	sur	la	proportion	de	HA	et	de	NA	à	la	surface	a	également	été	décrite	[284].	Ces	

variations	dans	la	distribution	pourraient	également	jouer	un	rôle	dans	la	régulation	de	

la	 balance	HA/NA.	 Cependant,	même	 s’il	 présente	 des	 limites,	 le	 système	 utilisé	 pour	

mesurer	 l’impact	de	 la	balance	HA/NA	sur	 la	 fréquence	de	co-infections	chez	 les	virus	

influenza	A	est	 robuste	et	permet	de	 s’affranchir	de	plusieurs	biais	 liés	par	exemple	à	

l’utilisation	de	virus	présentant	des	capacités	réplicatives	différentes.		

D’autres	facteurs	pourraient	jouer	un	rôle	dans	la	modulation	de	la	fréquence	de	

co-infections	chez	 les	virus	 influenza	A.	La	morphologie	des	virus	 influenza	A	pourrait	

jouer	un	rôle	dans	l’agrégation	entre	particules	virales	et	donc	in	fine	sur	la	fréquence	de	

co-infections.	 Les	 formes	 filamenteuses	 des	 virus	 IAV	 possèdent	 une	 surface	 et	 une	

longueur	plus	importantes	que	les	particules	sphériques.	Les	glycoprotéines	sialylées	à	la	

surface	 du	 virus	 pourraient	 jouer	 un	 rôle	 en	 permettant	 l’agrégation	 entre	 particules	

virales	par	liaison	de	la	HA	à	ces	glycoprotéines.	Les	formes	filamenteuses	augmentent	la	

probabilité	de	rencontre	entre	les	particules	virales	et	augmentent	donc	la	probabilité	de	

former	des	agrégats	viraux.	Au	cours	de	ces	travaux	nous	avons	conduit	des	expériences	

préliminaires	afin	d’obtenir	des	virus	recombinants	permettant	l’expression	de	protéines	

fluorescentes	 et	 présentant	 différents	 types	 de	 morphologie.	 Brièvement,	 plusieurs	

méthodes	ont	été	utilisées	en	parallèle	et	reposent	toutes	sur	la	modification	du	segment	

7	 codant	 pour	 la	 protéine	M1,	 en	 partie	 responsable	 de	 la	morphologie	 filamenteuse	

[128],	 associé	 ou	 non	 à	 un	 passage	 sur	 œufs	 embryonnés	 des	 virus	 produits	 afin	

d’augmenter	la	concentration	en	particules	virales.	Des	couples	de	virus	dont	chacun	des	

membres	 exprime	 un	 rapporteur	 fluorescent	 mCherry	 ou	 GFP	 ont	 été	 produits	 et	

caractérisés.	L’analyse	de	la	morphologie	par	microscopie	électronique	à	transmission	a	

montré	 que	 nos	 stocks	 de	 virus	 n’étaient	 que	 peu	 enrichis	 en	 particules	 virales	

filamenteuses.	Les	analyses	préliminaires	de	la	fréquence	de	co-infections	pour	le	couple	

de	virus	filamenteux	vs	un	couple	de	virus	sphériques	n’ont	pas	montré	de	différences	

significatives.	Cependant	les	stocks	de	virus	filamenteux	produits	contiennent	une	grande	

majorité	 de	 particules	 sphériques,	 pouvant	 partiellement	 expliquer	 les	 résultats	

préliminaires	obtenus.	La	relative	fragilité	des	particules	virales	filamenteuses	lors	des	

étapes	de	congélation	rend	la	conservation	de	ces	virus	particulièrement	délicate	[58].	

Cette	 fragilité,	 associée	 aux	 difficultés	 à	 produire	 des	 virus	 filamenteux	 recombinants	

permettant	l’expression	de	protéines	fluorescentes,	ne	nous	a	pas	permis	de	compléter	

ces	résultats.	
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La	présence	de	glycoprotéines	sialylées	dans	certains	liquides	corporels	comme	la	

salive	pourrait	permettre	de	favoriser	l’agrégation	entre	particules	virales	pour	les	virus	

influenza	A.	Cela	a	par	exemple	été	décrit	pour	le	virus	VSV	[6]	et	la	salive.	L’agrégation	

entre	particules	virales	est	augmentée	lors	de	l’incubation	des	virions	avec	de	la	salive	

humaine.	Les	auteurs	suggèrent	que	les	particules	virales	sont	en	contact	permanent	avec	

la	salive	 lors	de	 la	 transmission,	et	qu’une	agrégation	médiée	par	 la	salive	permettrait	

d’augmenter	la	concentration	en	particules	virales	et	jouer	un	rôle	dans	la	transmission.	

Concernant	 les	 virus	 influenza	 A,	 l’aérosolisation	 et	 la	 transmission	 par	 le	 biais	 de	

gouttelettes	 muco-protéiques	 sont	 les	 voies	 majoritaires	 de	 transmission	 [194].	

L’agrégation	des	particules	virales	dans	la	salive	pourrait	permettre	de	potentialiser	 la	

transmission	à	un	nouvel	hôte	en	augmentant	le	nombre	de	particules	virales	lors	de	la	

transmission.	 Nous	 avons	 produit	 et	 caractérisés	 un	 couple	 de	 virus	 recombinants	 et	

fluorescents	issus	de	la	souche	A/WSN/33	qui	pourra	être	utilisé	afin	de	mesurer	l’effet	

de	 la	 salive	 sur	 la	 fréquence	 de	 co-infections.	 Ces	 virus	 produits	 sont	 relativement	

similaires	en	termes	de	titre	infectieux,	titre	en	particules	physiques,	DIF50	et	capacités	

réplicatives.	Il	serait	intéressant	d’utiliser	ces	virus	afin	de	comparer	l’effet	de	la	salive	de	

différents	hôtes	comme	l’Homme,	le	porc	ou	les	oiseaux	sur	la	fréquence	de	co-infections.	

