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Sauts d’espece chez les virus influenza A

e Qiseaux aguatiques = “réservoir”

e Qiseaux et porcs : infections croisées naturelles et expérimentales
n——> Intérét direct en élevage porcin

I——> Intérét en santé publique : adaptation a ’homme
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Appréhender I'adaptation du virus lors de son passage du canard

aux cellules de porc



Variabilité génétique chez les virus influenza

Génome : 8 segments d’ARN simple brin —

 ARN polymérase virale ARN dépendante
m——>> [9.10°; 7.10~ et plus] erreurs / nucléotide / cycle

* Possibilité de réassortiment génétique
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Virus a évolution rapide et tres adaptable

Existe probablement au sein de chaque hote naturel sous forme de nuées de
virus différents mais au génome proche d’une séquence consensus



Passage d’une souche aviaire en cellules de porcs

Krirmpen aan de Lek,
The Metherlands
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Virus : A/Mallard/Netherlands/10-Nmkt/99
(IAFP, HIN1)

Malla rd fi aling
I Lignée cellulaire : Newborn pig trachea (NPTr)

Srown twic:e\in hen's eqggs
typed as H1ME
(Erasmus Medical Centre,

Rotterdarm)
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v Phenotypic comparisons between I

Adrmallard/Metherlands/10/1999 | the A and AP virus stocks |

wirus stack I (this Chapter) : |

ﬂ v« Growth kinetics : |

- in swine cells |

Aliguot sent ta | - in duck cells |
Cambridge | - in chicken cells N

ﬂ I -in human cells I

Filarnent forrmation I

Grown once in hen's egys - in swine cels

(AHT, Mewmarket) [ - in chicken cells |
| -in human cells [
ﬂ L !
Admallard/Metherland s10-Mmkt/1999 Afmallard/Metherland 510-Cam/1999
the « A » virus stock the « AP » virus stock

E'%i\J‘ﬁ\.F\.‘!‘ﬁ’&.j?‘ﬁ\J‘ﬁkP\LIﬁlgl‘ﬁ‘k.:fﬁkfﬁ‘kf-m

10 pass ages in NPTr swine cells (cf 2: ILB)

Full genome sequence Full genome sequence 4
analyses (cf Chapter 4) analyses (cf Chapter 4)
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Vitesses de croissance virus parental vs. adapté
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Implication de formes filamenteuses ?

Les formes filamenteuses auraient en général une croissance plus lente

1o urtinfected- .~ - .

MIC Usivgriy of Cambridge

Cellules de porc Cellules de poulet



Parental

Sequengage Sanger
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Précurseurs minoritaires suspectés dans le virus parental
Correspondent a des alleles du virus adapte

!

Association sur les méme brins ?
Sélection d’haplotypes complets ?



Pyroséquencage
profond (454)

{

Identification de sous-populations
et variants minoritaires

Couverture compléete des 2
génomes

Profondeurs moyennes
proches de 2000 a 3000
lectures/position

Ici : représentation de
polymorphismes présents au seuil
5%

PB2

PB1

PA

H1

H11

NP

NA

NS

No. reads No. reads No. reads No. reads No. reads No. reads No. reads No. reads

No. reads

1250

1300 T

1850 T

3400 1T

1700 T

2200 1

1100 T

1500 1

750 T

S

2337 bp 2337 bp
) i’ 2000 - -
1000+
2337 bp 2337 bp
- ! 2600
‘ H | 1300+
2229 bp 2229 bp
N - 1900 - i
950 +
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- - 3500 N i
50
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9000
1
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Tl | || |
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8400
| 4200
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9000 +
|
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Reconstruction d’un scénario d’évolution virale

Généralement, association physique de polymorphismes sur les méme brins
Origine des haplotypes minoritaires ?
m==) proviennent d’autres virus isolés de canards autour de la méme époque
et du méme lieu

Wt i Evolution in
i swine cells
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- Certains genes n’ont pas évolué (PB2, NA)
- Certains présentaient 2 alleles et |'allele minoritaire a été perdu (PA, HA, NP)
- Certains présentaient 2 alleles et 'allele minoritaire est devenu dominant (PB1,
M, NS)
- Des mutations ponctuelles sont apparues ou ont été sélectionnées (PA, HA) 10



log(viral copies / uyL supematant)

Etude fonctionnelle :
Reconstruction des virus parental et adapté
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Etude fonctionnelle :
1- aptitude des différents réassortants
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Rescued viral construct
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Etude fonctionnelle :
2- aptitude des mutants HA simples
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Interaction positive entre les deux mutations individuelles
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Résultats
phylogénétiques :
seconde mutation

HA

Arbre phylogénéetique des
hémagglutinines H1 d’oiseaux
aquatiques (noir) et de porcs
(vert).

. S->F
. S->L
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Conclusions

* Le séquencage profond a permis d’appréhender la variabilité génétique
et les possibilités d’évolution offertes au virus. Des co-infections dans le
réservoir naturel ont offert des options de réassortiment pour s’adapter a
un nouvel environnement

* Deux mutations sur I’hémagglutinine permettent au virus de s’adapter au
nouvel environnement. L'une de ces mutations est typique de I’hote
intermédiaire

Merci de votre attention !
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Biais possibles

De couverture :
- Fragmentation ?

- Autres ?

De proportions :
- Muultiplication du virus en culture
- Extraction ARN -> RT -> PCR -> emPCR
mmmmm) Perte d’alléles rares si efficacité <100%
- Erreurs de RT, PCR, séquencage : distribution « imprévisible »

mmmmm) Difficulté pour définir un seuil de confiance pour les polymorphismes
présents a bas niveau

Etude de probabilités en cours pour les polymorphismes d’intérét
fonctionnel
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Frequency of Ad's allele in Wt

Frequency of Ad's allele in Wt

Fréquence des alleles minoritaires le long du gene
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Suggerent
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homologues
ou

des artefacts de
PCR

sur les genes M
et NS

a discuter...
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