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Introduction



I.  Présentation du contexte général de la these

Les maladies infectieuses ont toujours été une cause majeure de mortalité chez les

populations humaine et animale. Tuant plus que les guerres, les maladies infectieuses sont

méme de plus en plus plus présentes (Figure 1) (1).
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dans le monde

David M. Morens, Gregory K. Folkers B Anthony 5. Fauci
Nasture 420, 242-243(8 July 2004)

doi:10.1038/natured2753

Les mécanismes d’adaptation de certains pathogénes comme les virus de la grippe ou du

SIDA avec leurs taux de mutation élevés, les échanges de matériel génétique chez les

bactéries ou encore le manque de connaissances et de moyens de traitement efficaces

comme en ce moment pour la crise sanitaire autour de la ré-émergence du virus Ebola en

Afrique, leur permettent de faire des carnages sur les populations (1). Les maladies

émergentes ou ré-émergentes sont nombreuses et n’épargnent aucun continent (Figure 2).

Pour pallier a cela, les scientifiques cherchent toujours a aller plus loin dans le diagnostic, la

découverte de nouveaux pathogénes et de nouveaux systemes de lutte (vaccins, nouvelles

thérapies, etc) afin de mieux prémunir les populations contre ces fléaux.




Vancomycin-resistant

S. aureus

Human

MONKeYPOox

Anthrax
bioterrorism

\ , N\, fever
./fﬂ NoHY

>(R-!l Valley

N
‘ J o \ .
Whitewater [ 74 \\\ \\
c X A/ \ NN
Nroyo /,' ,4/ ‘v_ N o > FIORI -
S/ \ NS Hendra virus
Yy \ A\ o
Hantavieus - /711 \ .
4 / / ; 3\
\r vy / \
pulmonary /] // y \ \ \ s o
syndroms /‘ % 5 d " Enterovirus 7
v o Human monkeypox
YL i /s | \
Dengu Yehow fever \ = g :
Cholera Marburg Ebola Plague
haemorrhagsc fever nasmorrhagio fever

Figure 2: Représentation des émergences et ré-
émergences de maladies infectieuses dans le monde.
En bleu les ré-émergences, en rouge les émergences des

maladies infectieuses

The challenge of emerging and re-emerging infectious diseases
David M. Marens, Gregory K. Folkers & Anthony 5. Fauci

Nature 430, 242-249(8 July 2004)

doi:10.1038/nature0275%

médecine humaine comme en médecine vétérinaire, les maladies infectieuses tiennent

donc un réle de premier plan et a ce titre, il est primordial de pouvoir identifier les agents
pathogenes responsables de ces maladies. Plusieurs enjeux apparaissent rapidement lorsque
I'on parle de recherche d’agents pathogénes : la rapidité, robustesse et répétabilité de la
technique employée. De plus I'identification de pathogénes émergents, qu’ils soient connus
ou non, est tres important. En effet I'identification des agents permet d’améliorer nos
connaissances et ainsi nous permet de mieux nous prémunir contre de futures ré-
émergences : traitements anti-viral/fongique/bactérien, vaccination ou encore sérothérapie.
Dans ce but, de nombreuses techniques ont été développées au fil des ans afin de rendre le

diagnostic des pathogenes toujours plus précis et plus rapide. .

Les méthodes de diagnostic peuvent étre classées en deux grandes catégories :

- Les méthodes avec a priori

- Les méthodes sans a priori



On parle de technique de diagnostic (de détection) avec a priori lorsque I'on cible un/des
agent(s) pathogéne(s) déja connu(s) et caractérisé(s). On connait donc la cible et on cherche
a déterminer si I'agent est présent ou non dans I’échantillon biologique.

Les techniques dites sans a priori n"ont quant a elles aucune cible prédéterminée. Ainsi lors
d’un diagnostic, ces méthodes permettent une recherche exhaustive des pathogenes
s’affranchissant d’une mauvaise hypothése clinique ou bien d’un agent inconnu. En effet un
symptdme peut avoir plusieurs origines comme par exemple pour les entérites qui peuvent
étre aussi bien virales (rotavirus, astrovirus, reovirus, adenovirus de type 1 ou coronavirus
(2-4)) que bactériennes (5,6).

Dans le cadre de cette thése, nous avons eu pour but I'identification et la caractérisation de
virus. Méme si les deux notions sont trés liées et peuvent se comprendre de différentes
manieres, nous allons considérer ici que I'identification précede la caractérisation d’un agent
étiologique. L'objectif étant de déterminer I'intérét et I'efficacité du séquencage a trés haut
débit pour la détection d’agents pathogenes chez les espéces aviaires. L'identification des
cibles est une étape préliminaire pour la mise au point d’un test de diagnostic sensible et
pertinent, tel que la réaction de polymérase en chaine quantitative a haut débit (PCRq haut

débit), qui sera présentée dans I'introduction suivante.

II. Méthodes de diagnostic avec a priori

Depuis de nombreuses années, les méthodes de diagnostic se sont terriblement améliorées
notamment grace aux avancées techniques les rendant plus rapides et efficaces. Il existe
plusieurs méthodes de diagnostic différentes, regroupées dans deux groupes : les méthodes
ciblées et les méthodes non ciblées. Une recherche dite avec a priori, ciblera un ou plusieurs
pathogénes qui répondra a I’hypothése posée lors de I'observation des signes cliniques. Le
résultat obtenu sera alors positif ou négatif.

Il existe de nombreuses méthodes avec a priori de détection d’antigéne disponibles en
virologie clinique : les tests rapides, I'immunofluorescence, les réactions de polymerase en
chaine, etc, mais nous avons choisi de présenter spécifiquement les réactions de polymérase

en chaine classique et quantitative.



A. Réactions de polymérase en chaine

1. Principe de I’hybridation

L’hybridation moléculaire désigne les associations qui peuvent survenir entre des acides
nucléiques simples brins complémentaires conduisant a la formation de complexes comme
par exemple d’acides nucléiques double brin. Ce complexe est assuré par des liaisons
hydrogenes spécifiques ; dans le cas d’acide nucléique, on parlera de complémentarité de
bases : Adénine (A) — Thymine (T) (ou Uracile (U)) ou Cytosine (C) — Guanine (G). Les liaisons
entre la cytosine et la guanine sont plus fortes puisqu’elles comportent trois liaisons
hydrogenes alors que les liaisons A —T en ont deux.

Le principe d’hybridation est la source de nombreuses techniques de biologie moléculaire
faisant intervenir au moins un brin cible et un brin connu (sonde, amorce).

Dans le contexte d’une recherche de pathogéne, il est important d’avoir des notions sur la
physiopathologie de celui-ci. Tous les virus/bactéries ne possédent pas le méme tropisme.
On retrouve donc un pathogéne entérique dans |'appareil digestif et un pathogéne
respiratoire dans I'appareil respiratoire. De plus, certains pathogénes ne sont pas excrétés
de facon continue dans I’'hote, il est donc nécessaire d’effectuer les préléevements dans
la bonne « fenétre » temporelle. Ainsi les sites et timing de prélévement sont des points

cruciaux lors d’une recherche de pathogéne.

2. Reéaction de polymeérase en chaine (PCR)

La réaction de polymérase en chaine (PCR) a été inventée en 1983 par Kary Mullis, invention
récompensée par un prix Nobel en 1993. Cette technique permet I'amplification d’un
fragment d’ADN connu. Le principe de la PCR est basé sur les propriétés d’une enzyme,
'ADN polymérase, qui a le pouvoir de synthétiser a partir d’'une amorce un brin
complémentaire. L’ADN matriciel sera répliqué en un trés grand nombre de copies. On peut
donc parler de clonage moléculaire, puisque seule la cible des amorces sera amplifiée.
Désormais incontournable en biologie moléculaire, la PCR posséde un nombre d’applications
considérable.

Une PCR va mettre en jeu plusieurs acteurs, tout d’abord la matrice a amplifier,
habituellement sous forme d’ADN double-brin. Ensuite les amorces qui sont de petits brins

d’ADN ayant la capacité de reconnaitre et de se fixer par complémentarité a un brin dit



complémentaire. Elles jouent un role crucial, elles sont connues et choisies (« dessinées »)
de facon a encadrer la séquence a amplifier. L'enzyme sur laquelle repose cette technique
d’amplification est ’ADN polymérase (Tag polymérase) qui utilise les quatre nucléotides
(dGTP, dCTP, dATP, dTTP), appelés désoxyribonucléotides triphosphates (dNTPs) lorsqu’ils
sont regroupés.

Les étapes d’un cycle de PCR sont schématisées dans la figure suivant (Figure 3):

PCR : Polymerase Chain Reaction . A
Figure 3: Schématisation du

30 - 40 cycles of 3 steps : principe de la PCR
http.//users.ugent.be/~avierst

%«\\P*ﬂbﬂ' m‘“’ 'nﬂl'"’lb ) Step 1 : denati r/principles/pcr.html
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W ” 3 - I _ | \l h only dNTP's
| II|

CAndy Vierstrasie 19997

- La dénaturation

Elle consiste a chauffer, généralement a 94°C, les doubles brins d’ADN entrainant leur
ouverture. Les liaisons hydrogenes reliant les deux brins d’ADN sont rompues par la
température, les ADN double brin donnent donc des ADN simple brin. Cette étape est aussi
utile pour dénaturer les structures secondaires (exemple : boucle). On parle alors d’ADN
dénaturé.

- L’hybridation

Il s’agit de I'étape durant laquelle les amorces vont reconnaitre et se fixer a leur brin
complémentaire. La température d’hybridation varie en fonction de la composition
nucléique des amorces. En effet, plus les amorces sont riches en guanines et cytosines, plus

leur température d’hybridation (Tm) va étre élevée. Cette température est généralement
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comprise entre 50°C et 60°C, et plus la température est élevée, plus I'hybridation des

amorces sur leur brin complémentaire est sélective et donc spécifique.

- L’élongation

Cette troisieme étape correspond a la synthése des brins d’ADN complémentaire par I’ADN
polymérase. A cette température la Taq polymérase (thermorésistante) s’attache aux ADNs
simple brin amorcés et active la réplication. Cette enzyme va utiliser les dNTPs présents dans
le milieu réactionnel pour synthétiser le brin complémentaire. L’élongation se fait
généralement a 72°C correspondant a la température optimum d’efficacité de I'enzyme.
Cette température peut varier en fonction de I'enzyme, en effet la température optimum
d’efficacité est de 68°C pour certaines enzymes et peut descendre jusqu’a 60°C pour
d’autres. En général, les protocoles recommandent I'ajout d’une étape d’élongation final a
72°C aprés les cycles d’amplifications surtout avec des séquences d’intérét de grande taille.
Ces trois étapes sont répétées entre 30 a 45 fois ce qui permet une amplification
exponentielle de la matrice de départ, puisqu’une fois I'élongation finie les brins générés
deviennent a leur tour une cible pour le cycle suivant. A la fin des cycles d’amplification, une
visualisation est possible grace a des agents intercalants tel que le Bromure d’ethidium (BET)
ou le « Sybr® safe ». Ces agents intercalants se glissent entre les doubles brins d’ADN et sont
fluorescents lors de I'exposition aux Ultra-violets ou a la lumiére bleue. Le produit de PCR est
soumis a une migration sur gel d’agarose par électrophorése. Cette électrophorése va
permettre de séparer les acides nucléiques en fonction de leur poids moléculaire.

La PCR est un outil de diagnostic de routine trés utilisé, seul (avec visualisation apres
migration), ou suivi d’une technique complémentaire de caractérisation de produits
amplifiés, tel que le séquencage. Malgré la standardisation de cette méthode, il existe
toujours des limites. Le risque de contamination, la présence d’inhibiteurs de PCR, la
dégradation des acides nucléiques en cas de mauvais conditionnement, et surtout le risque
de mutations au niveau des sites de fixation des amorces sont autant d’inconvénients
auxquels il faut faire attention.

La PCR est un outil trés puissant pour reconnaitre des cibles dont on connait la séquence. En
effet, les amorces utilisées doivent s’hybrider sur la matrice. Cependant, il est possible
d’utiliser des amorces « dégénérées » afin de leur permettre une certaine flexibilité. Une

base est dite dégénérée lorsqu’elle possede la faculté d’avoir plusieurs correspondances. En
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effet, une base dégénérée a la capacité de s’hybrider par complémentarité sur plusieurs
bases. Ainsi I'association de plusieurs bases dégénérées dans une amorce permet une
hybridation a plus large spectre. Il existe plusieurs possibilités de codage de base

dégénérée (Tableau 1).

Tableau 1 : représentation des possibilités de correspondance des bases dégénérée.

Base dégénérée Correspondance

A

Z|T|wm|<|O|<|Z|s|vn|lx|=m
O>TOIOOIHP I>PIOO0O

—H|d|d (>0 0d4|0O|d

OoOOo|o|d

Cette particularité permet aux amorces de s’hybrider sur des fragments d’ADN ayant une
séquence relativement proche comme deux virus d’'un méme genre ou porteurs de quelques
mutations. Ainsi en ciblant des séquences virales conservées il est possible de détecter des
variants génétiquement proches (7). Grace a I'utilisation d’amorces dégénérées, la PCR a
permis l'identification de nombreux virus (8,9). Un outil facilitant le design d’amorces
dégénérées dans un but d’identification de nouveaux virus a été créé (CODEHOP PCR (7)).
Cet outil peut étre utilisé pour la découverte de nouveaux virus mais également pour la
détection d’un grand nombre de souches différentes d’'un méme virus (ou variant), que des

amorces « classiques » (plus spécifiques) n’auraient pas reconnues (10).

Apres la détection d’un agent pathogene par PCR, il est possible de le sous-typer et méme de
le caractériser au niveau moléculaire. Pour certains pathogénes on peut utiliser des amorces
spécifiques d’'un Genre, d’un sous-type, d’un variant et donc mieux caractériser la souche
avec une ou plusieurs PCRs supplémentaires. Des profils de restriction étaient également
trés utilisés par le passé pour répondre aux mémes questions. Aujourd’hui il est fréquent de
séquencer un produit de PCR pour le comparer aux bases de données et faire des analyses

phylogénétiques permettant de mieux caractériser une souche pathogene. Ces méthodes de
8



caractérisation post-identification sont également avec a priori méme si le séquengage ne
I'est pas toujours, raison pour laquelle la technique est détaillée plus tard dans cette

introduction.

B. PCR qguantitative ou en temps réel

La PCR en temps réel est une méthode qui utilise le méme principe que la PCR classique, a la
différence que I'amplification est quantifiée tout au long de la réaction et non pas
uniqguement a la fin, donc en temps réel. La quantité d’ADN est quantifiée a chaque cycle
d’amplification grace a un marqueur fluorescent dont lintensité du signal est
proportionnelle a la quantité d’amplicons produits. Ce systéme s’appuie sur I'excitation par
un laser d’un fluorochrome, présent dans le mix de PCR. L'intensité de fluorescence est lue
par une caméra numérique, elle-méme liée a un logiciel d’analyse. Cela permet de réaliser
des dosages quantitatifs de ’ADN d’intérét, par exemple pour déterminer une charge virale.
Il existe deux types de quantifications: la quantification absolue faisant intervenir une
gamme étalon et la quantification relative demandant la comparaison entre un gene de
ménage et ’ADN a doser. Il est important de définir la limite de sensibilité inférieure de la
technique. Ce point correspond a la quantité d’ADN minimale détectable par l'utilisation de
la méthode. Plus I'’échantillon de départ est concentré en ADN cible et plus le nombre de
cycles nécessaires pour que le signal fluorescent dépasse significativement le bruit de fond
sera faible. Ce point est communément appelé Ct (« cycle threshold ») et se situe en début
de phase exponentielle (Figure 4). Le suivi de la fluorescence au cours des cycles

d’amplification fera apparaitre 3 phases :

- Bruit de fond: la quantité d’ADN amplifié est inférieure au seuil de détection et

n’émet pas une fluorescence suffisante pour étre visualisée.

- Phase exponentielle : la quantité d’ADN amplifié permet une fluorescence suffisante
pour étre enregistrée. La fluorescence sera proportionnelle a la quantité d’ADN

généré.

- Phase de plateau : la réaction n’est plus exponentielle due a un élément limitant

(souvent I’ADN polymérase).
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Figure 4 : Représentation des différentes phases lors d’une PCRg. Nombre de cycles sur I'axe
des abscisses et quantité de fluorescence sur I’axe des ordonnées.

Pour quantifier un échantillon, il est souvent nécessaire d’établir une courbe standard. Cette
courbe correspond a la valeur de Ct en fonction de la concentration en ADN d’une gamme
étalon. Le Ct d’un échantillon inconnu sera reporté sur la courbe standard et traduit en

concentration d’ADN (Figure5).
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Figure 5 : Représentation d’'une gamme étalon d’une PCR quantitative et de sa courbe standard.
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Il existe plusieurs méthodes s’appuyant sur deux types de marqueurs de fluorescence : les
agents intercalants et les sondes. Il existe aujourd’hui des technologies permettant de
réaliser ce type de PCRq en tres grand nombre simultanément : elle est dite « a haut débit »,

comme par exemple le systéme BioMark™ (http://www.integragen.com/165-biomark-

fluidigm.htm).
1. Agent intercalant

Il existe plusieurs marqueurs pour mesurer la fluorescence, le plus commun est le Sybr®
green. C'est un agent intercalant, il n’intervient donc pas dans la spécificité de la réaction.
Par conséquent la spécificité d’une réaction repose sur celle de ses amorces. La pureté des
produits amplifiés est vérifiée en réalisant une courbe de fusion. Cette courbe correspond au
relevé de la fluorescence lors d’'une montée en température progressive. On obtiendra alors
un seul pic sur la dérivée primaire de cette courbe correspondant a la température de fusion
(aussi appelé Tm) si tous les amplicons ont la méme séquence. Si les pics sont décalés par
rapport au Tm attendu, ou qu’il y a plusieurs pics sur la courbe de fusion alors cela signifie le
produit de PCR n’est pas spécifique. Malgré un co(t d’utilisation faible, une facilité d’emploi,
cette technique comporte tout de méme quelques limites. Par exemple les agents
intercalants détectent tous les ADNs double brins (diméres d’amorces, amplicons non
spécifiques...) et pas seulement I'amplicon cible. Ceci peut poser un probleme de spécificité,

généralement corrigé par I'analyse de la courbe de dissociation.