Les	porcs	possédant	des	acides	sialiques	branchés	en	α2,3	et	en	α2,6,	 ils	peuvent	être	

infectés	par	des	virus	humains	et	aviaires	[285].	La	co-infection	entre	virus	humains	et	

aviaires	chez	 le	porc	pourrait	mener	à	 l’émergence	par	réassortiment	d’un	virus	à	 fort	

potentiel	 pandémique.	 L’augmentation	 de	 l’agrégation	 entre	 particules	 virales	 par	 la	

salive	 pourrait	 augmenter	 la	 fréquence	 de	 co-infection	 et	 in	 fine	 favoriser	 cette	

émergence.	

Enfin,	le	système	de	mesure	de	la	fréquence	de	co-infections	optimisé	pourra	être	

utilisé	afin	de	mesurer	l’incidence	de	la	complémentation	entre	particules	défectives	sur	

la	fréquence	de	co-infections.	Les	virus	influenza	présentant	un	ratio	élevé	de	particules	

physiques	par	particule	infectieuse,	la	complémentation	entre	particules	dites	défectives	

joue	un	rôle	important	dans	l’infection	par	les	virus	influenza.	Ces	particules	également	

qualifiées	de	non	infectieuses	peuvent	représenter	plus	de	90%	des	particules	et	leur	rôle	

n’est	pas	bien	compris	à	ce	jour	[132].	Au	sein	de	ces	particules	on	retrouve	les	particules	

défectives	 interférentes	 et	 les	 particules	 semi-infectieuses.	 En	 ce	 qui	 concerne	 les	

particules	défectives	interférentes,	un	rôle	protecteur	a	été	décrit	avec	une	diminution	du	

titre	viral	observé	chez	la	souris	suite	à	une	exposition	préalable	à	des	particules	dont	le	
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génome	est	défectif	avant	une	exposition	à	un	virus	infectieux	[286].	Chez	l’Homme,	une	

augmentation	de	la	sévérité	de	l’infection	a	été	observée	lors	de	l’infection	par	des	virus	

influenza	A	présentant	peu	de	particules	défectives	interférentes	[287].	Les	auteurs	ont	

identifié	une	mutation	dans	la	séquence	codant	pour	la	protéine	PA	provenant	de	souches	

virales	H1N1pdm09	isolées	de	patients	présentant	des	formes	sévères	d’infection.	Cette	

mutation	D529N	réduit	la	proportion	de	génomes	défectifs	produits	par	un	mécanisme	

encore	non	totalement	élucidé	[287,	288].	Cette	diminution	de	la	proportion	de	génomes	

défectifs	causée	par	la	mutation	D529N	pourrait	en	partie	être	responsable	de	la	sévérité	

de	l’infection	chez	l’Homme.	

Afin	de	mesurer	l’impact	des	particules	à	génomes	défectifs	sur	la	fréquence	de	co-

infections	chez	 les	virus	 influenza	A,	nous	avons	amplifié	séquentiellement	chacun	des	

membres	 du	 couple	 de	 virus	 recombinants	 permettant	 l’expression	 d’une	 protéine	

fluorescente	issus	de	la	souche	A/WSN/33	à	forte	MOI	(=	1)	afin	d’induire	la	production	

de	génomes	défectifs.	Le	titre	en	particules	infectieuses	et	en	particules	physiques	a	été	

estimé	 et	 la	 dose	 infectieuse	 de	 fluorescence	 a	 été	 déterminée.	 Une	 augmentation	 du	

nombre	de	particules	physiques	par	particules	infectieuses	a	été	observée.	Cependant,	la	

dose	infectieuse	de	fluorescence	pour	obtenir	x%	de	cellules	positives	lors	de	l’analyse	

par	cytométrie	en	flux	a	très	fortement	diminué.	Cette	diminution	se	traduit	par	une	plus	

faible	dilution	des	stocks	viraux	afin	d’obtenir	le	même	pourcentage	de	cellules	positives.	

Avant	d’utiliser	ces	virus	dans	le	système	de	mesure	de	la	fréquence	de	co-infections	par	

cytométrie	en	flux,	il	serait	intéressant	de	quantifier	la	proportion	de	particules	virales	

ayant	conservée	 la	séquence	codant	pour	 le	 rapporteur	 fluorescent	pour	chaque	stock	

viral	et	pour	chacune	des	amplifications.	Une	différence	majeure	de	cette	proportion	entre	

les	deux	stocks	de	virus	au	sein	d’un	couple,	pourrait	 induire	un	biais	 lors	de	l’analyse	

numérique	de	la	fréquence	de	co-infections.	En	effet,	pour	une	quantité	donnée	de	cellules	

infectées	par	une	même	proportion	de	particules	virales	provenant	de	l’un	ou	de	l’autre	

virus	au	sein	d’un	couple,	la	proportion	pour	une	cellule	d’être	infectée	et	d’exprimer	le	

rapporteur	 fluorescent	 est	 différente.	 Cette	 différence	 de	 probabilité	 induit	 également	

une	différence	dans	le	calcul	de	la	probabilité	pour	une	cellule	d’être	co-infectée	par	les	

deux	particules	virales.	La	détermination	de	ces	proportions	pourrait	permettre	d’ajuster	

le	modèle	probabilistique	afin	de	rectifier	la	probabilité	qu’une	cellule	soit	infectée	par	

l’un	ou	 l’autre	virus,	permettant	 ainsi	de	déterminer	une	 fréquence	de	 co-infection	en	

limitant	les	biais.	 	
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III. Infections	hétérotypiques	entre	virus	influenza	A	et	B	

Au	cours	de	ces	travaux,	nous	nous	sommes	intéressés	aux	effets	des	 infections	

hétérotypiques	entre	virus	influenza	A	et	B.	Afin	d’apporter	un	élément	de	réponse,	nous	

avons	utilisé	des	virus	permettant	l’expression	d’un	rapporteur	fluorescent	–	GFP	pour	le	

virus	IAV	et	mCherry	pour	le	virus	IBV	–	et	nous	avons	mesuré	la	proportion	de	cellules	

positives	pour	l’un,	l’autre	ou	les	deux	virus	en	cytométrie	en	flux.	

