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Sauts d’espèce chez les virus influenza A 

• Oiseaux aquatiques = “réservoir” 

 

 

 

• Oiseaux et porcs : infections croisées naturelles et expérimentales 

  Intérêt direct en élevage porcin 

  Intérêt en santé publique : adaptation à l’homme 

 

 

Appréhender l’adaptation du virus lors de son passage du canard 

aux cellules de porc 
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Variabilité génétique chez les virus influenza 

Génome : 8 segments d’ARN simple brin – 

 

• ARN polymérase virale ARN dépendante   

     [9.10-6 ; 7.10-5 et plus] erreurs / nucléotide / cycle 

 

• Possibilité de réassortiment génétique 

 

 

Virus à évolution rapide et très adaptable 

 

Existe probablement au sein de chaque hôte naturel sous forme de nuées de 
virus différents mais au génome proche d’une séquence consensus 
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Passage d’une souche aviaire en cellules de porcs 

Virus : A/Mallard/Netherlands/10-Nmkt/99 
(IAFP, H1N1) 

Lignée cellulaire : Newborn pig trachea (NPTr)  

4 



0 12 24 36 48

1

2

3

4

5

6

7

8

hours post infection

lo
g

(v
ir

a
l 

c
o

p
ie

s 
/ 

μ
L

 s
u

p
e

rn
a

ta
n

t)

A

AP

0 12 24 36 48

0

1

2

3

4

5

6

7

8

hours post infection

lo
g

(v
ir

a
l 

c
o

p
ie

s 
/ 

µ
L

 s
u

p
e

rn
a

tn
a

n
t)

AP

A0 12 24 36 48

0

1

2

3

4

5

6

7

8

hours post infection

lo
g

(v
ir

a
l 

c
o

p
ie

s 
/ 

µ
L

 s
u

p
e

rn
a

ta
n

t)

A

AP

5 

Vitesses de croissance virus parental vs. adapté 

Cellules de porc 
p = 0,007 

Cellules de canard 
p = 0,280 

Cellules de poulet 
p < 0,001 
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Implication de formes filamenteuses ? 

a) A b) A 

c) AP d) AP 

f) uninfected e) uninfected 

a) A in CEF b) A in CEF c) A in CEF 

d) AP in CEF e) AP in CEF 

g) uninfected f) uninfected 

Cellules de porc Cellules de poulet 

Les formes filamenteuses auraient en général une croissance plus lente 



Séquençage Sanger 

Précurseurs minoritaires suspectés dans le virus parental 

Correspondent à des allèles du virus adapté 

 

 

Association sur les même brins ? 

 Sélection d’haplotypes complets ? 7 

Parental 

Adapté 



NS

M 

NA

NP

H1

889 bp

1025 bp

1456 bp

1562 bp

1774 bp

889 bp

1025 bp

1456 bp

1562 bp

1774 bp

1500 –

750 –

2200 –

1100 –

3400 –

1700 –

3700 –

1850 –

1300 –

650 –

9000 –

4500 –

8400 –

4200 –

8700 –

4350 –

9000 –

4500 –

3500 –

1750 –
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o

. r
e
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s

N
o

. r
e

ad
s

N
o

. r
e

ad
s

N
o

. r
e

ad
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o

. r
e
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PA

2229 bp 2229 bp

3000 –

1500 –

1900 –

950 –

N
o

. r
e

ad
s

PB1

2337 bp 2337 bp

2500 –

1250 –

2600 –

1300 –

N
o

. r
e
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s

PB2

2337 bp 2337 bp

2900 –
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2000 –

1000 –
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o

. r
e
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Wt Ad

H11

1757 bp

950 –

475 –

N
o

. r
e

ad
s

Pyroséquençage 
profond (454) 

Identification de sous-populations 
et variants minoritaires 
 
 
Couverture complète des 2 
génomes 
 
Profondeurs moyennes  
proches de 2000 à 3000 
lectures/position 
 
Ici : représentation de 
polymorphismes présents au seuil 
5% 8 8 



Position de la région dans le gène 
 

Consensus pour le virus parental 
Polymorphismes au seuil 5% 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Séquences individuelles 
(début) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Polymorphismes au seuil 5% 
 

Séquences individuelles 
(début)  
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Reconstruction d’un scénario d’évolution virale 

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

 - Certains gènes n’ont pas évolué (PB2, NA) 
 - Certains présentaient 2 allèles et l’allèle minoritaire a été perdu (PA, HA, NP) 
 - Certains présentaient 2 allèles et l’allèle minoritaire est devenu dominant (PB1, 
M, NS) 
  - Des mutations ponctuelles sont apparues ou ont été sélectionnées (PA, HA) 
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Etude fonctionnelle :  
Reconstruction des virus parental et adapté 

  Cellules de porc      Cellules de canard 



Etude fonctionnelle :  
1- aptitude des différents réassortants  
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Etude fonctionnelle :  
2- aptitude des mutants HA simples 
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Hours post infection 
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Interaction positive entre les deux mutations individuelles  



Résultats 
phylogénétiques : 
seconde mutation 

HA 
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Arbre phylogénétique des 

hémagglutinines H1 d’oiseaux 

aquatiques (noir) et de porcs 

(vert). 

 

• S->F 

• S->L 

 

 



Conclusions 
• Le séquençage 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 à 
un nouvel environnement  
 

• Deux mutations sur l’hémagglutinine permettent au virus de s’adapter au 
nouvel environnement. L’une de ces mutations est typique de l’hôte 
intermédiaire 
 

Merci de votre attention ! 
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Biais possibles 

De couverture : 

 - Fragmentation ? 

 - Autres ? 

 

De proportions : 

 - Multiplication du virus en culture 

 - Extraction ARN -> RT -> PCR -> emPCR 

     Perte d’allèles rares si efficacité <100% 

 - Erreurs de RT, PCR, séquençage : distribution « imprévisible »    

   Difficulté pour définir un seuil de confiance pour les polymorphismes 
  présents à bas niveau 

   Etude de probabilités en cours pour les polymorphismes d’intérêt 
fonctionnel 
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Fréquence des allèles minoritaires le long du gène 

Suggèrent 

des  

 

recombinaisons 

homologues  

 

 

ou  

 

des artefacts de 

PCR 

 

sur les gènes M 

et NS    

 

 

 

 

à discuter…   
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