2. Sonde

Il existe plusieurs systemes utilisant des sondes : Tagman®, Fluorescent Resonnance Energy
Transfert (FRET), Molecular Beacons et Scorpion.

La technologie utilisant la sonde Tagman® est basée sur I’hybridation d‘une sonde d’acides
nucléiques agrémentée d’'un fluorochrome émetteur (reporter) d’une part et d’un
fluorochrome suppresseur (quencher) d’autre part. L’hydrolyse de la sonde lors de
I’élongation sépare le reporter du quencher, permettant ainsi la mesure de la fluorescence,

qui est proportionnelle a la quantité de sonde dégradée (Figure 6).

11


http://www.integragen.com/165-biomark-fluidigm.htm
http://www.integragen.com/165-biomark-fluidigm.htm

L'utilisation de sondes Tagman® permet une augmentation de la spécificité par rapport au
Sybr® green et rend possible un multiplexage de sondes portant des fluorochromes
différents. Néanmoins cette méthode reste tres coliteuse et manque de souplesse lorsque
les souches sont variables : les amorces et la sonde risquent de ne pas s’hybrider au bon

endroit en cas de mutation ou si elles sont situées dans une région de séquences répétées.

- = Sonde Tagma
Tagman e K
S i 3 | I

ADN double brin cible
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=q Sonde hybridée
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Sonde hydrolysée 7 1

avec fluorochrome activé

Figure 6 : principe de I'hybridation d’'une sonde Tagman.
http.//www.ilm.pf/PCRtempsreel
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Le systéme FRET fonctionne quant a lui avec deux sondes, une dite porteuse de fluorescence
et 'autre dite émettrice. La sonde porteuse de fluorescence n’émet qu’un faible bruit de
fond lorsqu’elle n’est pas hybridée et proche de la sonde émettrice. Les deux sondes
s’hybrident sur une cible distante que de quelques nucléotides (pas plus de 10 pour que la
sonde émettrice joue son rble) ce qui entraine un transfert d’énergie de la sonde porteuse
vers la sonde émettrice. Ce transfert permet I’émission de fluorescence proportionnelle a la
quantité d’ADN synthétisée (Figure 7).

Comme les sondes Tagman®, le systeme FRET comporte les avantages de |'utilisation des
sondes, une trés bonne sensibilité et une capacité de multiplexage plus importante encore.
Cependant son prix est plus élevé encore que le systéme tagman® et certaines mutations

peuvent déstabiliser le systeme.
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Figure 7 : principe d’hybridation d’'une sonde FRET
http://www.ilm.pf/PCRtempsreel
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Le Molecular Beacons utilise le méme principe que la sonde Tagman®, a la différence que les
deux fluorochromes sont portés a chaque extrémité d’une sonde en épingle a cheveux. Lors
de I'étape de dénaturation la sonde se linéarise permettant sa fixation sur ’ADN cible lors de
I’étape d’hybridation. Le quencher (suppresseur) n’étant plus a distance suffisante pour
jouer son role, le reporter pourra émettre de la fluorescence. Durant I'étape d’élongation, la

polymérase libére la sonde qui retrouve son état initial et éteint le signal lumineux (Figure 8).
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Figure 8 : principe de I'hybridation d’'une sonde Molecular Beacons
http://www.ilm.pf/PCRtempsreel
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Le Scorpion est quant a lui une variante des molecular beacons ayant une molécule
d’hexéthyléene glycol (HEG) a la suite du quencher. L'HEG porte une amorce qui va se fixer
sur la séquence cible afin de permettre la polymérisation du brin complémentaire. Apres
dénaturation de ce brin néoformé, I'amorce en épingle linéarisée comporte une molécule
d’HEG et un brin complémentaire néoformé d’un c6té et une partie sonde avec a l'autre
extrémité le fluorochrome. Le brin néoformé s’hybride sur la sonde linéarisée lors de ce
deuxieme cycle éloignant ainsi le quencher et le reporter permettant la lecture de la

fluorescence générée (Figure 9).
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Figure 9 : principe de I'hybridation d’une sonde Scorpions
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Ces deux derniéres sondes possedent des avantages et des inconvénients communs. En effet
elles possedent toutes deux une grande spécificité qui leur permet d’étre utilisées pour la
détection de SNP (single nucléotide polymorphism), mais la sonde Scorpion est plus rapide,
plus efficace et elle permet également une augmentation de l'intensité de la fluorescence.

Ces deux sondes sont néanmoins beaucoup plus cheres et leur conception est trés délicate.

3. PCR compétitive

La PCR compétitive est une méthode ou I'on mesure les quantités relatives d’ADN grace a
des standards. Pour cela on ajoute une quantité connue d’ADN portant la séquence
reconnue par les amorces a I’échantillon. Les deux cibles sont donc amplifiées avec le méme
jeu d’amorces, de par cette compétition le ratio des deux produits d’amplifications est
équivalent au ratio de la cible recherchée et de I’ADN compétiteur. Puisque la quantité
d’ADN compétiteur est connue, il est possible d’établir la quantité d’ADN cible dans

I’échantillon.
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C. Techniques Sérologiques

Lors d’une recherche sérologique le timing des prélevements est d’'une importance capitale.
En effet, lors d’une infection les antigénes (Ag) ne sont retrouvés qu’aprés réplication de
I'agent sur le ou les sites d’infection (suivant le tropisme du pathogéne). Les anticorps (Ac)
sont quant a eux produits aprées une période d’incubation, laissant le temps a I'organisme de
reconnaitre I'Ag et de le combattre: le temps de séroconvertir. Suivant le type d’Ac
(Immunoglobuline M (IgM) ou Immunoglobuline G (IgG)) le temps d’apparition et de

maintien des Ac peut varier (Figure 10).

Anticorps

\\

2 jours 3 jours 84310 jours 8semaines 6 mois

D'aprés S. Zientara et al.,, 2009
Figure 10 : Cinétique des parameétres biologique suite a une infection
par des virus de la fievre catarrhale.
http.//www.fcoinfo.fr/spip.php?article373

1. ELISA

Inventé en 1971 par Peter Perlmann et Eva Engvall de |'université de Stockholm, le test ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) est une technique enzymatique de recherche d’Ac ou
d’Ag. Cette méthode est basée sur un systeme de clé-serrure et la capacité de
reconnaissance spécifique des anticorps. Il existe plusieurs types d’ELISA : ELISA direct,
indirect, sandwich et compétition.

Le test ELISA direct est le plus simple, il nécessite un Ac et un Ag. Le principe est de fixer (ou
« coater ») a un support solide (plaque 96 puits) un Ac ou un Ag (suivant la recherche) et de
mettre en contact un Ag ou un Ac marqué avec une enzyme (Ag si la plaque est « coté » avec
des Ac et Ac si la plaque est coté avec des Ag). Aprés avoir éliminé les Ac/Ag non fixés, un

substrat est ajouté dans chaque puits permettant la lecture de la réaction par fluorescence
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ou colorimétrie (suivant la nature de I'’enzyme et du substrat). Cette technique comporte
I'avantage d’étre rapide et d’éviter les réactions croisées entre plusieurs Ac. Mais elle
impligue le marquage individuel des Ac/Ag et le signal étant moins amplifié, la lecture est
moins sensible.

L’ELISA indirect comporte une étape supplémentaire qui implique un Ac supplémentaire. Le
premier Ac est appelé primaire et le second est nommé secondaire. Pour cette technique
I’Ag « coaté » sur le support est incubé avec I’Ac recherché dit Ac primaire. Aprés élimination
des éléments non fixés, un Ac secondaire marqué est ajouté dans les puits. L'étape de
révélation avec le substrat et de lecture du résultat est similaire a I'ELISA direct. Ce type
d’ELISA est plus sensible et moins cher que I'ELISA direct. De plus les Ac secondaires
reconnaissent le fragment Fc des Ac grace au déterminant isotypique, conservé entre
différents Ac primaires. Un méme Ac secondaire peut donc étre utilisé dans différentes

situations (avec différents Ac primaires) (Figure 11).
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Figure 11 : Représentation du principe des tests ELISA direct et indirect. A/ ELISA direct. B/
ELISA indirect
http://www.djamiatic.net/immuno/Chapitre%203.htm|
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Le type d’ELISA en compétition est défini par la mise en concurrence de deux Ac ou deux Ag,
'un étant marqué et l'autre correspondant a I’échantillon. Pour cela la plague est coatée
avec des Ag ou Ac et les deux Ac ou Ag sont incubés ensemble dans les puits. Contrairement
aux ELISA direct et indirect, I'intensité du signal est inversement proportionnelle a la
quantité d’Ac ou Ag dosé. En effet, plus il y a d’Ac (ou d’Ag) non marqué (provenant de
I’échantillon a doser) et moins I’Ac (ou I’Ag) marqué peut se fixer. Inversement, plus la
quantité d’Ac (ou d’Ag) non marqué est faible et plus son concurrent (I'Ac ou I'Ag de

marqué) se fixe, permettant une intensité de signal plus importante (Figure 12).

Dosage d'un antigéne (ELISA compéetition)
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Figure 12 : Schématisation du principe d’un test ELISA en compétition.
http://www.djamiatic.net/immuno/Chapitre%203.htm!

L’ELISA sandwich est une variante moins courante des tests ELISA. Elle permet de quantifier
les Ag entre deux couches d’Ac: les Ac de capture et les Ac de détection. Pour utiliser ce
type d’ELISA, il faut que I’Ag a doser porte au moins deux épitopes antigéniques capable de
fixer des Ac. Les Ac de capture et de détection peuvent étre monoclonaux (ne reconnaissant
qu’un seul épitope antigénique) ou polycolonaux (reconnaissant plusieurs épitopes
antigéniques différents). Les Ac monoclonaux permettent une détection et une
guantification plus spécifiqgue que les Ac polycolonaux qui eux reconnaissent plusieurs
épitopes différents. Le gros avantage de ce systéme est qu’il accepte des échantillons tres

complexes et ne demande pas de purification. L’Ac de capture sert d’étape de purification.
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Cependant l'optimisation de ce type d’ELISA peut étre difficile puisqu’il faut éviter toute
réaction croisée entre les différents acteurs. L’ELISA sandwich peut étre « direct» ou

« indirect », les différentes étapes de cette méthode de sandwich sont les suivantes :

- une quantité connue d’Ac de capture est fixée a la plaque.

- Apres avoir lavé et bloqué les éventuelles liaisons libres, I’Ag est ajouté.

- Apres élimination des Ag non fixés, I’Ac primaire est ajouté (Ac primaire marqué si on

souhaite réaliser un ELISA sandwich simple).

- Apres élimination des Ac primaires non fixés, I’Ac secondaire (s’il s’agit d’'un ELISA

sandwich indirect) marqué est incubé.

- L'étape de lecture est semblable aux tests ELISA précédemment décrits (lavage, ajout

du substrat et lecture aprés excitation du complexe enzyme-substrat.)

Le nombre d’Ac rend ce test ELISA trés spécifique, et I’Ac de capture permet de s’affranchir
d’une étape de purification. La possibilité d’employer une technique directe ou indirecte

rend ce type d’ELISA trés sensible mais également tres flexible (Figure 13).

Dosage d'un antigéne par méthode sandwich
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Figure 13 : Représentation des méthodes d’ELISA sandwich. La méthode sandwich
correspond a une technique directe et la méthode du double sandwich a une technique
indirecte.

http://www.djamiatic.net/immuno/Chapitre%203.htm/
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2. Autres tests serologiques

Il existe un grand nombre de tests basés sur la détection d’anticorps. Chaque test utilise les
propriétés de ces anticorps recherchés. Comme le principe d’agglutination, qui permet aux
anticorps de s’agglomérer autour des antigenes portés par un support comme des billes de
latex (recherche du virus de la rubéole). Ou encore l'inhibition de I’hémagglutination, en
effet certains virus comme le virus influenza sont capables d’hémagglutiner les hématies. Les
virus une fois neutralisés par les anticorps, les hématies pourront sédimenter, ce qui permet
de vérifier la présence ou non de ces anticorps dans un échantillon de sérum. La
séroneutralisation est une autre technique trés utilisée en diagnostic. Le principe de cette
méthode repose sur l'inhibition de la réplication d’un virus. Pour cela, le virus est mis en
présence d’un sérum (que I'on souhaite analyser). Si on observe une inhibition alors on peut
conclure a la présence d’Ac neutralisants dans le sérum étudié. Pour cette technique

I'identification du pathogene est nécessaire.

D. Puces a ADN (Microarrays)

Cette méthode de détection est basée sur les travaux d’Edwin Southern, Kalim Mir et
Mikhail Schepinov (11). Ces chercheurs ont montré que deux acides nucléiques
complémentaires peuvent se séparer et s’associer de facon réversible a condition d’étre
dans certaines conditions (Température et concentration saline du milieu optimales). La
réaction est réalisée sur un support solide de petite taille tel qu’'une lame en verre ou en
nylon, ce qui différencie cette technique des dots blots. Sur ce support sont déposées des
séquences d’ADN de petite taille ou des oligonucléotides synthétiques (entre 50 et 70-mer)
aussi appelés « sondes ». Le choix des sondes est fait de sorte qu’il n’existe qu’une seule et
unique cible pouvant s’y fixer. Le support porteur des sondes est ensuite hybridé avec les
ADNs extraits des échantillons que I'on souhaite analyser. Ces ADNs aussi nommés « cibles »
(éventuellement obtenus par transcription inverse d’ARNs cibles), sont marqués avec des
fluorochromes, souvent de la famille des cyanines (Cyanine3 de couleur verte et Cyanine5 de
couleur rouge). L'acquisition des signaux d’hybridation est réalisée a I'aide d’un scanner de
fluorescence. L’'intérét d’utiliser deux fluorochromes de couleurs différentes est de
permettre la distinction des signaux de deux souches distinctes lors d’'une méme

hybridation. Apres l'acquisition du signal, une analyse va permettre la quantification
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correspondant au niveau d’expression de la cible dans I’échantillon déposé sur la puce
(Figure 14).

Le principe de la puce est basé sur la détection de séquences connues, cette technique
robuste permet la détection et la surveillance de virus de facon aisée. En 2002, Wang et ses
collaborateurs ont montré qu’il était possible non seulement d’identifier et distinguer les
serotypes viraux par les hybridations sur la puce de chacun de ces virus, mais également de
détecter des virus qui n’étaient pas spécifiquement marqués sur la puce en sélectionnant
des marqueurs de famille trés conservées (12). Cette caractéristique place cette technique a
la frontiere des détections avec et sans a priori. Cette puce fait partie de la catégorie des
puces nommées Panviral microarray assay et est appelée Virochip. Elle permettait lors de sa
premiere publication le criblage d’une centaine de virus et en 2011 porte 36.000 sondes
dérivées de plus de 1.500 séquences virales (13). La Virochip a été utilisée de nombreuses
fois, tout d’abord pour valider ses performances dans la détection de virus présents chez des
personnes présentant des signes cliniques de détresse respiratoire (14). Cette puce est
capable de mettre en évidence simultanément de nombreux virus présents dans un seul
échantillon. Ces résultats sont plus sensibles, plus précis que les RT-PCR spécifiques ou
I'isolement sur culture cellulaire et a permis de mettre en évidence la présence de sous
populations virales non détectables par des méthodes classiques (15-17). Elle a méme
récemment été utilisée sur des échantillons porcins et a permis I'identification de nombreux
virus (18).