Concernant	les	virus	IBV,	il	est	à	noter	que	peu	de	systèmes	de	génétique	inverse	

sont	 disponibles.	 Nous	 ne	 disposions	 au	 laboratoire	 que	 du	 système	 permettant	 la	

production	de	virus	appartenant	à	la	souche	B/Brisbane/60/2008.	De	plus,	peu	de	virus	

IBV	permettant	 l’expression	de	rapporteurs	fluorescents	ont	été	décrits	à	ce	jour	[289,	

290].	 Seules	 les	 trois	 souches	 virales	 B/Yamagata/16/1988,	 B/Brisbane/60/2008	 et	

B/Malaysia/2506/2004,	dont	les	systèmes	de	génétique	inverse	sont	maitrisés,	ont	été	

utilisées	pour	produire	des	virus	rapporteurs	dont	les	capacités	réplicatives	ont	été	jugées	

comme	comparables	aux	virus	non	modifiés	 [90].	Contrairement	aux	virus	 influenza	A	

pour	 lesquels	 nous	 avons	 pu	 obtenir	 des	 virus	 exprimant	 différents	 rapporteurs	

fluorescents	(BFP,	GFP,	mCherry	ou	mCitrine),	il	n’a	pas	été	possible	d’obtenir	un	stock	de	

virus	influenza	B	exprimant	un	rapporteur	fluorescent	GFP,	malgré	plusieurs	essais.	Seuls	

des	 stocks	 de	 virus	 IBV	 exprimant	 un	 rapporteur	 fluorescent	 mCherry	 ont	 pu	 être	

obtenus.	De	plus,	le	nombre	de	particules	physiques	par	particule	infectieuse	est	variable	

entre	 les	 stocks	 viraux	 que	 nous	 avons	 produits.	 La	 production	 de	 virus	 influenza	 B	

fluorescents	semble	plus	complexe	que	pour	les	virus	influenza	A.	La	relative	difficulté	de	

production	de	virus	 IBV	exprimant	un	rapporteur	pourrait	s’expliquer	en	partie	par	 la	

méthode	 utilisée	 afin	 d’exprimer	 le	 rapporteur	 fluorescent.	 Contrairement	 aux	 virus	

influenza	A,	les	21	acides	aminés	restant	sur	la	protéine	virale	suite	au	clivage	du	site	2A	

pourraient	altérer	l’interaction	entre	les	différentes	protéines	virales	et	cellulaires	et	ainsi	

avoir	un	impact	sur	les	capacités	réplicatives	des	virus	influenza	B	[90,	91].		

Dans	un	premier	temps,	nous	avons	montré	que	l’infection	des	cellules	A549	par	

un	virus	influenza	B	inhibe	l’infection	par	les	virus	influenza	A.	Cet	effet	s’observe	aussi	

bien	 lors	 de	 l’ajout	 préalable,	 simultané	 ou	 postérieur	 du	 virus	 influenza	 B	 au	 virus	

influenza	A.	Cette	donnée	suggère	que	l’étape	d’entrée	du	virus	IAV	est	possible	et	que	

l’exclusion	 de	 l’infection	 ne	 se	 fait	 pas	 à	 cette	 étape	 du	 cycle.	 La	 diminution	 de	 la	

fluorescence	observée	pour	le	virus	IAV	lors	de	l’ajout	de	IBV	une	heure	post-infection	par	
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le	virus	IAV	nous	permet	de	dire	que	les	que	les	étapes	de	transcription/réplication	des	

virus	IAV	pourraient	être	ciblées.	En	effet,	l’initiation	de	ces	étapes	est	possible	dans	ce	

délai	 et	 leur	 inhibition	 pourrait	 conduire	 à	 l’absence	 de	 production	 du	 rapporteur	

fluorescent.	Une	étude	publiée	en	2012	confirme	nos	résultats	[246].	Les	auteurs	ont	co-

infecté	des	cellules	Vero	E6	avec	un	virus	B/Lee/40	sauvage	et	un	virus	IAV	recombinant	

dont	 7	 segments	 proviennent	 de	 la	 souche	 A/PR/8/34	 (H1N1)	 et	 le	 segment	 6	 a	 été	

modifié	 par	 le	 remplacement	 de	 la	 séquence	 codant	 la	 NA	 par	 celle	 d’un	 rapporteur	

fluorescent.	La	fluorescence	des	cellules	infectées	par	le	virus	IAV	est	diminuée	lors	de	la	

co-infection	avec	 le	virus	 IBV.	L’effet	n’est	plus	observé	si	 le	virus	 IBV	est	ajouté	deux	

heures	 après	 le	 virus	 IAV.	 Les	 auteurs	n’ont	 cependant	pas	mesuré	 le	 pourcentage	de	

cellules	 infectées	 par	 le	 virus	 IBV.	 Dans	 une	 étude	 plus	 récente,	 les	 auteurs	 se	 sont	

intéressés	à	l’aspect	mécanistique	de	la	régulation	de	IBV	sur	IAV	[291].	La	nucléoprotéine	

des	virus	IBV	interagit	avec	la	nucléoprotéine	des	virus	IAV	et	affecte	donc	la	réplication	

virale.	 L’inhibition	 des	 virus	 IAV	 par	 la	NP	 de	 IBV	 est	 dépendante	 des	 concentrations	

relatives	en	NP	[246,	291].	Cette	interaction	empêche	l’interaction	entre	la	NP	de	IAV	et	

la	 protéine	 PB2.	 Le	 système	 que	 nous	 avons	 développé	 permet	 de	 visualiser	 la	

réplication/transcription	 virale	des	 virus	 IAV	et	 IBV	 simultanément,	 contrairement	 au	

système	utilisé	par	Wanitchang	et	al.	qui	ne	s’intéressait	qu’à	l’infection	par	IAV	[246].	

Notre	 système	 permet	 donc	 de	 mesurer	 l’impact	 de	 l’infection	 par	 un	 virus	 sur	 la	

transcription/réplication	de	l’autre	virus.		

Dans	un	second	temps,	en	utilisant	les	virus	rapporteurs	fluorescents	IAV-GFP	et	

IBV-mCherry,	nous	avons	montré	que	l’ajout	préalable,	simultané	ou	postérieur	du	virus	

IAV	au	virus	IBV	augmentait	la	sensibilité	des	cellules	A549	à	l’infection	par	le	virus	IBV.	

Nous	avons	également	observé	une	augmentation	de	l’intensité	de	l’infection	des	cellules	

par	IBV	lors	de	l’ajout	de	virus	IBV	sauvage	et	d’autres	souches	d’IAV	(présenté	ci-après).	

Cet	effet	n’ayant	pas	été	décrit	précédemment,	nous	avons	décidé	de	nous	y	intéresser	

plus	 spécifiquement.	 L’étude	 publiée	 par	 Dou	 et	 al.	 en	 2017	 définie	 une	 période	

temporelle	de	deux	heures	durant	laquelle	des	co-infections	entre	virus	influenza	A	sont	

possibles.	Au-delà	de	cette	période,	une	exclusion	a	été	observée	[92].	Au	cours	de	nos	

expériences	nous	avons	comparé	la	condition	de	co-infections	simultanées	ou	la	condition	

d’ajout	séquentiel	des	deux	virus	séparés	d’une	heure.	Nous	avons	également	comparé	

nos	 résultats	 avec	 ceux	 obtenus	 lors	 de	 l’ajout	 du	 second	 virus	 après	 deux	 heures	

d’infection	 par	 le	 premier	 virus.	 Ces	 expériences	 préliminaires	 ont	 montré	 que	 la	
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condition	une	heure	post-infection	permettait	d’obtenir	une	plus	grande	facilitation	de	

l’infection	 par	 les	 virus	 IBV	 lors	 de	 la	 co-infection	 entre	 les	 virus	 IAV	 et	 IBV	 que	 la	

condition	 deux	 heures	 post-infection.	 En	 utilisant	 les	 résultats	 obtenus	 pour	 les	 virus	

influenza	A	par	Dou	et	al.	[92],	il	aurait	été	intéressant	de	tester	des	temps	plus	espacés	

entre	les	deux	virus	afin	de	mettre	en	évidence	une	fenêtre	permettant	la	réalisation	de	

co-infections.	

Le	 virus	 IAV	 utilisé	 lors	 de	 ces	 expériences,	 dont	 le	 segment	 codant	 pour	 la	

protéine	 PB2	 permet	 l’expression	 d’un	 rapporteur	 fluorescent,	 provient	 de	 la	 souche	

A/WSN/33.	Cette	souche	est	classiquement	utilisée	en	laboratoire	pour	l’étude	des	virus	

influenza	A.	Nous	avons	alors	choisi	de	valider	ces	résultats	en	utilisant	d’autres	souches	

de	virus	influenza	A.	Ainsi,	les	souches	A/WSN/33	(H1N1),	A/Puerto-Rico/8/34	(H1N1)	

et	 A/Paris/76/08	 (H1N1pdm09)	 sauvages	 ont	 été	 utilisées.	 Nous	 avons	 également	

souhaité	utiliser	la	souche	A/Centre/1003/2012	(H3N2)	disponible	au	laboratoire	mais	

la	 proportion	de	 cellules	 infectées	 était	 trop	 faible	 pour	 être	 utilisée.	Nos	 expériences	

préliminaires	 ont	 montré	 que	 l’infection	 préalable	 par	 ces	 virus	 IAV	 augmente	 la	

sensibilité	à	l’infection	par	le	virus	IBV-mCherry,	comme	observé	avec	le	virus	IAV-GFP.	

Nous	 avons	 donc	 montré,	 pour	 les	 conditions	 testées,	 que	 l’effet	 observé	 n’était	 pas	

dépendant	de	la	souche	de	virus	IAV.	Dans	ces	expériences,	la	proportion	de	cellules	A549	

infectées	par	les	virus	IAV	non	modifiés	a	été	mesurée	par	cytométrie	en	flux	suite	à	un	

marquage	 de	 la	 nucléoprotéine	 virale	 à	 l’aide	 d’un	 anticorps.	 Une	 variation	 dans	 les	

proportions	de	 cellules	positives	à	 l’infection	par	 les	différents	virus	 influenza	A	a	 été	

observée.	Cependant,	une	différence	d’efficacité	d’infection	ou	du	marquage	anticorps	ou	

encore	 une	 variation	 dans	 la	 proportion	 de	 particules	 défectives	 entre	 les	 stocks	

pourraient	être	en	partie	responsables	de	ces	variations.	Il	aurait	été	intéressant	d’utiliser	

d’autres	sous-types	IAV	ou	souches	virales	IBV	afin	de	vérifier	que	l’effet	observé	n’est	

pas	 dépendant	 de	 la	 souche	 B/Brisbane/60/2008.	 Compte	 tenu	 du	 faible	 nombre	 de	

souches	 virales	 exprimant	 un	 rapporteur	 et	 de	 la	 difficulté	 de	 production,	 il	 serait	

intéressant	de	produire	et	d’utiliser	un	virus	du	second	lignage	IBV,	le	lignage	Yamagata,	

exprimant	 un	 rapporteur	 fluorescent,	 en	 complément	 du	 virus	 utilisé	 durant	 nos	

expériences,	appartenant	au	lignage	Victoria.	Nous	avons	toutefois	confirmé	nos	résultats	

en	utilisant	un	virus	sauvage	de	cette	même	souche	permettant	de	montrer	que	 l’effet	

n’est	pas	dépendant	de	l’expression	du	rapporteur	fluorescent.		
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Le	mécanisme	de	favorisation	de	l’infection	des	virus	IBV	lors	de	la	co-infection	

avec	un	virus	IAV	n’est	pas	décrit	à	ce	jour.	Afin	d’apporter	un	élément	de	réponse	à	cette	

problématique,	 nous	 avons	 dans	 un	 premier	 temps	 utilisé	 un	 stock	 de	 virus	 IAV-GFP	

inactivé	par	exposition	aux	rayonnements	ultraviolets.	Nous	avons	observé	que	des	virus	

pleinement	infectieux	sont	nécessaires	afin	d’observer	l’effet	facilitant	sur	l’infection	IBV.	

Par	la	suite,	afin	de	déterminer	quelles	étapes	du	cycle	viral	sont	nécessaires,	nous	avons	

utilisé	plusieurs	drogues	agissant	à	différentes	étapes	du	cycle	viral	du	virus	IAV.	Le	virus	

IAV-N31S-GFP,	 possédant	 une	mutation	 sur	 la	 protéine	M2	 restaurant	 la	 sensibilité	 à	

l’amantadine,	 a	 été	 utilisé	 dans	 les	 expériences	 de	 co-infections	 avec	 deux	 stocks	

différents	de	virus	IBV-mCherry,	en	présence	d’amantadine,	de	pimodivir	ou	de	nucleozin.	