Les puces a ADN peuvent donc étre considérées a la fois comme une méthode avec a priori,
puisqu’elles s’appuient sur une technique d’hybridation de sonde spécifique. Mais
également comme une technique sans a priori quant au grand nombre de virus différents

pouvant étre criblés lors d’'une méme réaction.
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Schématisation du cheminement pour |'utilisation d’une puce :
http://www.imm.cnrs.fr/transcriptome/spip.php?rubriquell

A. RNA Isolation

E. Imaging
Sample A Sample B
6¥Xo @ samplcA>B
D - Sample A=B
* () SampleB>A
."-.".. ’\_’ - B -«
s LR ’\/
i R N~

B. cDNA Generation
C. Labeling of Probe

Reverse Transcriptase

?\.l nu:_r::cml ot 1

T

f’ + N
)

D. Hybridization

to Array
—

Figure 14 : Cheminement pour l'utilisation d’'une puce a ADN. A. Extraction du matériel biologique. B.
création des ADNc puis marquage de ces échantillons. D. Dép6t et Hybridation des ADNc marqués
sur le support porteur des sondes. E. Analyse des résultats
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III. Méthodes de diagnostic sans a priori

Les limites des méthodes de diagnostic avec a priori sont dues a I'approche qui sélectionne
les cibles et qui ne laisse pas de place a I'inconnu. Pour effacer ces contraintes posées par les
limites de ces techniques avec a priori, des nouvelles méthodes ne nécessitant aucun
préjugé sur les agents ont vu le jour. De cette facon, les limites du diagnostic ont été
repoussées permettant d’identifier de nombreux nouveaux pathogenes. Il existe un grand

nombre de méthodes sans a priori qui sont apparues au fil des ans :

- Lesisolements sur systéeme cellulaire ou sur ceuf
- La microscopie

- Le séquencage a haut débit

A. Isolement

En virologie on appelle isolement la mise a « I’écart » d’un virus. Cette mise a part implique
I’élimination, autant que possible des autres acteurs considérés alors comme contaminants.
Les techniques d’isolement sont des méthodes de diagnostic direct sans a priori. En effet
contrairement aux méthodes avec a priori comme la PCR ou il est indispensable de cibler un
pathogene, les méthodes d’isolement in vivo ou in vitro ne nécessitent pas de connaitre les
pathogenes cibles. Ainsi un méme systeme (exemple: une lignée cellulaire comme les
cellules Véro) peut permettre a différents pathogénes de se répliquer quelle que soit leur
I'origine. Cependant certaines limites peuvent poser probleme notamment lié a la barriere
d’espéce. En effet le but est d’infecter un systeme cellulaire simple ou complexe avec un
pathogéne pour qu’il s’y reproduise. Le systéeme doit donc étre adapté au pathogene, la
majorité des virus aviaires ne pouvant pas se développer sur des cellules humaines par

exemple.

1. Isolement sur culture cellulaire
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La culture cellulaire est une technique couramment utilisée en laboratoire qui consiste a
maintenir en vie in vitro des cellules. Les cellules couramment utilisées sont soit des lignées
immortalisées soit des cultures de cellules primaires (créées a partir d’organes ou de tissus).
L'intérét majeur des cellules immortalisées est la possibilité de les multiplier de maniere
quasi illimitée. Il existe plusieurs méthodes pour immortaliser des cellules : utiliser des
cellules cancéreuses ; transformer des cellules avec un vecteur (par exemple un virus) les
rendant immortelles ; modifier les cellules par génie génétique. Suivant le type cellulaire
employé le protocole de culture peut varier. Certaines cellules se cultivent en effet en
suspension alors que d’autres sont adhérentes. De plus le milieu et les parameétres physico-
chimiques telles que la température ou le pourcentage d’oxygene et de dioxyde de carbone
(CO,) peuvent varier.

L'intérét majeur de la culture cellulaire lors d’une recherche d’agent inconnu est sa capacité
a amplifier certains pathogenes viraux ce qui augmente les chances de caractérisation par
d’autres techniques. L’avantage de la culture cellulaire sur méthode classique de PCR lors
d’un diagnostic est qu’il n’est pas nécessaire de connaitre la séquence du pathogéne pour
I'identifier, ce qui permet de s’affranchir de potentielles mutations ou mauvais diagnostic
clinique. Cependant cette technique prend plus de temps qu’une simple PCR. Un autre
avantage qu’offre une telle méthode est la possibilité d’apprécier certaines propriétés
biologiques du pathogene comme ses effets cytopathiques. Cette étape d’isolement sur
systéme cellulaire et souvent couplée a de la microscopie afin d’appréhender les caractéeres

morphologiques de I'agent ou des agents en présence.

2. Isolement sur ceuf (ovoculture)

Pour isoler ou amplifier un pathogéne il est primordial de trouver le support adéquat. Parmi
les méthodes d’isolement connues, I'ovoculture ou culture sur ceuf embryonné est une
technique tres utilisée particulierement pour les virus aviaires. Cette méthode de culture a
permis la découverte de virus mais aussi simplement I'amplification de virions permettant
leur caractérisation.

Le principe de cette technique est basé sur l'inoculation de fluide biologique contenant le
pathogene a identifier dans I'ceuf (Figure 15) dans le liquide amniotique, allantoique, sur la
membrane chorio-allantoidienne, dans I'embryon, en intraveineuse ou dans le vitellus (jaune
d’ceuf).
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VUE INTERIEURE D'UN OEUF D'OISEAU
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Figure 15 : schématisation des différentes parties d’'un ceuf embryonné. Représentation de la

méthode d’injection dans le liquide allantoique.

Tous les virus aviaires ne se développent pas de la méme facon, dans la méme cavité et

n’induisent pas non plus les mémes symptomes sur I'embryon. Ainsi des virus comme le

virus Influenza ou le virus de la maladie de Newcastle se développent dans le liquide

allantoique et peuvent provoquer la mort de 'embryon. Alors que les poxvirus se répliquent

sur la membrane chorio-allantoidienne et induisent des lésions blanchatres a la surface de la

membrane. Les coronavirus de la dinde quant a eux se multiplient dans le liquide amniotique

d’ceuf de dinde. Outre la voie d’inoculation, I'origine de I’ceuf est en effet un facteur pouvant

influer sur I'amplification et I'isolement du virus ou non. De cette facon il est nécessaire de

choisir I'ceuf en fonction du virus si il s’agit d’un virus.
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B. Microscopie électronique

La microscopie a longtemps été une des seules possibilités d’identifier un agent lorsque les
méthodes traditionnelles avec a priori n’avaient pas abouti. En effet, la visualisation de la
structure du pathogene a longtemps permis de caractériser I'agent étiologique.

Les premiers prototypes de microscopes électroniques ont été congus dans les années 1930
par des ingénieurs allemands, notamment Ernst Ruska nobélisé pour ces travaux en 1986.
Grace a deux compagnies industrielles, Siemens et Halske, la microscopie électronique s’est
développée et la construction du premier microscope électronique a eu lieu entre les années
1937 et 1938 (Figure 16a (19)). Cette technologie est basée sur I'émission d’un faisceau
d’électrons qui passent a travers I’échantillon. Le mode d’enregistrement de I'image a pris
plusieurs formes au cours du temps et des avancées technologiques. De nos jours, I'image
est enregistrée directement par un capteur d’une caméra CCD (Charge-Coupled Device)
transmettant I'information en temps réel sur un ordinateur permettant ainsi la visualisation

de I'image (Figure 16b).

Figure 16 :
A/ Microscope électronique a haute résolution de 1938, de Siemens et Halske.

Kruger et al. 2000.

B/ Microscope a transmission électronique
http://www.directindustry.fr/prod/jeol/microscopes-electroniques-transmission-
tem-20754-695685.html|
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Cet outil est trés rapidement devenu indispensable et a permis la découverte et la
visualisation d’un grand nombre de pathogenes qui étaient a I'époque impossible a voir. En
effet, les techniques de microscopie de I'époque ne permettaient pas de voir les particules
de moins de 300nm. Dans le premier rapport présentant une structure virale, Helmut Ruska
(le frere du physicien Ernst Ruska) présente I'importance de la microscopie électronique en
recherche en virologie (20). Le premier virus visualisé fut le virus de la mosaique du tabac
(Figure 17)(21). Les deux fréres Ruska ont permis le développement de ce domaine et
Helmut participa a la publication de prés d’une vingtaine de rapports de microscopie, tant
sur la structure de bactéries, de parasites que de virus (22) notamment des poxvirus (Figure
18). Un grand nombre de virus ont été identifiés et observés par cette méthode de
microscopie comme les bactériophages en 1942 (23), de nombreux virus intestinaux (24-27)
ou encore les virus des Hépatites A et B (28,29) ou le virus de I'immunodéficience acquise

(30) (http://www.afd-Id.org/~fdp viro/content.php?page=historique).
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virus par microscopie électronique. Virus Figure 18: photo d’un poxvirus par
de la mosaique du tabac. microscopie électronique: le Virus de la
Kausche et al. 1938. vaccine

Kruger et al. 2000.
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La microscopie électronique a permis de nombreuses avancées en virologie classique : en
1948 elle a permis de différencier deux poxvirus (31), elle a également permis le début des
études de relation entre le virus et son hote (32,33). La possibilité de visualiser les virus a
permis de faire des études de structure et de morphologie virale, ce qui a permis d’établir
des classifications de virus basées sur leur morphologie (34,35). La rapidité de cette
technique la place en premiere lignhe notamment pour la surveillance de pathogénes viraux
lors d’'une potentielle attaque terroriste comme le montre un rapport du « Center for
Disease Control and Prevention» (centre pour le contrble et la prévention des maladies,
CDC) (36) ou bien pour un diagnostic rapide de maladies infectieuses (37). Ainsi, le
microscope a transmission électronique fut essentiel dans lidentification d’'un nouveau
morbillivirus responsable d’infection respiratoire mortelle en Australie en 1995 (38), pour le
virus Nipah découvert dans des élevage porcin en 1999 en Malaisie (39) et plus récemment
en 2003 pour l'identification de I'agent étiologique du syndrome aigu sévere respiratoire

(SARS)(40).
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C. Séquencage

De nos jours, le séquencage est devenu incontournable dans le monde de la science et a

permis I'enrichissement des banques de données (Figure 19).

Growth of GenBank and WGS
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gatel.inist. 1

Figure 19 : Enrichissement de banques de données (GenBank et Whole Genome Shotgun) en
fonction des années.

1. Historigue du séquencage Classique

Le séquencage que I'on connait aujourd’hui est basé sur deux découvertes récompensées
par le prix Albert Lasker de recherche médicale (Albert Lasker Medical Research Award) en
1979 et le prix Nobel de chimie de 1980. Ces deux techniques de séquengage sont connues
sous le nom de méthode de Gilbert-Maxam et méthode Sanger. Les prémices du séquencage
sont apparues fin des années 70 avec deux études visant a déterminer les séquences d’un
fragment d’ADN, dont la structure avait été découverte une vingtaine d’années auparavant
(Découverte de la structure de I’ADN 1953 (41)). Ces deux équipes ont travaillé sur des
méthodes tres distinctes I'une de l'autre, mais avec un but commun : mettre au point le
séquencage. De nombreuses avancées ont permis de faire évoluer les méthodes de

séquencage pour arriver aux méthodes connues de nos jours (Figure 20).
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(1) Méthode Gilbert-Maxam

Allan Maxam et Walter Gilbert ont développé une technique (The Gilbert-Maxam method)
de dégradation chimique ciblant sélectivement les différentes bases (Adénine, Guanine,
Cytosine, et Thymine) entrainant un clivage partiel. Leur méthode utilise de ’ADN double
brin ayant été marqué a son extrémité avec un marqueur radioactif, le Phosphore 32 (P*).
Ce fragment marqué sera ensuite clivé par des réactions chimiques spécifiques
reconnaissant chaque base. Une fois coupés ces fragments de tailles différentes sont lus par

électrophorese sur gel de polyacrylamide. Ceci permettant de déterminer I'ordre et la nature

des bases et donc le séquencage de I’ADN étudié (42).

(2) Séquencage Sanger

La seconde méthode, bien plus connue, a été développée par le britannique Frederick
Sanger (The Sanger method). Cette méthode avant-gardiste de séquencgage est parue en
deux volets. Tout d’abord en 1975, Sanger a mis au point une technique permettant de
déterminer la séquence d’'un ADN par synthese complémentaire avec I'aide de I’ADN
polymérase (43). Une premiere extension est faite en présence des quatre
deoxyribotriphosphates marqués au P*?. Un double systéme est ensuite employé. Tout
d’abord le « systéme du moins » (the « minus » system) qui consiste a enlever un des quatre
deoxyribotriphosphates lors de la réaction d’extension avec I’ADN polymérase. Puis les mix
sont dénaturés et séparés par électrophorése sur gel d’acrylamide pour visualiser les
différences de taille et donc estimer les séquences. Ce systéme ne peut pas a lui seul établir
la séquence de la matrice, c’est pourquoi il est couplé a un systeme similaire, le « systeme du
plus » (the « plus » system). Toujours en partant de la premiére extension, une incubation
est réalisée avec un seul des quatre deoxyribotriphosphates puis, comme pour le systéme du
moins, dénaturé et déposé sur gel acrylamide afin d’y apprécier les différences de taille.
Donc par exemple, nous allons avoir dans un mix I’ADN polymérase et les dGTP, dTTP et
dCTP pour le systeme « moins » et uniquement dATP pour le systeme « plus ». Sanger
améliora sa méthode de séquencage, qui comportait quelques problémes notamment pour
déterminer la taille des homopolymeres, en développant un systéme avec un « terminateur
de chaine » (44). Cette démarche utilise des analogues de terminaisons de chaines
nucléiques plutot que les deoxy nucléoside-triphosphate (dNTP) originels. Il s’agit d’une

« dideoxy » méthode. En utilisant un terminateur de chaine comme celui-ci, 'ADN généré
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par l'extension possede une base spécifigue a I'extrémité 3’. Originellement deux
terminateurs étaient utilisés : un arabinose triphosphate et un 2’, 3’-dideoxy nucléoside
triphosphate (ddNTP). Ces analogues ayant comme particularité qu’ils ne contiennent pas de
groupe 3’ hydroxyle, empéchent ainsi I'extension du brin précisément a I'endroit ou le
triphosphate devait s’incorporer. De méme que pour sa méthode « plus ou moins », Sanger
réalise la lecture de la séquence par migration sur gel d’acrylamide. Lors d’une réaction
classique, des dNTPs marqués au P32 et un terminateur A/T/C ou G sont ajoutés au mix de
réaction. Donc si par exemple un ADN matrice est mis en présence d’une ADN polymérase,
de dNTPs et de ddTTPs, un mix de fragments avec un ddTTP en 3’ est obtenu. En faisant de
méme avec chacun des nucléosides et en combinaison avec le systéme « plus ou moins », il
est possible de déterminer le profil de la séquence des brins d’ADN nouvellement
synthétisés apres I'analyse du gel d’acrylamide.

En 1977, Sanger et ces collaborateurs publier le séquencage du premier génome complet
d’un organisme, le 4 174 (44). Ce fut le premier d’'une longue série, en effet de nos jours il
existe pres de 173.353.076 séquences publiées sur Genbank (Figure 19)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gatel.inist.fr/genbank/statistics). Les années 80 ont vu naitre

le séquencage d’un grand nombre de génomes comme par exemple le SV40 (45), le phage
lambda (46) ou encore le virus Epstein Barr (47). Ces années ont vu apparaitre également un
centre, aujourd’hui bien connu, accessible et regroupant les séquences génétiques publiées :
Genbank a été créé en 1982 par le NIH (National institues of Health) pour regrouper les
séquences génétiques publiées (48). Avec I'avancée des technologies de séquencage et
I’enrichissement des banques de données, les méthodes et techniques d’analyse ont di elles
aussi aller de I'avant. Ainsi des programmes comme BLAST (49), FASTA (50) sont apparus,
permettant 'identification et la comparaison des séquences déja présentes dans les bases
de données. On peut donc dire que I'apparition et I'explosion du séquencage Sanger (dans
un premier temps) a fait naitre la bio-informatique.

Nous sommes encore loin du séquencage Sanger que I'on connait aujourd’hui. Cependant
bénéficiant de lI'invention de la PCR (51) mais également des avancées des méthodes de
détection de la fluorescence (52,53), des fluorochromes eux-mémes (54,55) et de
I’électrophorése par capillaire (56), le séquencage Sanger a peu a peu évolué vers une
automatisation. De plus de grandes sociétés comme Applied Biosystems (ABI) (52), Beckman

Coulter ou encore Perkin EImer se sont employées a développer et automatiser de plus en
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plus cette technologie de séquencage émergente. En 1986, lors de son premier rapport ABI
montra qu’il était possible de récolter les informations de séquencage directement sur un
ordinateur, sans avoir a passer les méthodes « manuelles » jusque-la utilisées (52). Toujours
en s’appuyant sur les mémes principes, il suffisait d’utiliser des fluorochromes de couleurs
différentes pour chacune des bases A, C, G et T. Puis, apres une co-electrophorése dans un
tube de gel de polyacrylamide, les ADNs séparés étaient analysés a proximité du fond du
tube par un laser transmettant I'information sur un ordinateur. Une année plus tard ABI
publia le premier programme permettant I'interprétation automatisé du séquencage (57).
Cette méme année, en 1987, Venter et ces collaborateurs du NIH sont les premiers a utiliser
un séguenceur automatisé et ils publient la premiére séquence de génome utilisant le
séquencage d’ADN entierement automatisée. En 1990, le projet de séquencage humain
(Human genome project) fut présenté par le NIH et le département de I'énergie américain
(DOE). Ce projet ne comprenait pas seulement le séquencage du génome humain mais aussi
celui d’autres modeles tels qu’Escherichia coli, Caenorhabditis elegans (58) et bien d’autres
encore. C'est a cette période que naquit I'institut de la recherche génomique (TIGR) (1992).

Outre l'automatisation des techniques de séquencage, l'efficacité de celui-ci a trés
rapidement augmenté aussi. En effet la taille des fragments séquencés par Sanger a
quadruplé en l'espace de quelques années ce qui a permis de séquencer des génomes
toujours de plus en plus gros. De plus des systémes ont été développés afin de mieux
estimer les erreurs de séquencage di a I'assignement des bases, comme le score phred
(59,60). Malgré un énorme succés de la méthode de séquencage Sanger et de
I'automatisation de ces machines, cette premiéere génération de séquenceurs reste couteuse
et peu adaptée a de gros volumes d’échantillons et/ou a du séquengage de trés grands

génomes.