L’utilisation	d’amantadine	à	20	µM	n’a	pas	permis	l’inhibition	complète	de	l’entrée	des	

virus	influenza	A,	aboutissant	à	l’observation	de	l’effet	favorisant	sur	l’infection	par	les	

virus	influenza	B.	Nous	avons	essayé	d’augmenter	la	concentration	d’amantadine	à	50	µM	

afin	 d’augmenter	 l’inhibition,	 sans	 succès.	 Nous	 avons	 vérifié	 par	NGS	 que	 nos	 stocks	

viraux	ne	présentent	pas	de	sous-populations	virales	n’exprimant	pas	la	mutation	N31S.	

Cette	mutation	est	présente	à	plus	de	99,5	%,	permettant	d’écarter	cette	hypothèse.	Il	est	

à	noter	qu’à	50	µM,	la	mortalité	cellulaire	observée	est	plus	forte.	Les	résultats	obtenus	

avec	l’amantadine,	seuls,	ne	permettent	pas	de	montrer	la	nécessité	de	la	libération	des	

RNPs	virales	dans	le	cytoplasme.	En	revanche,	les	résultats	obtenus	avec	le	pimodivir	et	

la	 nucleozin	 montrent	 les	 étapes	 de	 transcription/réplication	 sont	 nécessaires	 afin	

d’observer	l’effet	favorisant	sur	l’infection	par	IBV.	En	effet,	en	présence	de	ces	drogues,	

l’effet	facilitateur	de	l’infection	par	IBV	n’est	plus	observé.		

Grâce	à	nos	résultats,	nous	supposons	que	les	étapes	de	transcription/réplication	

virales	 du	 virus	 influenza	 A	 sont	 nécessaires	 afin	 de	 faciliter	 l’infection	 par	 les	 virus	

influenza	B.	Une	étude	publiée	en	1999	par	notre	laboratoire	montre	que	les	protéines	de	

la	polymérase	du	virus	influenza	A	provenant	de	la	souche	A/PR8/34	peuvent,	in	vitro,	en	

présence	 de	 la	 NP	 du	 virus	 influenza	 B	 provenant	 du	 virus	 B/Harbin/7/94,	 prendre	

correctement	 en	 charge	 un	 ARNv	 de	 IBV	 modifié	 pour	 permettre	 l’expression	 d’un	

rapporteur	 luminescent	 [292].	 L’interaction	 de	 la	 nucléoprotéine	 de	 IBV	 avec	 la	

nucléoprotéine	de	 IAV	menant	à	 la	 rupture	de	 l’interaction	entre	 la	protéine	PB2	et	 la	

protéine	NP	des	virus	IAV	a	également	été	montré	[248,	291].	En	se	basant	sur	les	données	

obtenues	et	 les	données	disponibles	dans	 la	 littérature,	nous	proposons	 le	mécanisme	

suivant	permettant	d’expliquer	l’augmentation	de	fluorescence	observée.	Lors	de	la	co-
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infection	virale,	la	nucléoprotéine	virale	des	virus	IBV	interagit	avec	la	NP	des	virus	IAV,	

menant	à	une	diminution	de	la	transcription/réplication	des	virus	IAV	et,	 in	fine,	à	une	

diminution	 de	 la	 quantité	 de	 protéines	 virales	 et	 de	 rapporteur	 fluorescent,	 pouvant	

expliquer	la	diminution	de	la	proportion	de	cellules	fluorescentes	observée.	La	quantité	

de	NP	 IAV	disponible	 étant	 réduite,	 la	 formation	des	RNPv	 est	 également	 réduite.	 Les	

protéines	virales	 IAV	disponibles	pourraient	alors	prendre	en	charge	 l’ARNv	des	virus	

IBV,	permettant	ainsi	l’augmentation	de	la	production	d’ARNm	codant	pour	les	protéines	

IBV	 et	 pour	 le	 rapporteur	 fluorescent	 mCherry.	 Cela	 pourrait	 permettre	 d’expliquer	

l’augmentation	de	l’intensité	de	fluorescence	observée	mais	également	la	proportion	de	

cellules	positives	en	cytométrie	en	 flux.	Les	cellules	 infectées	par	un	 faible	nombre	de	

particules	virale	IBV	pourrait	ne	produire	que	peu	de	protéines	virales	et	de	rapporteur	

fluorescent.	De	ce	fait,	l’intensité	de	fluorescence	mesurée	serait	en	dessous	du	seuil	de	

détection	 fixé.	 L’augmentation	de	 l’intensité	de	 fluorescence	 aurait	 alors	pour	 effet	 de	

placer	ces	cellules	au-dessus	du	seuil	et	donc	de	les	comptabiliser	comme	positives.	

Afin	de	confirmer	cette	hypothèse,	nous	suggérons	de	transfecter	des	cellules	afin	

de	 permettre	 l’expression	 de	 toutes	 les	 protéines	 de	 la	 polymérase	 virale	 IAV,	 ou	 de	

certaines	combinaisons,	en	présence	ou	absence	de	la	NP	IAV,	puis	d’infecter	les	cellules	

avec	un	virus	IBV	exprimant	un	rapporteur	fluorescent.	Une	augmentation	de	l’intensité	

de	 fluorescence	 ou	 de	 la	 proportion	 de	 cellules	 positives	 pour	 mCherry	 suite	 à	 la	

transfection	 et	 infection	 des	 cellules	 en	 comparaison	 à	 la	 proportion	 de	 cellules	

fluorescentes	 lors	 de	 l’infection	 par	 IBV	 seul	 pourrait	 permettre	 de	 montrer	 une	

implication	de	la	polymérase	virale	IAV.	Afin	de	tester	une	potentielle	compétition	entre	

les	 protéines	 des	 virus	 IAV	 et	 IBV,	 il	 serait	 intéressant	 de	 transfecter	 des	 quantités	

croissantes	des	différentes	protéines	IAV	avant	infection	par	le	virus	IBV.	Cependant,	il	a	

été	observé	que	les	cellules	A549	transfectées	devenaient	résistantes	à	l’infection	virale.	