(3) Le pyroséquencage

Le pyroséquencage est un séquencage en temps réel basé sur la détection des
pyrophosphates produits et non sur la fluorescence comme pour la méthode Sanger. Cette
technique de séquencage s’appuie sur les travaux de Nyren (61-63) ainsi que les propriétés
de I'ADN polymérase et d’'une suite de réactions enzymatiques en cascade. Le
pyroséquencage est une technique qui va doser la production de pyrophosphate (PPI) grace

a son utilisation dans une réaction générant de la lumiere.
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Comme les autres réactions de séquencage le pyroséquencage commence par |'utilisation de
I’ADN polymérase. Cette réaction enzymatique va libérer du PPl qui sera a son tour utilisé
dans une réaction de sulphurylase qui produira de I'adénosine triphosphate (ATP). L'ATP
produite va ensuite étre consommée par une réaction de luciférase émettrice de photons et
donc de lumiere. Dans ces conditions, I'intensité lumineuse est proportionnelle a la quantité
de PPl produit et par conséquent de deoxynucléotides (dATP, dCTP, dGTP ou dTTP)
incorporés. Le signal lumineux généré est mesuré par un capteur (exemples : photodiode,
photomultiplicateur ou encore un dispositif a transfert de charge (charge-coupled device,
CCD)) qui va convertir l'intensité lumineuse en série de pics dont la hauteur est
proportionnelle au nombre de nucléotides ajoutés. Cette série de pics, aussi appelée
pyrogramme, permet de déterminer la séquence nucléique. Deux stratégies de
pyroséquencage ont été développées et publiées par Ronaghi et ses collaborateurs a deux
ans d’écart : en phase solide (63) et en phase liquide (64).

Le premier systéeme est un procédé dont la matrice est fixée sur un support solide et est
nommé systéme en phase solide. Il nécessite une étape de lavage entre chaque ajout de
deoxynucléotides, étape indispensable pour éliminer les dNTPs non incorporés mais aussi les
ATPs produits. Le second systéme est un procédé en phase liquide, la réaction se fait en
solution sans support. Pour ce systeme, I'étape de lavage a été substituée par I'addition
d’une enzyme de dégradation de nucléotides. Malgré une révolution technologique et de

nombreux avantages tel que :

- un colt moins élevé que les technologies classiques de I'époque
- l'absence de gel d’électrophorese, pas d’amorces marquées ni de dNTPs marqués
- une facilité d’adaptation avec du multiplexage ;

Le pyrosequencage garde encore de nombreux inconvénients :

- les étapes de lavage pour le systéme en phase solide entrainent une perte de signal
- l'activité enzymatique de I'apyrase diminue au fil des cycles

- des problémes de bruit de fond peuvent étre observés lors de la contamination de

PPI
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- I'extension incompléete de ’ADN polymérase joue un réle sur la taille des fragments

séquencés mais aussi sur le ratio signal/ bruit de fond

- des problemes de « mismatch » des amorces. Une solution a été publiée en 1998 et

suggere |'utilisation de systéme « tige boucle » (64).

- lincapacité de la technologie de quantifier les homopolymeéres de plus de 5
répétitions a cause de la luminosité qui n’est plus linéaire au-dela de ces 5

répétitions.

Dans les années 2000 de nombreuses équipes ont utilisé le pyroséquencage pour différentes
applications. Comme par exemple la détection de mutations sur un exon du géne p53 ou de
SNPs (polymorphisme d’un seul nucléotide) chez Mycobacterium tuberculosis ou encore
I’analyse de la structure secondaire de ’ADN (65-70).

Le pyroséquencage a ouvert de nombreuses nouvelles possibilités d’analyse de séquences
d’ADN, notamment grace aux prémices des séquenceurs hauts débits automatisés, tel le PSQ

96 system (www.pyrosequencing.com). La rapidité de séquencage de cette méthode

(comparativement au séquencage Sanger) a non seulement permis le re-séquencage de
génes mais également [lidentification d’éventuelles mutations par les multiples
pyrogrammes générés permettant la mise en évidence des variations nucléotidiques. Cette
stratégie a été utilisée avec succes pour le re-séquencage et la mise en évidence du gene P53
suppresseur de tumeur (68). Le re-séquencage n’est pas la seule opportunité qu’offre le
pyroséquencage, les caractéristiques de la méthode permettent un typage extrémement
facile, précis et robuste. Ainsi I'identification de polymorphismes de simple nucléotide (SNP)
est 'une des autres possibilités que propose cette technologie (67,69,70). De la méme facon,
si le pyroséquencage est capable de détecter des mutations uniques, cette application peut
étre utilisée afin de mettre en évidence I'apparition de résistance des pathogenes aux
traitements (71). Outre les mutations de pathogénes déja connues, cette technique peut
aussi permettre l'identification de nouveaux pathogénes (72,73). La grande variabilité de
séquences de certains pathogenes les rend tres difficiles a identifier par des méthodes
classiques comme la PCR, lors de diagnostic classique. Cette méthode est capable de mettre
en évidence des pathogénes méconnus ou déja identifiés et permet d’estimer la diversité

des pathogenes dans des échantillons donnés (74,75).
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2. Haut débit

Le séquencgage a pris un tournant avec I'apparition de nouvelles méthodes mettant fin a la
suprématie du séquencage par la méthode dideoxy (Sanger). En effet les nouvelles
méthodes de séquencage massif ont considérablement augmenté le nombre de séquences
générées. Cependant I'augmentation du nombre de séquences a été accompagnée de la
diminution de la taille des amplicons produits. En 2005, Margulies et ces collaborateurs ont
présenté une méthode de séquencage s’appuyant sur le pyroséquencage (76). C’'est dans
cette étude que fut présenté le premier séquenceur massif, le 454 life science (454 Life
Sciences/Roche, Branford, CT). Un an aprés, c’est Solexa (société racheté par Illlumina en
2007 (Illumina, Inc., San Diego, CA)) qui commercialise son premier séquenceur utilisant une
autre technologie de séquencage, le genome anaylser (77). Puis c’est au tour de PacBio
(Pacific Biosciences, Menlo Park, CA) (78) et enfin le dernier en liste est lon Torrent (lon
Torrent/Life Technologies, South San Francisco, CA) (79). Ces quatre plateformes sont
capables de produire des informations similaires dans I'ensemble (80,81), cependant
qguelques différences comme la taille, la qualité et la quantité des séquences générées sont a
noter. Le nombre de séquences attendues en fonction de I'application que I'on souhaite est
un facteur a prendre également en compte lorsque I’'on choisit I'une de ces plateformes de
séquencage. En outre toute ces plateformes de séquencage sont en perpétuelle

amélioration et de plus en plus utilisées en recherche (82—-86).
(1) 454 Roche

a. Historique et principe

La premiére machine de séquengage dit « massif » commercialisée fut le 454 life science (76)
en 2005. Ce séquenceur est le premier de la deuxiéme génération de séquenceur. Basé sur la
méthode de pyroséquencage, le 454 utilise une technologie de systeme d’amplification en
émulsion (Figure 21). Le principe de ce séquencage en émulsion peut se décomposer en

guatre étapes basiques :

- 1.lacréation d’une « librairie » d’ADN simple brin matrice
- 2. une amplification clonale de la librairie en émulsion

- 3.le séquencage et la génération de métadonnées
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- 4.l'analyse des données par des outils bio-informatiques

Les ADNs complémentaires (ADNc) sont tout d’abord fragmentés aléatoirement par
nébulisation afin d’avoir une matrice de petite taille. Puis des adaptateurs sont fixés aux
extrémités des ADNs matrices, ces adaptateurs sont utiles non seulement pour la
purification mais aussi pour la quantification, I'amplification et I'étape de séquencage. Une
pré-amplification de la matrice est alors faite avec des amorces spécifiques contenant la
séquence des adaptateurs 454. Puis vient I'étape d’amplification clonale en émulsion. Les
fragments sont alors attachés a des billes sous une condition ne permettant I'attachement
que d’un seul fragment par bille. Chacune de ces billes est capturée dans une gouttelette de
mélange réactionnel de PCR en émulsion d’huile. Des micros réactions d’amplification en
émulsion se font alors a la surface des billes de capture dans ces gouttelettes. Cette PCR en
émulsion va ainsi permettre la création de million de copies clonales de chaque fragment
attachés a la surface des billes (Figure 21). Aprés rupture de I’émulsion, les ADNs portés par
les billes sont dénaturés. Les billes ne portant alors plus que des clones d’ADNs simple brin
sont alors déposées dans des puits de capteur optique. Chaque puits ne peut accueillir
gu’une seule bille, et donc qu’un seul clone d’ADN. De plus petites billes, porteuses
d’enzymes nécessaires a la réaction de séquencage, sont déposées dans chacun des puits. La
technologie 454 s’appuyant sur le pyroséquencage, chaque ajout de nucléotide entraine une
réaction en chaine aboutissant a un signal lumineux enregistré grace a une caméra et a des
capteurs optiques. Ces millions de copies de séquences donnent des pyrogrammes qui
seront analysés par bioinformatique (Figure 22). La qualité du signal est appréciée afin de ne
garder pour l'analyse que les séquences de bonne qualité. De plus, afin de réduire la
guantité de mauvaise assignation du signal lumineux, des systémes (analogue au systéme de
Phred score (Ewing et al. 1998), couramment utilisé pour le séquencage Sanger)

d’estimation du taux d’erreur ont été développés (Marguiles et al. 2005).
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Figure 21 : Schématisation du principe de la technologie de pyroséquencage 454.
A. préparation de la librairie.

B. principe de la PCR en émulsion.

C. étape de séquencage.
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Figure 22 : Schématisation du principe de la technologie de pyroséquencage 454.
D. Représentation de la chimie du séquencage.
E. Analyse des pyrogrammes générés.

Au fil des années, des avancées technologiques ont permis de faire évoluer la méthode 454
diminuant son taux d’erreur et permettant aussi I'allongement de la taille des brins
séquencés. Taille qui a permis a ce séquenceur de se placer en téte de la catégorie des
séquenceurs a haut débit. De nos jours le 454 comprend 2 types d’appareils (Figure 23):

-GS FLX titanium

o GS FLX titanium XL + (environ 1 million de lectures, taille des fragments

séquencés pouvant aller jusqu’a 1.000 pb)

o GS FLX titanium XL R70 (environ 1 million de lectures, taille des fragments

séqguencés pouvant aller jusqu’a 600 pb)
-GS junior

o GS junior + (environ 100.000 lectures, taille des fragments séquencés

d'environ 700 pb)

o GSjunior (environ 100.000 lectures, taille des fragments séquencés d’environ

400 pb)
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GS Junior+ System GS FLX System

The GS Junior+ System brings the power of The GS FLX+ System features the unique

454 Sequencing Systems directly to the combination of long reads, exceptional

laboratory benchtop. accuracy and high-throughput, making the
system well suited for larger genomic
projects.

Figure 23 : Représentation des séquenceurs Roche utilisant la technologie 454.
http://454.com/products/index.asp

Ces machines sont capables de générer des lectures de taille allant d’environ 400 paires de
bases (pb) pour les plus petites a 1.000 pb pour les plus performantes. Il est important de
noter que les tailles des séquences générées ne sont pas fixes. Elles dépendent de la
fragmentation mais également des amplicons eux-mémes. Cette deuxieme génération de
séquenceur a permis de combler les lacunes de la premiere, représenté par la technologie
Sanger, en diminuant le colt de la séquence tout en augmentant le volume de données
générées. En effet, la premiere génération de 454 générait environ 20Mb (Méga-base)/run
d’une taille d’environ 100 pb/lecture en 2006, et aujourd’hui ce séquenceur est capable de

générer prés de 700Mb/run d’une taille moyenne de 700pb/lecture.

(2) lllumina

La technologie illumina a été initié par la société Solexa avec la sortie d’'un nouvel appareil
de séquencage en 2004 (77). Cette méthodologie ne s’appuie pas sur le méme principe que
le 454. Pour cette technologie illumina la matrice est immobilisée sur un support solide et

I’'amplification se fait par création de ponts (Figure 24).
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Figure 24 : Représentation des différences entre le séquengage en émulsion (Roche 454) et le
séquencage par amplification en pont (illumina).

a. Historique et principe

L’histoire du séquencgage illumina commence en Angleterre dans le milieu des années 90, a
Cambridge dans un laboratoire qui a contribué a la premiére ébauche de génome humain.
Cette équipe travaillait notamment sur des nouveaux fluorophores et a eu l'idée d’un
nouveau concept de séquencage massif. Solexa fut fondée en 1998. Elle a d’abord acquis
technologies comme « Manteia’s molecular clustering technology » en 2004 permettant
I'amplification d’une seule molécule d’ADN sur un cluster afin d’augmenter la fidélité du
signal. En 2005 Solexa acquiert la compagnie « Lynx Therapeutic ». Un an aprés, en 2006,
Solexa lance son premier appareil, le « Genome analyser », qui peut produire prés d’1l
gigabase de données en un seul run. En 2007 lllumina fait I'acquisition de Solexa qui a permis
cette année le séquencage de prés d’une centaine de génomes d’origine différente (plantes,
microorganismes, génomes d’animaux). La technologie lllumina n’a pas cessé de s’améliorer
elle aussi, avec de nouvelles machines pouvant générer plus d’un terabase par run.

La technologie illumina s’appuie sur un séquencage massif en paralléle utilisant les
propriétés du séquencage par synthése : chaque base est détectée apres incorporation lors
de la synthése du brin complémentaire. Bien que la technologie lllumina soit completement

différente de celle précédemment décrite, elle suit un schéma similaire (Figure 25 (87)).

42



Input DNA
Fragmentation
End repair and adapter ligation

Fragment library

Adgapter Fragment A Adapter
Adapter Fragment B Adapler
Adapter Fragment C Adapler

Clonal amplification of each fragment

/\
1 2
A @ B @ A BN C
cf. N
Sequencing of clonal amplicons in a flow cell
Pyrasequencing
or ‘Reversible Dye Terminators:
Sequencing by Ligation
- >

-

Generation of luminescent or fluorescent images

|

Conversion lo sequence

Figure 25 : Processus de séquencgage pour les technologies Roche et lllumina. La technologie
roche (amplification en émulsion) est représentée sur la gauche, la technologie illumina est-
elle représentée sur la droite de cette figure.

Voelkerding et al. 2010

Le principe de ce séquencage peut étre simplifié en 6 étapes :

Préparation de la librairie (des banques d’ADN)
- Fixation de la matrice sur la « flow cell » (cellule)
- Amplification en pont

- Séquencage

- Acquisition et analyse de I'image (base calling)
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- Analyse des données générées

Tout commence par la fragmentation aléatoire des ADNs génomiques, puis des adaptateurs
sont liés a chaque extrémité des fragments. Ces fragments sont ensuite attachés
aléatoirement a la surface d’un support solide appelé « flow cell ». C'est sur cette cellule que
les matrices seront multipliées par un systeme d’amplification en pont (Figure 26). Pour cela
des ADNs simple brin vont dans un premier temps étre attachés a la surface de la flow cell
grace aux adaptateurs situés a leurs extrémités. La premiére étape d’amplification va
permettre la création de ponts doubles brins puis, aprés dénaturation, une nouvelle étape
d’amplification pourra étre initiée pour obtenir a nouveau des ADNs simple brin. Cette étape
d’amplification aboutit a I'obtention d’un cluster, ou groupe d’ADNs clonaux autour de I’ADN
initialement fixé a la cellule. Une fois I'étape d’amplification achevée vient la phase de
séquencage. Pour cela les ADNs sont dénaturés et l'extrémité 3’ est bloquée afin
d’empécher toute nouvelle formation de pont. Des amorces sont hybridées sur la matrice et
des nucléotides marqués sont ajoutés avec la polymérase. Les nucléotides possedent
également un terminateur réversible bloquant la synthése aprés leur incorporation. Ce
nucléotide incorporé est excité par un laser permettant I'émission de la fluorescence de
celui-ci. L'acquisition de la couleur est faite en temps réel a chaque cycle pour chaque
assimilation de nucléotide. Chacun des nucléotides (A/T/G/C) est en effet porteur d’une
couleur différente permettant I'analyse de I'image acquise. La séquence est déduite par
différenciation de la couleur des fluorochromes, ce qui est appelé « base calling ». Une fois
I'acquisition finie, le terminateur est clivé ce qui permet I'ajout d’'un nouveau nucléotide qui
bloque a son tour la synthése. Ces cycles de séquencage sont répétés et permettent de
déterminer la séquence des fragments. Une fois le séquencage des groupes de séquences
(cluster) terminé, les données sont analysées en passant dans un premier temps par une
série de filtres servant a vérifier la qualité des séquences et éliminer celles qui ne
correspondent pas a I'attente minimum fixée par le constructeur. Les séguences seront alors
alignées sur des génomes de référence avec une stringence plus ou moins importante,

suivant les attentes des utilisateurs (Figure 27).
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Flow cell Illumina

www.illumina.com

Flow cell : cellule d"analyse pour le systéme illumina, il est possible
d’ajouter plusieurs échantillons sur une méme cellule. Elle comprend
8 lignes et permet I’analyse simultanéedes échantillons sur la flow

cell.

Figure 26 : Représentation d’une cellule de séquencage lllumina dite « flow cell ».
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Figure 27 : Schématisation du principe de la technologie de séquencage Illumina
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A ses débuts cette technologie n’est possible que sur une seule machine, le Genome
analyser (GA). Le HiSeq a ensuite vu le jour permettant de générer une plus grande quantité
de séquences, suivi par une version plus petite, le MiSeq, qui génére moins de séquences,

mais de plus grande taille et beaucoup plus rapidement. Récemment une nouvelle machine

a vu le jour : le NextSeq (Figure 28).

Machine GA MiSeq HiSeq NextSeq
Taille 2 x 100 pb 2 x 300pb 2x 125 pb 2 x 150 pb
Quantités 95 Gb 15 Gb 1000 Gb 120 Gb
Nombre de 640 M 25 M 4000 M 400 M
lectures
Temps 14 jours 8h30 heures 2.5jours 30 heures

Figure 28 : Représentation des séquenceurs lllumina avec leurs performances.

De gauche a droite, Genome Analyser, MiSeq, HiSeq, NexSeq.
D’aprés http://systems.illumina.com/systems.ilmn daté du 10/10/2014

47



http://systems.illumina.com/systems.ilmn

(3) Life technologie

Issue de la fusion de deux géants de I'industrie (Applied Biosystems et Invitroven) en 2008,
Life technologie a fait un grand pas dans le séquencage de nouvelle génération en 2010 avec
I’acquisition d’lon torrent. C'est en Février 2010 qu’lon torrent lance sa premiére machine de
séquencage (88). La technologie lon torrent s’appuie elle aussi sur la méthode de
séquencage par synthese et sur I'amplification en émulsion (PCR en émulsion) comme
d’autres plateformes. Sa méthode de séquencage est quant a elle est trés différente. Tout
comme le pyroséquencage qui utilise les pyrophosphates produits lors des réactions
d’amplification, lon torrent s’appuie sur les réactions d’incorporation des bases et les
substrats générés, plus particulierement sur les ions hydrogenes (H+) relachés pendant la
réaction (figure 29). Ce relargage d’ions change le pH de la solution indiquant la nature de la
base incorporée. Cette particularité permet a ce type de séquencage de se passer de
systeme de lecture optique, réduisant ainsi drastiquement le temps d’un « run ». Ce systeme
de séquencage est aussi appelé séquencage semi-conducteur (semiconductor sequencing) et
il est disponible sur deux types d’instruments : I'lon Personal Machine (PGM) et I'lon Proton.
De plus, cette technique utilise des puces traduisant les informations biologiques en

information numérique (A/T/G/C deviendront alors 0/1).

Buk  Drain  Source —»To column
S Silicon substrate receiver

Figure 29 : Schématisation du relargage de 1’ion H' durant la réaction de séquengage par la

technologie semi-conductrice d’ion torrent.
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/9ModulGenFoncVeg/5MethEtudGenFonc/1MethodeSEQUENGAGE/1SEQUENGAGE.htm
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a. Principe et méthode

Il est possible de décomposer le principe de ce séquencage en 4 grandes étapes :

Préparation des librairies

Préparation et amplification de la matrice de séquencage

Séquencage

Analyse des données

La préparation de la librairie a pour but de lier les adaptateurs aux extrémités de I’ADN que
I’on souhaite séquencer. Ce processus commence par la récupération des ADNs ou ADNc et
la fragmentation de ces derniers afin d’uniformiser la matrice (généralement entre 200 et
400 pbs suivant, suivant la chimie utilisée). Ensuite les adaptateurs sont liés a la matrice et il
est possible de multiplexer les échantillons grace a un systéme de code barre permettant la
différenciation des fragments apres le séquencage. Il est important de vérifier la
concentration d’ADN afin d’avoir un ratio permettant la fixation d’un fragment par bille lors

de I'amplification en émulsion.
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L'étape de préparation de la matrice de séquencage se divise en deux sous étapes. Tout
d’abord, une amplification utilisant le principe de I'amplification clonale en émulsion et la
fixation de la matrice a la surface des spheres magnétiques. Les fragments d’ADN générés
par |'étape de création de librairie vont étre séparés afin que chaque fragment soit fixé a une
bille avec un ratio d’'un fragment par bille. Ces sphéres portent a leur surface des amorces
complémentaires aux adaptateurs permettant la fixation par I'extrémité. Cette solution est
ensuite mélangée a de I'huile afin de former une émulsion de microgouttelettes. Ceci
permet I'amplification en émulsion, comme pour la technologie 454, avec une bille par
microgouttelette. Une fois I'amplification monoclonale réalisée, I'émulsion est cassée et un

processus d’enrichissement est effectué (Figure 30).
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Figure 30: représentation de |'étape de préparation des librairies de la technologie lon torrent
(semiconducteur).

http://www.biorigami.com/wp-content/uploads/2013/06/Workflow-sequencage-

PGM Sequen%C3%A7age2.png
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Chaque bille sera alors déposée dans un puits sur la puce de séquencage. Utilisant les bases
de la chimie de pyroséquencage, les nucléotides seront ajoutés un par un et incorporés
grace a une polymérase. Cependant la technologie lon torrent ne fonctionne pas comme les
autres plateformes : elle mesure directement les changements de pH lors de la réaction de
polymérase. Pour cela chaque puits est « noyé » dans une solution de PCR composé d’un
seul nucléotide. A chaque incorporation de nucléotide lors de la formation du brin
complémentaire, des ions hydrogenes sont libérés. La variation de pH induite par la
libération d’ions hydrogéene (majoré par la présence de millions de copies clonales par puits)
est mesurée et convertie en voltage aprés chaque ajout de nouveau nucléotide. Le voltage
est ensuite converti en nombre de bases ajoutées. Par exemple, si le nucléotide ajouté n’est
pas incorporé alors il n'y aura pas de libération d’hydrogéne et il n’y aura pas de

modification du pH (Figure 31).

Séquencage SRS

. -~ Sy AR T P ion torrent

* Préparationdes ISP enrichies avant chargement sur pucelon torrent skAOXD+=
g B-trP1 A =
CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGCCT CTCTATGGGCAGTCGGTGAT NNNNNNNN........... NNNNNNNNNNN CTGAGTCGGAGACAC GCAGGGATGAGATGGHT+T

Séquence d'intérét Clef 3 Amorce de s

séquencage
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Figure 31 : Représentation de |'étape de séquencage de la technologie lon torrent (semiconducteur).
http.//www.biorigami.com/wp-content/uploads/2013/06/Workflow-sequencage-
PGM Sequen%C3%A7age2.png
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Comme le pyroséquencage, cette méthode présente des difficultés pour identifier les longs
homopolymeres.

L’étape d’analyse des données démarre par I'application de différents filtres, ainsi que par la
détermination de la qualité des données générées (Phred score). Dans le but de faciliter
I'analyse des métadonnées, lon torrent a développé et continue de développer des logiciels
aidant les utilisateurs. De fagcon générale, les séquences générées sont alignées contre des

séquences de référence afin d’assigner ces dernieres (Figure 32).
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Figure 32 : Analyse des données, technologie lon torrent
http://www.biorigami.com/wp-content/uploads/2013/06/Workflow-sequencage-PGM Donnees-

de-Sequen%C3%A7age.png
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Au fil des ans, lon torrent a développé et amélioré ces séquenceurs comme le montre cette

figure sur I’évolution des machines (Figure 33):

PGM 314 PGM 316 PGM 318 PI Pl
(est. mid-2014)

# of sensors 1.2M &1M 1T1M 165M 660M

Total output up to 100Mb upto 1Gb up to 2Gb ~10Gb ~32Gb (atlaunch)
Run time 2-4 hrs 3-5hrs 4-7 hrs 2-4hrs 2-4hrs
Qutput/day* up to 200Mb up to 2Gb up to 4Gb ~20Gb ~64Gb

Awvg read length up to 400b up to 400b up to 400b up to 200b 100b

# of single reads up to 0.6M up to 3M up to 5.5M up to 82M up to 330M
Chip price 599 52089 5499 56909 ~5689
Reagent price®™* 5250 5250 5250 5300 ~5300
Instrument price 550k 550k 550k 51459k 5148k

*assumes two runs/day

**template prep plus sequencing per chip

Figure 33 : Evolution des séquenceurs utilisant la technologie du séquencgage semi-conducteur.
http://allseq.com/knowledgebank/sequencing-platforms/life-technologies-ion-torrent

A/ ‘--x B/

Figure 34 : lllustration des séquenceurs utilisant la technologie lon Torrent.
A/ Personal Genome Machine.
B/ lon Proton
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Ces deux types de séquenceurs partagent la méme technologie pourtant ils ne sont pas
utilisés pour les mémes applications de par la différence de quantité de données qu’ils
générent (Figure 34).

Malgré une arrivée sur le marché un peu plus tardive que les autres plateformes, la
technologie de séquengage semi-conductrice lon torrent a déja conquis de nombreuses
équipes autant pour des approches de recherche de mutations (89-92), que pour le
diagnostic d’une pathologie (71), pour le séquengage de génomes complets (93,94), pour
I'identification de pathogénes (95,96), et méme dans des analyses de changement de

populations bactériennes (97).
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3. Outils d’analyses

Les grandes avancées des technologies de séquencage ont permis d’accroitre nos
connaissances et nos banques de données. Cependant, la quantité infiniment plus
importante de données générées par un run s’accompagne d’une difficulté d’analyse. C'est
pourquoi de nombreuses plateformes se sont développées afin de faciliter les études
utilisant ces nouvelles technologies révolutionnaires. Les étapes d’analyse aprés un

séquencage a haut débit peuvent se diviser en trois grandes parties :

- Les contréles post séquencgage.

Cette étape correspond a l'estimation des erreurs dues au séquencage. Elle comprend le
controle de la qualité des séquences, la recherche des duplicats et I'application d’un filtre
pour éliminer des séquences dites contaminantes (séquences ADN génomique de I'héte,

bactériennes..).

- L’annotation des séquences

Cette étape est la plus importante dans I'analyse des données générées par un run de
séquencage haut débit. En effet, I'importante divergence des séquences virales et les
lacunes des banques de données, font de I'annotation un réel challenge. Un tres grand
nombre d’études ont été menées dans ce but. Les logiciels disponibles en ligne METAVIR
(98) et VIROME (99) ont par exemple été développés pour I'annotation des lectures virales.
SPHINX permet quant a lui 'annotation de tous les taxons par une méthode hybride de
reconnaissance et d’alignement combinée (100); MetallD est un outil permettant

I’'annotation et I’estimation des taxons dans tous les environnements (101).

- L’assemblage des lectures

L'assemblage des données générées permet d’obtenir des séquences plus longues indiquant
la couverture des genes, et menant au « contigage » de génomes. La présence de régions
conservées rend |'assemblage plus aisé, cependant certaines régions de deux génomes
distants génétiquement peuvent étre identiques. Des algorithmes ont été développés pour
permettre cet assemblage des séquences tout en diminuant les potentielles erreurs de

liaisons de séquences. On retrouve parmi ces algorithmes GENOVO réalisant des
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assemblages de novo (102), ou encore MetaORFA permettant un assemblage de novo mais

possédant un algorithme (ORFome) qui augmente la sensibilité de recherche d’homologie

pouvant également améliorer les analyses de diversités des métadonnées (103).

Il existe aussi des logiciels permettant d’estimer la quantité de séquences assignées a une

famille virale ou a une autre. GAAS (104) ou encore GRAMMY (105) font partie de ces outils

d’estimation des compositions de communautés microbiennes de données de séquencage.

Une revue présente I'ensemble des différents outils utilisés pour interpréter des données de

séquencage haut débit (106) (Tableau 2).

GENOMICS

(NON=VIRAL) METAGENOMICS VIRAL METAGENOMICS

Quality control

Lucy (L1 and Chou 2004); Phred (Ewing et al. 1998); Mothur (Schioss et al. 2009); TagDust (Lassmann et al. 2009); PIQA (Martines-
Alcdntara et al. 2009); SolexaQA (Cox et al 2010); PRINSEQ (Schmieder & Edwards 2011)

Duplicates remaval
(artifacts from
454/Roche
Pre-processing  sequencing)

* Artificial duplicates may bias species relative abundances and the community structure

CD-HIT-454 (Li and Godzik EEI’!)

Filtering

* Contamination [rom human genomic material is a major issue in
human viral metagenomes.

* Removal of bacterial-like reads must be carefully evaluated (part
of these might come from genes of bacterial origin transferred to
their phages or from excised prophages mistakenly annotated as
bacteria).

Deconseq (Schmieder and Edwards 201 1)

Annotation

* Annotation is challenging in viral metagenomics because of the
high divergence of viral sequences and the limited number of
reference genomes for similarity searches.

* Annotation of bacterial-annotated reads must be carefully
evaluated (part of these might come from genes of bacterial origin
transferred to their phages or from excised prophages mistakenly
annotated as bacteria).

BLAST (Altschul et al. 1990), MEGAN (Huson et al. 2007); MG-RAST (Meyer et al. 2008);

TETRA (Teeling et al. 2004b);

SPHINX (Mohammed et al. 2011);
Phymm,/PhymmBL (Brady and Salzberg
2011);

PhyloPythia (McHardy et al. 2006)

ProVide (Ghosh et al 2011); MGTAXA (hitp.//mgtaxa. jevi.org);
MetaVir (Roux et al. 2011); VIROME (Bhavsar et al. in preparation);
VMGAP (Lorenzi et al. 2011)

Assemblly

Euler (Pevzner et al. 2001}
SOAPdenovo, (Li et al. 2009);
AbySS (Simpson et al. 2009);
ALLPATHs (Butler et al. 2008);
Newbler (Roche);

CLC (CLC bio, Aarhus, Denmark)
Velvet (Zerbino et al. 2008);
CAP? (Huang et al. 1999)

* Only partial assembly can be made, due to the complexity of a metagenomic sample and the limited depth
of sequencing. We may reconstruct partial or complete genomes of dominant species in case of low
community diversity,

* The presence of conserved genomic regions between distantly related species may lead to the generation
of chimeric contigs

* Assembly is complicated by the different coverage across species due to uneven species frequency in the
sample,

Genove (Laserson ef al. 2011); MetaORFA (Ye and Tang 2009); MetalDB (Peng et al, 2011); MetaVelvet
(Namiki et al. 2012); Bambus 2 (Koren et al. 2011); MAP (Lai et al 2012}

Estimation of genotype
abundances, community
structure and diversity

GAAS(Angly et al. 2009); GRAMMYy (Xia et al 2011); GASIC (Lindner and Renard, 2012); Circonspect
(Angly et al. 2006); PHACCS (Angly et al. 2005)

Tableau 2 : revue des principaux outils pour I'analyse génomique, métagénomique et de métagénomique
virale. Chaque étape de I'analyse des métadonnées est passée en revue.

Fancello, L. et al., Compuational tools for viral metagenomics and their application in clinical research. Virology

(2012), http://dx.doi.org/10.1016/].virol.2012.09.025
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4. Applications du séquencage a haut deébit

Les applications du séquencage a trés haut débit sont diverses et variées. Dans la mesure ou
'on peut obtenir du matériel génétique (ADN, ARN), il est possible d’employer le
séquencage a haut débit. Quelle que soit la chimie utilisée, ce type de séquencgage a pour
objectif de produire une quantité tres importante de données pour un voire plusieurs
échantillons en parallele (multiplexage possible des échantillons). Les opportunités
d’application qu’offre le séquencage a haut débit peuvent se diviser en grandes

catégories (Figure 35):

- Le séquencage de novo

On appelle séquencage de novo l'acquisition de séquences génétiques d'un nouvel
organisme pour lequel il n’existe pas encore de référence. Le séquencage de novo peut aussi
servir dans des analyses de métagénomique. La métagénomique est une méthode qui
consiste a étudier I'ensemble des acteurs d’un environnement complexe par séquencage des
acides nucléiques. Cette méthode permet d’établir la liste des espéces présentes (qu’elles
soient bactériennes, virales, ou méme d’origine eucaryote). Elle peut étre réalisée sur des
échantillons divers comme les différentes flores, tissus, matiére organique ou non (féces,
terre, végétaux..). Il est possible de cibler une étude métagénomique, ainsi on parlera
d’analyse d’un virome, qui est une méthode permettant d’apprécier I'ensemble des virus

d’un échantillon donné.

- Lere-séquencgage

Comme son nom l'indique le re-séquencage permet de vérifier les séquences ayant été
obtenues par le passé. Cette méthode va permettre de mettre en évidence I'apparition de
mutations, de dérives génétiques par rapport aux séquences obtenues auparavant. Ainsi, il
est par exemple possible de faire ressortir les liens entre |'apparition d’une résistance et

d’'une mutation.

- L’analyse fonctionnelle
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L’analyse fonctionnelle demande une analyse plus fine et une quantité de séquences plus
importante. En effet, elle permet I'étude de I'interactome (étude des interactions entre deux
acteurs, exemple: ADN/protéine), lI'analyse de méthylations, I'étude de la réponse
immunitaire d’'un organisme vis-a-vis d’'une agression virale, bactérienne, etc., mais aussi

I’étude de facteurs cellulaires ou de maladies génétiques.