La	production	de	lignées	cellulaires	A549	exprimant	stablement	ces	protéines	virales	et	

leurs	 combinaisons,	ou	 l’utilisation	de	 cellules	293T,	pourrait	permettre	d’outrepasser	

cette	 limite.	 Une	 autre	 alternative	 pourrait	 être	 de	 quantifier	 les	 étapes	 de	

transcription/réplication	 spécifiques	 de	 chacun	 des	 deux	 virus	 à	 l’aide	 de	 RT-qPCR	

spécifiques	de	brins.	Une	 immunoprécipitation	des	protéines	des	virus	 IAV	suivi	d’une	

RT-qPCR	pour	détecter	l’ARNv	des	virus	IBV	pourrait	également	permettre	de	mettre	en	

évidence	l’interaction	entre	une	ou	plusieurs	des	protéines	PB2,	PB1,	PA	et	NP	des	virus	

influenza	A	et	l’ARN	viral	des	virus	IBV.	Les	données	obtenues	pourraient	nous	permettre	
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de	confirmer	l’hypothèse	d’augmentation	de	la	transcription/réplication	du	virus	IBV	en	

présence	des	protéines	IAV.		

Le	système	utilisé	et	présenté	au	cours	de	ces	travaux	n’a	cependant	été	testé	que	

dans	le	modèle	cellulaire	A549.	Nous	ne	pouvons	pas	exclure	que	les	résultats	obtenus	ne	

soient	 pas	 dépendant	 de	 la	 lignée	 cellulaire	 ou	 de	 certaines	 souches	 virales	 IBV.	

Cependant,	afin	d’obtenir	des	données	préliminaires,	le	système	utilisé	permet	d’obtenir	

des	données	robustes	et	reproductibles	pouvant	être	traitées	de	manière	automatisée	et	

sur	un	grand	nombre	de	cellules.		

En	perspectives,	il	serait	intéressant	de	comparer	l’état	clinique	et	l’évolution	de	la	

pathologie	 lors	 de	 co-infections	 hétérotypiques	 en	 comparaison	 aux	 conditions	

d’infections	seules	chez	les	patients.	Ces	informations	pourraient	permettre	de	montrer	

l’importance	des	co-infections	hétérotypiques	pour	les	virus	influenza	dans	la	modulation	

de	la	virulence.	Une	étude	in	vivo	dans	un	modèle	animal	pourrait	permettre	de	contrôler	

un	certain	nombre	de	paramètres	comme	par	exemple,	la	charge	virale	à	l’infection	et	le	

délai	 entre	 les	 infections,	 et	 ainsi	d’apporter	des	éléments	de	 réponse	 concernant	une	

possible	suppression	de	super-infections	et	sur	la	modulation	de	la	virulence	lors	de	co-

infections	hétérotypiques.		
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Annexes	

Annexe	1	:	Script	R	permettant	la	détermination	de	R	et	V	et	la	résolution	des	équations	
	
#!/usr/bin/env	Rscript	
	
###########################################################	
#	Script	to	estimate	the	R	and	G	values	most	compatible	with	the	observed	fluorescence	
value	
#	
####	NM_Balance_HA_NA_Analyse_Last_version	
#load	module	of	estimation	function	
source('Scripts/Computation_function_3_agregats_3_particles.R')	
#	Input	data	frame	
#	The	input	data	should	contain	the	following	columns	(with	these	exact	names):	
#	"Uninfected",	"GFP.only",	"Cherry.only",	"GFP.Cherry",	"P1",	"P2",	"P3"	
	
data_inf	<-	read.table("Initial_file.csv",	sep	=	";",	header	=	TRUE)	
#data_inf	<-	data_inf[2:5]	
data_inf$Uninfected1	=	data_inf$Uninfected1/100	
data_inf$GFP.only1	=	data_inf$GFP.only1/100	
data_inf$mCherry.only1	=	data_inf$mCherry.only1/100	
data_inf$GFP.mCherry1	=	data_inf$GFP.mCherry1/100	
	
data_inf$MOI	=	-log(data_inf$Uninfected1)	
data_inf$P1	=	((exp(-data_inf$MOI))*((data_inf$MOI)^1)/factorial(1))	
data_inf$P2	=	((exp(-data_inf$MOI))*((data_inf$MOI)^2)/factorial(2))	
data_inf$P3	=	((exp(-data_inf$MOI))*((data_inf$MOI)^3)/factorial(3))	
data_inf	<-	data_inf[,	c("Uninfected1",	"GFP.only1",	"mCherry.only1",	"GFP.mCherry1",	
"P1",	"P2",	"P3")]		
	
#	number	of	value	of	R	and	G	to	test	(between	0	and	1)	
#Test	100/200/250	okay	
N_value	=	550	
nlines	=	dim(data_inf)[1]	
	
#	Create	empty	columns	to	insert	estimated	data	
data_inf	=	cbind(data_inf,	matrix(NA*10*nlines,	ncol=10,	nrow	=	nlines))	
names(data_inf)[8:17]	=	c("G",	"R",	"C",	"Cgg",	"Crr",	"Crg",	"Crrr",	"Cggg",	"Crrg",	"Cggr")	
	
	
for(l	in	1:nlines)	
{	
		print(l)	
		res	=	(find_optimal_R_n_G(N_value,	data_inf[l,	'P1'],	data_inf[l,	'P2'],	data_inf[l,	'P3'],	
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																												data_inf[l,	'mCherry.only1'],	data_inf[l,'GFP.only1'],	data_inf[l,	
'GFP.mCherry1'],	data_inf[l,	'Uninfected1']))	
			
			
			