Sequencage de novo

Découverte de nouveau génome :
génome de novo

Analyse de |a totalité des pathogénes en présence :
Virome, métagénomique

W = Analyse fonctionnelle
/ , 3 X N\ Expression et fonction d’ARN et de miRNA (quantitative ou
/ Reséquencgage de génomes entiers ayantun génome de \\ non):
/ référence parde nouvellestechnologies. \ '

RNA Seq ; Small RNA-Seq

Analyse des mutations:
Mutations/SNP

Analyse d’interaction avec les protéines :
ADN/protéines - ChipSeq

/ ARN/protéines - Clip Se
Analyse de |a totalité des pathogénes en présence : / /e s

\ Virome, métagénomique

Analyse de méthylation :
MeDIP Seq ; Bisulfite Seq

Figure 35: représentation du regroupement possible des applications du
séquencage a haut débit.
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Le séquencage a haut débit est utilisé dans de nombreuses applications. Le choix de la
plateforme dépend de la question a laquelle I'utilisateur souhaite répondre. De plus, il est
important de noter que ces différentes technologies ne sont pas apparues la méme année,
et que chaque machine a un colt élevé. Il est donc logique que les technologies les plus
« anciennes » regroupent le plus grand nombre d’utilisations publiées. De plus en plus de
chercheurs s’appuient sur ces outils de nouvelle génération ouvrant de nouvelles
opportunités. La trés grande quantité de séquences générées rend ces techniques tres
fiables et extrémement précises. Le séquencage a haut débit a significativement contribué a
I’'avancée dans la compréhension mais également a la découverte de pathogenes. C’est aussi
un outil trés important et trés puissant en immunologie venant compléter les outils déja
existants comme les puces a ADN (107).

De nombreux outils et plateformes d’analyse ont suivi I'explosion du séquencage derniére
génération et se sont développés autour de celui-ci. Parmi la grande quantité d’applications

pour lesquels le séquencage a trés haut débit a pu servir, voici quelques exemples.
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(1) Séquencage de génomes complets

La puissance des séquenceurs haut débit a permis I’enrichissement des banques de données.
En effet, la taille et la quantité importante des séquences générées par ce nouvel outil
rendent la couverture d’'un génome complet plus aisée. Le séquencage haut débit n’est pas
seulement utilisé pour la caractérisation de pathogénes. Ainsi des génomes complexes ont
été séquencés comme celui de la pomme (Malus domestica) (108) ou encore du cacaoyer
(Theobroma cacao) (109) publiés en 2010 et 2011 respectivement. Ce genre de données
permet d’accélérer I'étude des génes impliqués dans des résistances aux maladies, mais
aussi dans le développement, 'arbme et méme pour les croisements génétiques. De méme
le génome de populations indigénes (d’Afrique du sud) (110) a été mis en ligne permettant la
comparaison et la mise en évidence de variation génomique en fonction de I’habitat et
I’hygiene de vie. Parmi les nombreux génomes microbiens qui ont été ajoutés aux banques
de données, on peut citer Bacillus anthracis (111), Chlamydophila psittaci (112) ou encore
Salmonella enterica (113). De méme, de nombreux génomes complets de virus ont été
publiés comme par exemple un virus influenza A (H7N9) retrouvé chez un patient en Chine.
Le séquencage haut débit a permis le séquencage de ce génome sans passer par une étape
de culture du virus éliminant des étapes pouvant introduire des biais (114). Parmi les
génomes viraux issus de cette nouvelle technologie, on peut également citer le premier
génome de paramyxovirus aviaire de type 4 du continent africain publié en 2012 (115).

Le séquencage de génome complet permet non seulement d’enrichir nos connaissances et
nos banques de données mais aussi de mettre en évidence les mutations et I'apparition de

résistance aux traitements comme pour le virus de I’hépatite B (116).
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(2) Métagénomique

Une autre application tres importante du séquencage a haut débit est I'utilisation sans a
priori afin de récolter un maximum d’information dans les échantillons. La puissance des
séquenceurs de derniére génération a permis d’estimer les populations virales (virome) et
bactériennes  (bactériome) d'un grand nombre d’organismes, flores voire
d’environnements. Tant dans le monde vétérinaire qu’en médecine humaine, sur des
patients sains ou des patients présentant des signes cliniques, les analyses métagénomiques

permettent de répondre a des questions tres variées.
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Targeted Nucleic Samples New virus discovered Sequencing  Viral particles Assembly Annotation Reference

disease acid method isolation

Lower DMA Nasopharyngeal  Farvovirus, coronavirus Sanger Ultracentrifugation; Not performed BLAST (Allander

respl ratory RNA aspirates 0.22 pm filtering et al, 2005)
tract infection

Human merkel  RNA Cell carcinoma  Polyomavirus 454/Roche  (Direct nucleic acids Not performed BLAST (Feng et al.,

cell carcinoma Lissues extraction) 2008)
(biopsies)

Diarrhea RNA Stool Astrovirus, torque teno Sanger Centrifugation; Not perfor med BLAST (Finkbeiner
VIS, NOTOVirus, 0.45 pm filtering et al, 2008)
picobirnavirus, enterovirus,
nodavirus

Acute RNA Masopharyngeal - 454[Roche  Centrifugation Not performed BLAST, SSEARCH  (Makamura

respiratory aspirates, stool et al, 2009)
infections and
diarrhea
Fatal transplant- RNA Brain, Arenavirus 454[Roche  (Direct nucleic acids CAP3 (Huang and ~ BLAST (Palacios
assodated cerebrospinal extraction) Madan, 1999) et al, 2008)
disease Muid, serum,
lkidney, liver
Hemorragic RNA Liver biopsies,  Arenavirus 454/Roche  (direct Nucleic acids GOG Package CLC RNA (Briese
fever serum extraction) (Accelrys, San Diego, Workbench (CLC et al, 2009)
CA, UsA) bia, Arhus,
Denmark)
Acute flaccid DMNA Stool Bocavirus, picornaviruses,  454/Roche,  Centrifugation: Sequencher (Gene  BLAST (Victoria
paralysis circovirus, nodavirus, Sanger 0.45um filtering Codes Corporation, et al., 2009)
dicistroviruses Ann Arbor, M1 USA)

Cystic fibrosis  DNA Sputum - 454[Roche  0.45 pm filtering;  PHRAP (www.phrap. BLAST, MG-RAST (Willner

CsCl gradient org) et al, 2009)

Upper RNA Masopharyngeal - llumina (Direct nucleic acids  Genetous (http:/| BLAST [ Greinger

respiratory aspirates extraction) WWW.ZEIEIOUS Com ) et al, 2010)
tract infection

Encephalitis RNA Frontal cortex  Astrovirus 454[Roche  (Direct nucleic acids GreenPortal website BLAST (Quan,

(biopsy) extraction) (hitp: |[tako.cpme, 2010)
mlumbiaedu/Tools)

Chronic fatigue  DNA Serum - 454/Roche,  0.22 pm|0.45 pm miraEST (Chevreux  BLAST (Sullivan

syndrome RNA Sanger filtering: et al., 2004) et al, 2011)
ultracentrifugation
Acute RNA Bronchoalveolar - Hlumina (Direct nucleic acids Not perfor med MegaBLAST, (Wootton
exacerbation lavage and extraction) BLAST et al, 2011)
of idiopathic Serum
pulmonary
fibrosis

Lower DNA &  Nasopharyngeal Rhinovirus C 454[Roche  0.22 pmf0.45 pim mirabST (Chevreux  MegaBLAST, (Lysholm
respiratory RNA aspirates filtering; et al., 2004) BLAST et al, 2012)
fract ultracentrifugation
infections

Hemorragic RNA Serum - 454/Roche  (Direct nucleic acids Newbler (Roche); BLAST, MEGAN  (McMullan
fever extraction) CLE (CLC big, et al, 2012)

Aarhus, Denmark)
Cystic fibrosis  DNA Lung tissue - 454[Roche 0,45 pm filtering;  CAP3 (Huang and  BLAST (Willner
(biopsies) Cstl gradient Madan, 1999} et al, 2011)

Tropical febrile  DNA Serum Circovirus Hlumina (Direct nucleic acids Not performed BLAST (Yozwiak

illress RNA extraction) et al, 2012)

Figure 36 : Etude de métagénomique virale sur des échantillons humains pour une application d’étude de

cas clinique. De gauche a droite : la maladie ciblée, type d’acide nucléique (ARN/ADN), type d’échantillon,

éventuel virus découvert, technique utilisée, isolement des particules virales, outils bioinformatique
utilisés (assemblage, annotation), référence de I'étude.

Fancello, L. et al., Compuational tools for viral metagenomics and their application in clinical research.
Virology (2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.virol.2012.09.025
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Des études de métagénomiques ont été réalisées sur des environnements variés comme les
lacs frangais du Bourget et Pavin dont les diversités virales ont été illustrées en 2012 (parmi
les 156.772 séquences reconnues pour le lac du Bourget et les 92.834 séquences pour le lac
Pavin, 95.905 séquences et 47.345 séquences ont été associées a des séquences virales pour
les lacs du Bourget et Pavin respectivement) (117) ; des grands fleuves comme le Mississippi
dans lequel des séquences de virus de la peste porcine africaine ont été retrouvées (environ
6,9% des séquences générées ont été associées a des séquences virales) (118) ; ou encore
des océans tel le Pacifique illustrant les variations des populations virales en fonction de
I'ensoleillement (existence d’un « core » constant et d’une partie plus « flexible » de la
population virale de cet océan) (119,120). Autant d’études qui permettent de connaitre et
mieux comprendre I'environnement dans lequel I’homme et tout étre-vivant évoluent. Ces
études pourraient permettre également de prédire et mieux se prémunir contre d’éventuels
sauts d’espéce ou l'apparition de mutations a 'origine de problémes de santé publique
importants.

Un grand nombre d’études cliniques se sont appuyées sur la métagénomique en médecine
humaine comme le montre la figure 35 (121). La premiére de ces analyses métagénomiques
fut réalisée en 2008 et a permis la découverte d’'un nouvel arenavirus lors de la recherche de
la cause de déces de patients transplantés (122). Puis de nombreuses études ont suivi,
utilisant elles aussi le séquencage haut débit pour caractériser I'agent responsable d’'une
pathologie comme chez des enfants touchés par une paralysie flasque (123), ou touchés par
des diarrhées aigués (124). Des études ont aussi visé a caractériser I'ensemble des
pathogenes viraux présents lors de troubles respiratoires. Ainsi une équipe a mis en
évidence la présence d’un virus HIN1 non seulement par séquencage a haut débit mais
également grace a une puce ADN, la Virochip chez 17 patients aux Etats-Unis (125). Une
équipe suédoise a réalisé une étude plus descriptive, mettant en évidence la présence entre
autre de Paramyxoviridae, Orthomyxovirdae et de Picornaviridae dans un pool d’échantillon
clinique (126). Récemment une étude a été menée sur le microbiome humain démontrant
non seulement leur importante présence a travers notre organisme mais aussi leur réle
(127).

Les recherches métagénomiques ne se cantonnent pas a la médecine humaine : la flore
virale de nombreux animaux a déja été caractérisée. Les viromes de chats (128,129) et chiens

atteints de diarrhées ont notamment été caractérisés (130). Des espéces plus exotiques ont
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également été étudiées. Les chauves-souris font I'objet de nombreuses études tout
particulierement depuis que les chiropteres ont été identifiés comme hoéte réservoir des
coronavirus responsables des syndromes respiratoires aigus (MERS-CoV, SARS-CoV
(131,132)). Des analyses métagénomiques des chiroptéres ont permis de montrer le pouvoir
de dissémination et le potentiel zoonotique a I'échelle planétaire de ces mammiferes (133—
135). D’autres mammiferes proches de 'lhomme tant par leurs proximités géographiques
que génétiques ont été sujets d’études métagénomiques. En effet, les porcs sont suspectés
d’étre des hotes intermédiaires permettant I'adaptation de certains virus (tels que
I'influenza A) a ’'homme (136-138). Tout comme pour les chiropteres, il est important de
mieux comprendre I'environnement et la flore de ces animaux potentiellement porteurs de
pathogenes ayant un fort pouvoir zoonotique, tant d’'un point de vue santé humaine
qu’animale (139-141). Ainsi des études ont cherché a connaitre le virome de ces animaux
urbains susceptibles d’étre porteurs de pathogenes viraux comme celui des rats et des
pigeons qui sont les espéces animales les plus représentées dans les milieux urbains

(142,143).

(3) Identification et découverte de pathogénes

Cette technologie a permis l'identification de nombreuses bactéries comme par exemple la
caractérisation de 35 génomes de salmonelles issues d’un épisode majeur de salmonellose
aux Etats-Unis en 2009-2010 (113). De plus ces nouvelles techniques de séquengage a haut
débit permettent de dépasser les limites de techniques d’identification classique telle que
I'isolement, ainsi une équipe danoise a réussi a séquencer des bactéries rares et impossibles
a cultiver (144). L'utilisation du ségquencage a haut débit a également permis d’identifier un
grand nombre de pathogénes viraux comme par exemple deux nouveaux arenavirus en 2008
et 2009, I'un responsable du déces de patients transplantés et I'autre étant associé a une
fievre hémorragique en Afrique du sud (122,145). Le NGS a permis d’identifier de nouveaux
arbovirus de la famille des Rhabdoviridae (ayant un spectre d’infection tres large et un
pouvoir pathogene important, exemple : virus de la rage) chez des moustiques en Afrique de
I'ouest (146); un nouveau picornavirus, potentiel agent étiologique d’une hépatite virale
chez la dinde (147) ; l'identification et la caractérisation d’'un nouveau virus de I'encéphalite
murine de Theiler (148) ; ou le virus de I'hépatite C du chien, qui est le virus le plus proche
phylogénétiquement du virus de I'hépatite C humaine (149). Il permit aussi I'identification de
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virus émergent comme le virus Ebola associé a I'apparition des fievres hémorragiques de
2008 en Ouganda (150). Mais aussi plus récemment un nouvel Orthobunyavirus, le virus
Schmallenberg (portant le nom de la ville dans laquelle il a été découvert) qui a été identifié
et associé a la maladie des ruminants émergente de 2011 au nord de I’Allemagne (151). Le
séquencage a haut débit a eu également une importance dans la découverte de nouveaux
virus chez des chauves-souris, reconnus comme hotes-réservoirs de nombreux virus
capables de franchir la barriere d’espéces (comme le SARS-CoV, le virus Ebola, le virus Nipah)
(134,152-154). Ces nouvelles technologies permettent aussi de lever le voile sur des
pathologies dont I'agent était jusque-la inconnu, comme pour la maladie foudroyante de la
pintade qui est une entérite fulminante (155), le Flavivirus responsable de la maladie de
Theiler chez les équins (156), ou un nouveau virus influenza porcin qui est le premier virus

influenza de groupe D (95).
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IV. Maladies virales aviaires

Les maladies aviaires, qu’elles soient respiratoires ou digestives, sont souvent a I'origine
de pertes économiques importantes. Ce déficit peut étre lié a la mort des animaux, a une
surconsommation d’aliment, ou un défaut de maitrise de I'’environnement du batiment

(157). Nous nous contenterons ici de présenter quelgues notions introduisant nos travaux.

A. Principales Maladies respiratoires aviaires

Les maladies respiratoires ont un impact économique trés important dans les élevages
avicoles. Ces maladies qui sont souvent enzootiques, et dues a la concentration d’animaux
dans ces élevages, touchent inévitablement I'’ensemble du troupeau.

L'apparition de syndrome respiratoire est induite par I'association d’un ou plusieurs facteurs.
On parle alors de « maladie respiratoire complexe » (MRC) qui est définie par I'association
d’un ou plusieurs facteurs d’induction, d’un ou plusieurs facteurs environnementaux, et d’'un
ou plusieurs agents de surinfection, aboutissant a des lésions chez I'lanimal.

Les agents pathogénes primaires peuvent étre des mycoplasmes, des virus ou I'association
des deux. Les agents de surinfection (une ou plusieurs bactéries issues de la flore de I'ciseau
ou de son environnement) entrainent une aggravation de ces lésions.

Les volailles peuvent étre soumises a différents facteurs de « stress » ayant des
origines diverses. Parmi ces stress, on citera les vaccinations, la température, I’hygrométrie,
la ventilation, les erreurs d’élevage comme une densité d’oiseaux trop élevée, des défauts
d’aliments ou de litiere. La litiére joue un role important dans un élevage de volaille car elle
permet de réduire le dégagement d’ammoniac. Ce gaz est produit par la fermentation des
fientes et induit une sensibilité accrue des animaux aux pathogénes respiratoires.

Chez les volailles pondeuses, les troubles respiratoires se manifestent surtout par une
atteinte de I'appareil génital, du fait des spécificités anatomiques des oiseaux : en effet, les
sacs aériens sont en contact étroit avec la grappe ovarienne et I'oviducte, ce qui peut

expliquer que les virus a tropisme respiratoire ont également un tropisme génital (157).

Il existe un grand nombre d’agents pathogénes respiratoires dont les plus communs sont :
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L’herpesvirus responsables de la Laryngotrachéite infectieuse,

Les virus influenza A faiblement pathogénes (les virus hautement pathogénes sont a

I'origine d’'une maladie systémique, trés rapidement mortelle).

Les paramyxovirus de type 1 (PMV-1), qui sont associés a la maladie de Newcastle

Les métapneumovirus aviaires (aMPV), a l'origine d’une atteinte des voies
respiratoires supérieures, qui peut étre d’évolution bénigne ou sévere selon les

complications bactériennes.

Les coronavirus responsables de la bronchite infectieuse (virus de la bronchite

infectieuse, IBV)

Les poxvirus responsables de la variole aviaire ; dont une forme respiratoire est

décrite

Les mycoplasmes de la poule : Mycoplasma gallisepticum et Mycoplasma synoviae.

Escherichia coli pathogénes (Avian Pathogénic E. coli), responsables de colibacillose

respiratoire, qui se manifestent essentiellement par des aérosacculites fibrineuses.

Aspergillus (fulmigatus notamment) responsables des aspergilloses chez les jeunes

volailles

Ornithobacterium rhinotracheale associés a des infections respiratoires trés sévéres

chez la dinde.

Une infection peut se traduire ou non par des signes cliniques. On parle d’infection

inapparente quand elle est en phase d’incubation ou lors d’un portage sain. Un oiseau

porteur sain est un animal qui est infecté par un micro-organisme mais qui ne développe pas

de maladie ou de signe clinique. Les signes respiratoires associés a ces agents sont divers :

toux ; éternuements; jetage (écoulement par les orifices nasaux); larmoiements; rales

(bruit anormal observé a I'examen). Ces signes peuvent entrainer une diminution des

performances autant dans le domaine de la croissance, que la ponte ou le gavage.

Une chute de ponte est un terme employé pour évoquer la diminution de la production

d’un lot de volailles pondeuses. Elle est traduite par une variation de la courbe de ponte.

Cette courbe correspond au nombre d’ceufs pondu par jour et pour 100 oiseaux en fonction
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du temps. Cette variation peut prendre plusieurs aspects suivant I'origine du facteur influent
sur la productivité. Il existe un grand nombre de facteurs différents pouvant influer sur la
ponte, touchant ou non I'appareil reproducteur de I'animal. L'allure de la courbe de ponte
sera fortement impactée par les maladies infectieuses ou les accidents techniques, alors que

lors de problémes d’origine toxique ou nutritionnelle la courbe oscillera de fagon chronique.

Les principales causes d’une chute de ponte sont regroupées dans quatre catégories :

- les causes liées a I'alimentation ou aux troubles métaboliques

Une sous-alimentation en eau ou en aliment peut induire une réduction de la production
d’ceufs. La sur-alimentation (ou alimentation trop riche) peut elle aussi entrainer une
modification de la ponte, par exemple par le manque d’exercice. La chute de ponte due a un
probléme métabolique peut étre également induit par une mycotoxine (exemple :

zéaralénone).

- les causes liées a la zootechnie

Les stress induits par les changements de luminosité, de température, d’air ambiant influent
directement sur la ponte. La couvaison peut elle aussi entrainer un arrét plus ou moins long

de la ponte.

- les causes infectieuses

Les infections virales pouvant entrainer une chute de ponte ou des malformations de I'ceuf,
sont nombreuses. Les affections a adénovirus provoquent un syndrome appelé Egg Drop
Syndrom (EDS 76), elles induisent des lésions au niveau de I'appareil génital et se traduisent
par des oceufs décolorés ou mous. La bronchite infectieuse, causée par une infection a
coronavirus (IBV), se manifeste par des signes respiratoires et une déformation des ceufs.
D’autres infections par des virus respiratoires peuvent induire des chutes de pontes. Ainsi la
maladie de Newcastle, I'influenza aviaire ou les métapneumoviroses provoquent une chute
de ponte chez les oiseaux reproducteurs. On retrouve également des infections bactériennes

comme les colibacilloses et mycoplasmoses.
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- etles causes liées aux infections parasitaires

Le stress induit par une infection par les poux rouges peut induire une chute de ponte.
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B. Principaux virus entériques aviaires

Tout comme les maladies respiratoires, les maladies entériques ont un impact
économique important sur les élevages aviaires. Les agents étiologiques potentiellement
responsables des entérites aviaires sont multiples. En effet, les causes peuvent étre
bactériennes, parasitaires, virales ou encore d’une toute autre origine, comme les
intoxications ou le stress. La multitude de facteurs rendent le diagnostic plus complexe,
d’autant plus qu’une combinaison de plusieurs facteurs peut étre observée. Seules les
principales causes d’entérites virales seront présentées dans cette thése. Cependant, on
peut souligner que I'importance accrue des entérites aviaires provient autant des agents
pathogenes ayant co-évolué avec leur hote que des pratiques alimentaires. Ces habitudes
ont probablement déséquilibré la flore digestive des volailles.

Les virus retrouvés majoritairement lors de maladie entérique aviaire sont les
adénovirus, les astrovirus, les coronavirus, les entérovirus-like, les réovirus et les rotavirus.
Certains virus, comme le virus de la maladie de Newcastle peuvent également induire des
signes entériques, notamment dans leurs formes aigués. Toutefois, il est essentiel de
souligner que certains virus (ainsi que des bactéries entéropathogeénes telles que les
enterobactéries) peuvent étre portés de facon asymptomatique. Les méthodes de diagnostic
sont principalement basées sur la PCR et RT-PCR ; I’histopathologie peut également étre
réalisée en amont de ces tests de biologie moléculaire afin d’orienter le diagnostic. Pour
cela, il est nécessaire de connaitre le site de réplication de la cible. Ces virus ont une
transmission horizontale dans la plupart des cas. Cependant certains virus entériques
comme les rotavirus ou les astrovirus sont susceptibles d’étre transmis de fagon verticale

également (157).

1. Les enterites a virus ADN

Les adénoviroses aviaires sont de plus en plus présentes dans les élevages. Les
adénovirus font partie de la famille des Adenoviridae, ont une taille de 74 a 80 nm et
peuvent induire des maladies diverses. Cette famille est subdivisée en cing genres:
Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus et Ichtadenovirus (158)

(http://www.vmri.hu/~harrach/AdVtaxlong.htm). Les genres Aviadenovirus, Siadenvirus et
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Atadenovirus peuvent tous trois induire une pathologie chez les espéces aviaires. Les
Siadenovirus, anciennement appelés adénovirus du groupe 2, ont été identifiés comme
responsables de I'entérite hémorragique du dindon, la maladie de la rate marbrée du faisan
ou encore de la splénomégalie du poulet.
Cette entérite hémorragique de la dinde peut se manifester de plusieurs fagons, de maniére
sub-clinique, traduite par une séroconversion ou de faibles symptomes. Elle peut toutefois
se manifester de fagon plus grave pouvant alors induire la mort de I'oiseau. La nature de la
souche virale en cause, ainsi qu’une surinfection peuvent expliquer la différence de
symptoémes. Les signes cliniques sont traduits par un arrét de I'alimentation et la présence
de sang dans les fientes. L’'examen nécroscopique révele une congestion de l'intestin gréle,
une muqueuse intestinale hémorragique, une rate et un foie hypertrophiée et une rate
d’apparence marbrée. Ces virus peuvent également toucher les pintades et induisent un
syndrome hémorragique.
Le diagnostic de cette maladie est basé sur les symptémes et les |ésions observées lors de
I'autopsie. Il existe un vaccin et, lors d’'une affection, un traitement est préconisé pour
controler les surinfections bactériennes (159).

Les entérovirus-like sont des virus de la famille des Picornaviridae. Cette famille est

composée de 26 genres dont les Entérovirus (http://www.picornastudygroup.com/taxa/genera

.htm). Il s’agit de virus ADN d’une taille allant de 22 a 30 nm. Ces entérovirus induisent une
diarrhée et un retard de la croissance. lls touchent de nombreuses espéces aviaires tel que
les poulets, les pintades, les dindes, les perdrix ou encore les autruches ou les faisans. Les
Picornaviridae sont également responsables d’une maladie infectieuse a tropisme nerveux,
I’encéphalomyélite aviaire. Cette maladie est traduite par des troubles nerveux et un taux de

mortalité variant entre 10 et 80%.

2. Les enterites a virus ARN

Les virus ARN sont connus pour avoir la faculté de muter plus facilement que les virus
ADNs. Les mutations apparaissent lors de la réplication du virus, en effet les virus ARN
possedent une polymérase n’ayant pas de systeme de correction de copie comme les virus
ADN. Ce phénomeéne leur garantit un potentiel évolutif plus rapide faisant apparaitre de
nouveaux variants (mutants). On retrouve ainsi des virus aviaires ARN tel que le virus

Influenza ou encore les coronavirus aviaires tous deux en constante évolution. Concernant
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les virus entériques, on retrouve des astrovirus aviaire, des rotavirus, des reovirus aviaires
mais également des coronavirus (le coronavirus de la dinde ou « Turkey coronavirus ») dont
une introduction plus approfondie sera faite dans la suite de ce document.

Les astrovirus aviaires (« Turkey Astrovirus » de type 1 (TAsTV1) et, principalement,
les TAstV2) sont de petit virus, d’une taille allant de 25 a 35 nm, non enveloppés, de la
famille des Astroviridae. lls se répliquent dans I'épithélium des villosités intestinales et la
bourse de Fabricius. Les astrovirus ont été identifiés dans un grand nombre d’espéces
différentes, incluant 'Homme, les moutons, les chats, les chiens, les cerfs, les poulets, les
dindes et les canards. Ces virus ont été retrouvés dans des élevages avicoles présentant des
mortalités liées a des entérites (« poult enteritis mortality sydrome » PEMS) (160). Lors
d’une infection a astrovirus, le systeme immunitaire de I'oiseau est trés fortement impacté,
permettant alors une sensibilité plus importante aux différents agents infectieux (157).

Les rotavirus sont des virus de plus grande taille 60-80nm, ils appartiennent a la
famille Reoviridae. Les rotavirus ont un tropisme marqué pour le systéme digestif et sont
retrouvé de fagon ubiquitaire a travers la planéte (161).

Les reovirus aviaires font eux aussi partie de la famille des Reoviridae et sont membres du
genre Orthoreovirus. Ce virus est omniprésent parmi les élevages de volailles, il a été associé
a différentes, maladies, notamment entériques (162).

La maladie de Newcastle est une des maladies virales les plus sévéres affectant les
espéces aviaires. Elle apparait dans des zones endémiques de maniére sporadique depuis de
nombreuses années. Le virus de la maladie de Newcastle est un virus de la famille des
Paramyxoviridae. Ce virus enveloppé, d’environ 200 a 300 nm de diametre, posséde un
tropisme variant suivant la nature de la souche (163). En effet, il existe des souches
vélogénes viscérotropes provoquant des lésions hémorragiques du tube digestif ; vélogénes
neurotropes entrainant des symptémes respiratoire et nerveux ; des souches mésogeénes
induisant des symptomes respiratoires; des souches lentogénes ou encore avirulentes
n’‘induisant ni symptomes ni lésions (pouvant étre trés faible dans le cas des souches
lentogenes). Les signes cliniques varient suivant les especes touchées. Ainsi les dindes et les
poulets vont présenter des signes respiratoires sévéres, des diarrhées ainsi que des signes
nerveux alors que les palmipédes sont quant a eux considérés comme résistants aux souches
virulentes pour les galliformes mais peuvent héberger de maniére asymptomatique le virus

(157).
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[. L’agent de la maladie foudroyante de la pintade: un

nouveau coronavirus

A. Introduction

La maladie foudroyante de la pintade, aussi appelée « maladie X » par les professionnels, est
une entérite aigué, entrainant un tres fort taux de létalité. Cette maladie se caractérise par
une intense prostration du lot d’oiseaux, des Iésions entériques, et une dégénérescence du
pancréas prenant alors une couleur blanchatre (pancréas dit « neigeux »).

Cette maladie a été observée pour la premiére fois dans les années 80 dans les élevages du
sud-ouest et sud-est de la France, la premiéere description clinique publiée datant de 1986.
Sur la base des premiéres études, 'origine virale fut treés rapidement favorisée (165).
Plusieurs travaux ont été conduits dans le but d’identifier 'agent étiologique de cette
maladie. Cependant, ces investigations étant basées sur les méthodes de virologie classique,
seules disponibles a cette époque, et notamment sur la microscopie électronique, n’ont pu
conduire a l'identification du virus. De nombreux candidats ont été proposés : toga-like virus
(166), reovirus, herpesvirus (167). Plus récemment, un astrovirus a été associé a I'entérite
catarrhale chez la pintade (168). Toutefois ce virus n’a pas été détecté dans les lots d’oiseaux
affectés par la maladie foudroyante. Suite a I'échec de l'identification par des méthodes
classiques de virologie cellulaire et moléculaire, une approche sans a priori a été privilégiée.
Nous avons employé le séquencage a tres haut débit pour cette étude. Les données
obtenues ont permis de mettre en évidence un candidat (coronavirus), appartenant a une
famille virale déja connue pour induire des entérites. Les coronavirus font partie de I'ordre
des Nidovirales et de la famille des Coronaviridae, subdivisée en deux sous-familles : les
torovirus et les coronavirus

(http://talk.ictvonline.org/files/ictv official taxonomy updates since the 8th report/m/ve

rtebrate-official/1230.aspx Consulté le 11/08/2014).

Les coronavirus posseédent un génome a ARN positif non segmenté et enveloppé présentant
un spectre d’hote trés large. Ils sont classés en quatre groupes (1, 2, 3 et 4), classification
basée a |'origine sur leurs réactivités antigéniques (169), mais qui fut rapidement changée au
profit d’'une comparaison de l'organisation du génome complet des coronavirus (170).

Récemment, une nouvelle nomenclature a été adoptée, répartissant la sous-famille des
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Coronavirinae en quatre genres : Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus et
Deltacoronavirus (171). Il est donc possible de différencier les différents membres de la sous-
famille des Coronavirinae sur la base de leur organisation génomique (Figure 37) (172,173).
Les Alphacoronavirus et Betacoronavirus regroupent des virus ayant pour hotes des
mammiferes ; les virus ayant essentiellement des espéces hotes aviaires sont, quant a eux,
regroupés dans le genre Gammacoronavirus mais le coronavirus du béluga est également un
Gammacoronavirus et les Deltacoronavirus comprennent aussi des coronavirus aviaires

(Figure 38).
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Figure 37 : Arbre phylogénique d’un alignement multiple du gene RdRp et du géne codant pour
I’'hélicase, avec un torovirus équin (equine torovirus Berne) comme outgroup.

http://talk.ictvonline.orqg/files/ictv official taxonomy updates since the 8th report/m/vertebra
te-official/1230.aspx Consulté le 11/08/2014
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Affectant les mammiféres comme les especes aviaires, ces virus sont principalement
associés a des troubles respiratoires ou digestifs, cependant ils sont parfois également liés a
des atteintes du systeme nerveux, urogénital ou hépatique (174). Les recherches consacrées
aux coronavirus ont considérablement augmenté depuis 2003, suite a la l'identification du
coronavirus responsable du SRAS (syndrome respiratoire aigu sévere) (175,176). lls infectent
classiqguement leur hote de facon espéce-spécifique, induisant une infection aigué ou

persistante. Les voies de transmission de ces virus sont habituellement respiratoires ou

fécales-orales.
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Graphique 38: Organisation génomique des différents membres des genres de la famille des
Coronaviridae. PL1, papaine-like protéase 1; PL2, papaine-like protéase 2; PL, papaine -like protéase;
3CL, chymotrypsine-like protéase; Pol, RNA-dépendent RNA polymérase; Hel, hélicase; HE,
hémagglutinine estérase; S, spike; E, enveloppe; M, membrane; N, nucléocapside.

D’aprés Woo et al. 2010

Tous les coronavirus possédent une organisation génomique similaire, avec un géne codant
pour la réplicase (correspondant a prés des 2/3 du génome complet du virus) porté en 5’ et
des genes codants pour les protéines structurales sur la partie 3’ du génome. Ces genes sont
ordonnés de la facon suivante : le géne codant pour I’hémagglutinine estérase (présent
seulement chez quelques virus du genre Betacoronavirus), le géne codant pour la protéine
de spicule (S), le gene codant pour la protéine de membrane (M), et enfin le géne codant
pour la nucléocapside (N) et pour une protéine interne (I) (Figure 38) (177). Le génome des

coronavirus est le plus gros des virus a ARN. En effet, les membres de cette famille



possedent un génome allant de 27,3 Kb pour le plus petit (souche 229E du coronavirus
humain HCoV-229E) a 31,3 Kb (virus de I’hépatite murine MHV) (174).

Récemment, 'émergence d’un nouveau coronavirus responsable d’'un syndrome respiratoire
aigu chez 'homme, nommé Middle East Respiratory Syndrome-CoV (MERS-CoV), a été
observée. Ce virus du genre Betacoronavirus a été isolé pour la premiere fois en 2012 et
possede un caractére zoonotique. En effet, les analyses phylogénétiques ont montré une
étroite relation entre le MERS-CoV et deux virus de chauve-souris, Tylonycteris bat
coronavirus HKU4 (BtCoV-HKU4) et Pipistrellus bat coronavirus HKU5 (BatCoV-HKUS5) (178).
Des tests sérologiques ont démontré une séroprévalence élevée chez les dromadaires dans
les zones touchées (179,180), suggérant un réservoir du genre Camelus mais n’écartant pas la
théorie du réservoir chiroptéres. Tout comme pour le SRAS ayant pour origine un
Betacoronavirus de chiroptere qui s’est propagé chez la civette (181), le MERS-CoV serait
donc un virus présentant un large spectre d’hdte (182).