		#	insert	results	in	the	data	frame:		
		data_inf[l,	names(res)]	=	res	
}	
data_inf$Moi=	-log(data_inf$Uninfected1)	
	
##	New	variables	to	simplify	expression	writting	
F_Cgg	<-	((1-data_inf$R-
data_inf$G)*data_inf$G^2)/((data_inf$R+data_inf$G)^2+(data_inf$R+data_inf$G)^3)	
F_Crr	<-	((1-data_inf$R-
data_inf$G)*data_inf$R^2)/((data_inf$R+data_inf$G)^2+(data_inf$R+data_inf$G)^3)	
F_Crg	<-	((1-data_inf$R-
data_inf$G)*2*data_inf$R*data_inf$G)/((data_inf$R+data_inf$G)^2+(data_inf$R+data_inf
$G)^3)	
F_Crrr	<-	((1-data_inf$R-
data_inf$G)*data_inf$R^3)/((data_inf$R+data_inf$G)^2+(data_inf$R+data_inf$G)^3)	
F_Cggg	<-((1-data_inf$R-
data_inf$G)*data_inf$G^3)/((data_inf$R+data_inf$G)^2+(data_inf$R+data_inf$G)^3)	
F_Crrg	<-((1-data_inf$R-
data_inf$G)*3*(data_inf$R^2)*data_inf$G)/((data_inf$R+data_inf$G)^2+(data_inf$R+dat
a_inf$G)^3)	
F_Cggr	<-((1-data_inf$R-
data_inf$G)*3*(data_inf$G^2)*data_inf$R)/((data_inf$R+data_inf$G)^2+(data_inf$R+dat
a_inf$G)^3)	
	
data_inf$Prg_Expected	=	data_inf$P1	*	(F_Crg	+	F_Cggr	+	F_Crrg)		
+	data_inf$P2	*	(1	-	data_inf$R^2	-	2*(data_inf$R*F_Crr)	-	2*(data_inf$R*F_Crrr)	-	
F_Crr^2	-	F_Crrr^3	-	2*(F_Crr*F_Crrr)	-	data_inf$G^2	-	2*(data_inf$G*F_Cgg)	-	
2*(data_inf$G*F_Cggg)	-	F_Cgg^2	-	F_Cggg^3	-	2*(F_Cgg*F_Cggg))	
+	data_inf$P3	*	(1	-	data_inf$R^3	-	3*	(data_inf$R*(F_Crr^2))	-	3	*	(data_inf$R^2	*	F_Crr)	
-	F_Crr^3	-	3*(F_Crr*F_Crrr^2)	-	3*	(data_inf$R^2	*	F_Crrr)	-	3*(F_Crrr	*	F_Crr^2)	-	
F_Crrr^3	-	data_inf$G^3	-	3*	(data_inf$G*(F_Cgg^2))	-	3	*	(data_inf$G^2	*	F_Cgg)	-	
F_Cgg^3	-	3*(F_Cgg*F_Cggg^2)	-	3*	(data_inf$G^2	*	F_Cggg)	-	3*(F_Cggg	*	F_Cgg^2)	-	
F_Cggg^3)	
	
#data_inf$Prg_Expected	=	(data_inf$P1	*	(((1-data_inf$R-data_inf$G)*	
2*data_inf$R*data_inf$G)/	(data_inf$R+data_inf$G)^2))	+	(data_inf$P2*	((1-
data_inf$R^2-(2*data_inf$R*(1-data_inf$R-data_inf$G)*	data_inf$R^2)/	
(data_inf$R+data_inf$G)^2)	-	(((1-data_inf$R-data_inf$G)*	data_inf$R^2)/	
(data_inf$R+data_inf$G)^2)^2	-	data_inf$G^2	-	2*data_inf$G*(((1-data_inf$R-
data_inf$G)*	data_inf$G^2)/	(data_inf$R+data_inf$G)^2)	
#-(((1-data_inf$R-data_inf$G)*	data_inf$G^2)/	(data_inf$R+data_inf$G)^2)^2))	
	
data_inf$proba	=	data_inf$Uninfected1	+	data_inf$P1	+	data_inf$P2	+	data_inf$P3	
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data_inf$dual	=	(2*data_inf$C)/((2*data_inf$C+data_inf$G+data_inf$R)	+	
(3*data_inf$C+data_inf$G+data_inf$R))	
data_inf$trial	=	(3*data_inf$C)/((2*data_inf$C+data_inf$G+data_inf$R)	+	
(3*data_inf$C+data_inf$G+data_inf$R))	
	
write.csv(data_inf,"Path/Output_File_Name.csv")	
	
	
Annexe	2	:	configuration	des	fonctions	permettant	la	détermination	de	R	et	V	
#Optimized	for	3	agregates	of	3	particles,	NM	on	20190729	
	
#	
#	Go	through	a	grid	of	value	between	0	and	1		
#	
find_optimal_R_n_G	<-	function(N_value,	P1,	P2,	P3,	mCherry.only1,	GFP.only1,	
GFP.mCherry1,	Uninfected1)	
{	
			
		R	<-	seq(0,	1,	len=N_value)	
		G	<-	seq(0,	1,	len=N_value)	
			
		pR_estimates	=	rep(NA,	N_value)	
		pG_estimates	=	rep(NA,	N_value)	
		pRG_estimates	=	rep(NA,	N_value)	
		r_seq	=	rep(NA,N_value)	
		g_seq	=	rep(NA,N_value)	
			
		i=1	
		sample	=	7	
			
		for(r	in	R)	
		{	
				for(g	in	G)	
				{	
						if	((r+g)	<1)	
						{	
								r_seq[i]	=	r	
								g_seq[i]	=	g	
								pR_estimates[i]	=	pR(P1,	P2,	P3,	r,	g)	
								pG_estimates[i]	=	pG(P1,	P2,	P3,	r,	g)	
								pRG_estimates[i]	=	PRG(P1,	P2,	P3,	r,	g)	
									
								i	=	i+1	
						}}	
		}	
			
		#total_cells	<-	sum(Cherry.only	+	GFP.only	+	GFP.Cherry	+	Uninfected)	
		Pr	=	mCherry.only1		
		Pg	=	GFP.only1		
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		Prg	=	GFP.mCherry1		
			
		id_optimal	=	which.min((Pr	-	pR_estimates)^2	+	(Pg	-	pG_estimates)^2	+	(Prg	-	
pRG_estimates)^2)	
			
		R_opt	=	r_seq[id_optimal]	
		G_opt	=	g_seq[id_optimal]	
		#	Deduce	C	from	R	and	G:	
		C	=	1-R_opt-G_opt	
			
		#	Compute	Cgg,	Crr,	Crg,	Crrr,	Cggg,	Crrg,	Cggr	from	R	and	G	opt	
		Crr	=	Crr(R_opt,	G_opt)		
		Cgg	=	Cgg(R_opt,	G_opt)		
		Crg	=	Crg(R_opt,	G_opt)	
		Crrr	=	Crrr(R_opt,	G_opt)	
		Cggg	=	Cggg(R_opt,	G_opt)	
		Crrg	=	Crrg(R_opt,	G_opt)	
		Cggr	=	Cggr(R_opt,	G_opt)	
			
		return(c(	G=G_opt,	R=R_opt,	C=	C,	Cgg=Cgg,	Crr=	Crr,	Crg=Crg,	Crrr	=	Crrr,	Cggg	=	Cggg,	
Crrg	=	Crrg,	Cggr	=	Cggr))	
}	
	
	
#	
###	Computation	function	for	3	agregates	of	3	particles	
#	
	
			
			
pR	<-	function(P1,	P2,	P3,	R,	G)	
{	
	##	Tester	C	*	le	reste	
		R_Cgg	<-	((1-R-G)*G^2)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crr	<-	((1-R-G)*R^2)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crg	<-	((1-R-G)*2*R*G)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crrr	<-	((1-R-G)*R^3)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Cggg	<-((1-R-G)*G^3)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crrg	<-((1-R-G)*3*(R^2)*G)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Cggr	<-((1-R-G)*3*(G^2)*R)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
			
			
		res	=	
				P1	*	(R	+	R_Crr	+	R_Crrr)	
		+	P2	*	(R^2	+	2*(R*R_Crr)	+2*(R*R_Crrr)	+	R_Crr^2	+	R_Crrr^2	+	2*(R_Crr*R_Crrr))	
		+	P3	*	(R^3	+	3*	(R*(R_Crr^2))	+	3	*	(R*R_Crrr^2)	+3	*	(R^2	*	R_Crr)	+	R_Crr^3	+	
3*(R_Crr*R_Crrr^2)	+3*	(R^2	*	R_Crrr)	+	3*(R_Crrr	*	R_Crr^2)	+	R_Crrr^3)	
		return(res)	
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}	
	
pG	<-	function(P1,	P2,P3,	R,	G)	
{	
		R_Cgg	<-	((1-R-G)*G^2)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crr	<-	((1-R-G)*R^2)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crg	<-	((1-R-G)*2*R*G)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crrr	<-	((1-R-G)*R^3)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Cggg	<-((1-R-G)*G^3)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crrg	<-((1-R-G)*3*(R^2)*G)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Cggr	<-((1-R-G)*3*(G^2)*R)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
			
		res	=	
				P1	*	(G	+	R_Cgg	+	R_Cggg)	
		+	P2	*	(G^2	+	2*(G*R_Cgg)	+2*(G*R_Cggg)	+	R_Cgg^2	+	R_Cggg^2	+	2*(R_Cgg*R_Cggg))	
		+	P3	*	(G^3	+	3*	(G*(R_Cgg^2))	+	3	*	(G*R_Cggg^2)	+3	*	(G^2	*	R_Cgg)	+	R_Cgg^3	+	
3*(R_Cgg*R_Cggg^2)	+	3*	(G^2	*	R_Cggg)	+	3*(R_Cggg	*	R_Cgg^2)	+	R_Cggg^3)	
		return(res)	
			
		
}	
	
PRG		<-	function(P1,	P2,	P3,	R,	G)	
{	
		R_Cgg	<-	((1-R-G)*G^2)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crr	<-	((1-R-G)*R^2)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crg	<-	((1-R-G)*2*R*G)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crrr	<-	((1-R-G)*R^3)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Cggg	<-((1-R-G)*G^3)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Crrg	<-((1-R-G)*3*(R^2)*G)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
		R_Cggr	<-((1-R-G)*3*(G^2)*R)/((R+G)^2+(R+G)^3)	
			
		t1	<-	P1	*	(R_Crg	+	R_Crrg	+	R_Cggr)	
		t2	<-	P2	*	(1	-	R^2	-	2*(R*R_Crr)	-	2*(R*R_Crrr)	-	R_Crr^2	-	R_Crrr^2	-	2*(R_Crr*R_Crrr)	
-	G^2	-	2*(G*R_Cgg)	-	2*(G*R_Cggg)	-	R_Cgg^2	-	R_Cggg^2	-	2*(R_Cgg*R_Cggg)	)	
		t3	<-	P3	*	(1	-	R^3	-	3*	(R*(R_Crr^2))	-	3	*	(G*R_Cggg^2)	-	3	*	(R^2	*	R_Crr)	-	R_Crr^3	-	
3*(R_Crr*R_Crrr^2)	-	3*	(R^2	*	R_Crrr)	-	3*(R_Crrr	*	R_Crr^2)	-	R_Crrr^3	-	G^3	-	3*	
(G*(R_Cgg^2))	-	3	*	(G*R_Cggg^2)	-	3	*	(G^2	*	R_Cgg)	-	R_Cgg^3	-	3*(R_Cgg*R_Cggg^2)	-	
3*	(G^2	*	R_Cggg)	-	3*(R_Cggg	*	R_Cgg^2)	-	R_Cggg^3)	
		return(t1	+	t2	+	t3)	
			
	
}	
	
Crr	<-	function(R,	G)	
{	
		return(((1-R-G)*	R^2)/	((R+G)^2+(R+G)^3))	
}	
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Crrr	<-	function(R,	G)	
{	
		return(((1-R-G)*	R^3)/	((R+G)^2+(R+G)^3))	
}	
	
Cgg	<-	function(R,	G)	
{	
		return(((1-R-G)*	G^2)/	((R+G)^2+(R+G)^3))	
}	
	
Cggg	<-	function(R,	G)	
{	
		return(((1-R-G)*	G^3)/	((R+G)^2+(R+G)^3))	
}	
	
Crg	<-	function(R,	G)	
{	
		return(((1-R-G)*	2*R*G)/	((R+G)^2+(R+G)^3))	
}	
	
Crrg	<-	function(R,	G)	
{	
		return(((1-R-G)*	3*R^2*G)/	((R+G)^2+(R+G)^3))	
}	
	
Cggr	<-	function(R,	G)	
{	
		return(((1-R-G)*	3*R*G^2)/	((R+G)^2+(R+G)^3))	
}	
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