Afin d’identifier I'agent étiologique de la « maladie X », une analyse sans a priori a été
conduite suite a I'’échec des méthodes de diagnostic classique. Les résultats du séquencage a
haut débit ont permis de mettre en évidence un gammacoronavirus proche du Turkey
coronavirus (TCoV) : le coronavirus de la pintade (gfCoV). La séquence compléte du gene de
spicule a été obtenue par séquencage Sanger en complément des données de séquencage
haut débit, permettant une comparaison phylogénique. Afin de confirmer I'association du
virus a cette entérite, des lots d’oiseaux ont été testés par PCR spécifique permettant de
confirmer les liens de causalité. De plus, des cas spontanés (déclaré avant et apres le début
de cette étude) ont été criblés et ont confirmé la présence de gfCoV renforcant notre
hypothése. Nous avons également vérifié la présence de ce virus dans les différents organes
de pintades infectées expérimentalement dans le but d’apprécier sa répartition tissulaire. Un
marquage immunohistochimique a l'aide d’un anticorps anti-TCoV a permis de valider
I’affinité entérique et la proximité génétique de ce coronavirus avec le turkey coronavirus. Le
caractere fulminant de cette entérite reste toutefois atypique par rapport aux autres
entérites aviaires a coronavirus puisque le TcOV (entérique également) cause tres peu de
clinique chez la dinde.

Les données de séquencage a haut débit nous ont permis d’obtenir en premiéere intention

une couverture d’environ 70% du génome complet. Par la suite et en s’appuyant sur un
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alignement avec un génome TCoV de référence, la séquence compléte du génome du gfCoV
a été obtenue en complétant avec du séquengage Sanger.

L'analyse phylogénétique basée sur le génome complet de ce coronavirus a clairement
démontré que ce gfCoV est trés proche des TCoV nord-américains. De plus, I'organisation du
génome du gfCoV est identique a celle des souches de TCoV. Une analyse génétique du
génome complet a révélé une recombinaison au niveau du géne S, qui semble provenir d’un
échange entre un virus de type « IBV » ayant donné la plupart de son génome et un virus -
encore inconnu - qui aurait « donné » son gene de spicule. L’hypothése de recombinaison a
déja été émise lors de I'étude de l'origine du TCoV (183). Les recombinaisons sont des
phénoménes d’échange d’une partie de génome ; ce genre d’échange n’est pas rare au sein
de cette famille virale. Un grand nombre de recombinaisons ont déja été identifiées chez les
coronavirus (184), comme par exemple pour le SARS-CoV dont l'origine proviendrait de
plusieurs recombinaisons (185).

Aucun lien avec un type de production de pintades n’a pu étre mis en évidence. Malgré une
sur-représentation de cette maladie dans les élevages de plein air, des lots d’oiseaux n’étant
jamais sortis des batiments d’élevages ont été infectés par ce coronavirus entérique. Les
informations épidémiologiques disponibles a ce jour ne nous ont pas permis d’identifier
d’espéce aviaire sauvage en contact avec les élevages de pintades : une recherche de virus
ciblée sur les principaux oiseaux commensaux (étourneaux, moineaux, etc...) pourrait étre
entreprise, mais elle serait trés aléatoire. L'origine de la dissémination du donneur du gene S
reste donc actuellement floue. Outre I’hypothése d’une origine aviaire sauvage, plusieurs
autres pistes peuvent étre explorées. La proximité de batiments d’élevages aviaires d’autres
especes (poulets, canards, dindes etc..) ou encore I'épandage de matiére fécale dans les
champs avoisinants les batiments d’oiseaux infectés sont des causes potentielles
d’introduction de matériel biologique contaminé dans les élevages. La transmission peut
provenir soit d’aérosols (circuit de ventilation, fenétre, bréche dans les murs...) soit
directement des fientes (introduction par I'hnomme lors d’'un passage entre différents
batiments, entrée d’oiseaux commensaux potentiellement vecteurs dans le batiment).

D’une maniére plus globale, on peut espérer que dans un futur proche, la surveillance des
coronavirus et les séquences de coronavirus aviaires disponibles dans les banques de
séquences publiqgues vont considérablement augmenter, ce qui pourrait permettre

d’identifier I'espéce héte correspondant au virus le plus proche du gfCoV.
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Dans le prolongement de ce travail d’identification, nous avons initié des essais visant a
isoler le virus dans différents systémes. L'isolement du pathogéne est en effet idéal pour
obtenir un inoculum de référence stable pour les travaux suivants.

Deux systemes ont été utilisés pour les travaux d’isolement du gfCoV. Plusieurs tests ont été
réalisés sur systeme cellulaire d’'une part et sur ceufs embryonnés d’autre part. Nous avons
essayé plusieurs lignées cellulaires : les cellules HRT18 (lignée épithéliale d’adénocarcinome
de rectum humain permissive aux coronavirus bovin BCoV), les cellules Véro (lignée
épithéliale de rein de singe vert permissive aux SARS-CoV et BCoV), les cellules A549 (lignée
épithéliale de tumeur pulmonaire humaine permissive aux SARS-CoV), qui ont été utilisées
pour lisolement de coronavirus dans de précédentes études (186-192). Les lignées
cellulaires aviaires DF1 (lignée cellulaire de fibroblastes de poulet), QT6 (lignée cellulaire de
fibroblastes de caille), CEF (fibroblastes issus d’ceufs de poule embryonnés), et DEF
(fibroblastes issus d’ceufs de canne embryonnés) ont également été testées, mais ces essais
ont tous été infructueux. Aucun effet cytopathogénique n’a en effet pu étre observé et apres
deux passages, les cellules et leur surnageant étaient tous négatifs pour le gfCoV par PCR.
Sur ceufs embryonnés, deux voies d’inoculation ont été testées : la voie allantoidienne et la
voie amniotique. Des ceufs de poule ont été utilisés dans un premier temps, puis nous avons
tenté l'isolement sur ceufs de pintade pour disposer d’un systéme de culture pleinement
homologue. Seule la voie allantoidienne a pu étre testée sur ceufs de pintade car leur
opacité géne le repérage de la cavité amniotique. Aucun de ces essais d’ovoculture n’a
permis d’isoler le gfCoV non plus. Les coronavirus de dinde, les plus proches génétiquement
du gfCoV, sont également difficiles a isoler. lls se multiplient exclusivement dans le liquide
amniotique d’ceufs embryonnés de dinde (dont le volume et la facilité d’acces sont limités)
(193). Les IBV en revanche se multiplient plus facilement sur ceufs quelle que soit la voie
d’inoculation (la voie allantoique est privilégiée car elle permet d’obtenir un titre viral plus
élevé en plus d’étre facile d’acces).

A ce jour, les tentatives d’isolement n‘ont donc pas été concluantes, ce qui n’est d’ailleurs
pas trés étonnant si I'on se réfere aux difficultés rencontrées avec les autres coronavirus
entéritiques aviaires. Nous avons donc mis au point une méthode de titrage moléculaire
permettant de mieux contréler la dose inoculée lors d’infections expérimentales
notamment. Une gamme étalon ciblant le géne de la nucléocapside N a donc été réalisée.

Pour cela, le géne N de la souche vaccinale IBV H120 (souche Massachussetts) a été cloné
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dans un plasmide accepteur (pSCB). Le plasmide obtenu a été quantifié et cette gamme nous
a permis d’estimer le nombre de copies d’ARN présentes dans les échantillons (cas
spontanés). Elle a également permis de mener une étude préliminaire de cinétique
d’excrétion virale. Nous avons observé une excrétion précoce du virus (dés 1 jour post
infection) expliquant la rapidité de dissémination de celui-ci. Des reproductions
expérimentales de la maladie sont prévues afin de poursuivre la caractérisation des
processus pathologiques. Nous avons déja confirmé la possibilité d’'une transmission par
contact direct. Des travaux sur |'évolution virale sont également envisagés avec un suivi
génétique du virus durant un passage en série. Pour cela des oiseaux seront infectés et mis
en contact avec un lot sain, puis le lot d’oiseaux nouvellement infectés servira a son tour de
« donneur » a un nouveau lot d’oiseaux sains. Chaque passage fera I'objet d’'une autopsie et
de prélévements qui seront séquencés pour suivre |I'apparition d’éventuelles mutations.

Dans le cadre de cette étude, le séquencage a haut débit sans a priori a permis de
s’affranchir de difficultés rencontrées lors des tentatives d’identification par des méthodes
classiques. Si on considére le nombre important d’essais qu’il aurait fallu réaliser avant de
trouver I'agent étiologique de cette maladie (dans I’hypothése ou une méthode ait porté ses
fruits), I'utilisation de cette nouvelle technique nous a permis de gagner beaucoup de temps
et d’argent. De plus, la quantité trés importante de séquences générées par cet outil a
permis de couvrir plus de la moitié du génome complet, facilitant ainsi la suite de sa
caractérisation génétique. Nous avons donc pu répondre a une question tres précise par une
approche de séquencage massif sans a priori. Les méthodes de virologie classique sont

maintenant nécessaires pour approfondir I'étude du nouveau pathogene.

80



B. Articles

81



Novel Avian
Coronavirus and
Fulminating
Disease in
Guinea Fowl,
France

Etienne Liais,’ Guillaume Croville,’
Jérome Mariette, Maxence Delverdier,
Marie-Noélle Lucas, Christophe Klopp,

Jérome Lluch, Cécile Donnadieu, James S. Guy,

Léni Corrand, Mariette F. Ducatez,

and Jean-Luc Guérin

For decades, French guinea fowl have been affected
by fulminating enteritis of unclear origin. By using metage-
nomics, we identified a novel avian gammacoronavirus as-
sociated with this disease that is distantly related to turkey
coronaviruses. Fatal respiratory diseases in humans have
recently been caused by coronaviruses of animal origin.

Fulminating disease (also referred to as X disease) of guin-
ea fowl (Numida meleagris) is an acute enteritis char-
acterized by intense prostration and a very high death rate,
leading to the almost complete destruction of affected flocks.
Lesions are generally limited to severe enteritis and, in some
birds, pancreatic degeneration. This disease is uncommon,
but its fulminating evolution raises concerns of differential
diagnoses with highly pathogenic avian influenza.
Fulminating disease has been reported for decades in
the French guinea fowl industry, and although its viral ori-
gin was previously suspected, the virus remained unknown.
During the 1980s, French groups investigated the etiology
of the disease. Because propagation on cells or embryos re-
mained unsuccessful and molecular tools were unavailable,
etiologic hypotheses were based mostly on electron micros-
copy findings. The groups reached different conclusions,
proposing candidates such as toga-like virus (/), reovirus,
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or herpesvirus (2). More recently, astroviruses have been
associated with catarrhal enteritis in guinea poults (i.e.,
young guinea fowl) (3), but these viruses were not detected
in birds affected by fulminating disease (data not shown).

We investigated field cases and performed an experi-
mental reproduction of fulminating disease and identified
its agent by using unbiased high-throughput sequencing.
We propose a gammacoronavirus of a novel genotype as
the most likely causal agent of fulminating disease. Coro-
naviruses (CoVs) are zoonotic. The novel human Middle
East respiratory syndrome CoV, a betacoronavirus that was
first isolated in 2012 in Saudi Arabia, is most closely re-
lated to Tylonycteris bat CoV HKU4 and Pipistrellus bat
CoV HKUS (4); severe acute respiratory syndrome—CoV
originated from a betacoronavirus that spread from bats to
civets and humans (5).

The Study

We investigated field cases of fulminating disease
among 5 flocks of guinea fowl in France during 2010 and
2011; in all cases, the birds’ clinical signs were limited to
severe prostration, a dramatic decrease in water and feed
consumption, and a daily death rate of up to 20%. From
each affected flock, 5-10 sick birds were euthanized, and
necropsy was performed. Most birds showed marked con-
gestive enteritis and a whitish, enlarged pancreas. Liv-
ers, spleens, pancreas, kidneys, and intestinal tracts from
the birds were placed into 10% buffered formalin for
histopathologic examination or stored at -80°C for viro-
logic analyses.

Fifteen 6-week-old guinea fowl poults were housed
in 2 poultry isolators. One group of 5 birds that had been
orally inoculated with the clarified and filtered (0.45-pum
mesh) intestinal contents of diseased birds from 1 field case
flock shared an isolator with another group of 5 uninocu-
lated guinea poults, placed as contact birds. A third group
of 5 uninoculated birds were placed in the other isolator.
Inoculated and contact birds showed severe prostration as
early as 2 days after infection and died or had to be eutha-
nized within 6 days. Uninoculated birds showed no clinical
signs of illness throughout the experiment. Necropsy was
performed on birds that died or were euthanized, and com-
prehensive samples of tissues and fluids were obtained for
subsequent investigations. At necropsy, the most notable
lesion was an acute and marked enteritis; in some birds, a
mildly enlarged and whitish pancreas was observed.

The intestinal contents of experimentally infected
poults were pooled, clarified by centrifugation, and pelleted
by ultracentrifugation (100,000 x g, 2 h). The pellets were
treated with RNase (Ambion, 20 pg/mL) and DNase (In-
vitrogen, 10 U/uL) (both from Life Technologies, Grand

"These authors contributed equally to this article.
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Table 1. Distribution of reads generated by sequencing of pooled
intestinal contents from guinea fowl poults with fulminating
disease France, 2010-2011*
Read type

No. (%) reads

Total reads generated 476,430
Cellular reads 142,739 (30)
Bacterial reads 246,787 (51.8)
Archaea reads 35,271 (7.4)
Phage, plant, and insect virus reads 32,477 (6.8)
Eukaryote virus reads 19,155 (4.0)
Coronavirus reads 1,441 (7.5)t

*Sequencing was performed by using MiSeq (lllumina, San Diego, CA,
USA) and analyzed by using the GAAS (http://gaas.sourceforge.net/)
algorithm with an expected value of 10~ (7).

tPercent within eukaryote virus reads.

Island, NY, USA) to concentrate the viral material. RNA
and DNA were extracted separately, and a random reverse
transcription PCR was performed, as described (6), to gen-
erate unbiased PCR products of =300 bp. High-throughput
sequencing was performed by using a MiSeq platform (II-
lumina, San Diego, CA, USA). A total of 476,430 sequenc-
es were generated (Table 1), 10.8% of which matched with
known viral sequences, as determined by using GAAS
software (http://gaas.sourceforge.net/) (7) with an expect-
ed value of 103; 7.5% of the eukaryotic viral reads were
similar to avian CoVs, such as turkey CoV (TCoV) and
infectious bronchitis virus (IBV). A total of 1,444 reads re-
lated to CoVs were aligned against the most similar TCoV
genome available in GenBank (TCoV/CA/MG10; acces-
sion no. EU095850). The reads fairly aligned to almost the
whole TCoV genome; the overall coverage was 78.86%
(data not shown). A CoV-specific reverse transcription
PCR was performed and the result was positive, specifically
in intestinal tissues of experimentally infected birds (Table
2) (8). Furthermore, immunochemistry was performed by
using a monoclonal antibody specific for TCoVs (9). We
observed an intense, cytoplasmic, and granular labeling in
enterocyte villi of inoculated birds only (Figure 1), suggest-
ing a substantial intestinal replication of a TCoV-related
virus. A 3,680-nt consensus full sequence of the spike (S)
gene was completed by classical PCR and Sanger sequenc-
ing (GenBank/EMBL accession no. HF544506). A BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) search followed by
a phylogenetic analysis performed on the complete S gene
showed that guinea fowl fulminating enteritis virus cor-
responds to a distinct genotype of CoV, clustering within
Gammacoronavirus genus, which also includes TCoV and

Figure 1. Replication of guinea fowl coronavirus in intestinal
epithelium cells of experimentally infected birds as evidenced by
immunohistochemical testing with a turkey coronavirus—specific
monoclonal antibody, France, 2010-2011 (9). Scale bar indicates
0.1 mm.

IBV (10). The complete S gene sequence of guinea fowl
CoV (GFCoV) was most similar to that of the TCoV S
gene (minimum Kimura distance 22.6% at the nucleotide
level between GFCoV/FR/2011 and TCoV/VA/74/2004,
TCoV/CA/MG10, TCoV/IN/517/1994, or TCoV/ATCC).
The GFCoV S gene was more similar to those of North
American TCoV than to those of European (French) TCoV
strains (Figure 2) (/1).

CoVs are positive-sense RNA viruses that are subject
to frequent mutations and recombination events, resulting
in the emergence of novel viruses, such as severe acute re-
spiratory syndrome (in 2003) and Middle East respiratory
syndrome CoV in humans (4,5). Avian CoVs associated
with nonclinical carriage or with respiratory, genital, renal,
or enteric diseases have been identified in many avian spe-
cies (12). CoV infection causes mild enteritis in different
avian species, mainly turkeys, partridges, and quails. Avian
CoVs are usually classified as gammacoronaviruses, al-
though a few bird CoVs have also recently been described
as deltacoronaviruses (/3).

In the past, a recombination event led to the emergence
of TCoV: the S gene of IBV recombined with an unknown
virus (likely of avian origin), which resulted in a host change
(chicken to turkey) and a tropism switch (respiratory to en-
teric). IBV and TCoV share <36% similarity for the S gene,

Table 2. Tissue tropism of coronavirus in experimentally and naturally infected guinea fowl poults, as detected by reverse transcription

PCR, France, 2010-2011*

Case Duodenum lleum/colon Pancreas Spleen Bursa of Fabricius
Inoculated 5/5 5/5 0/5 0/5 1/5
Contact 3/5 5/5 0/5 0/5 1/5
Uninfected control 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Fieldt 5/5 5/5 NT NT NT

*Data are no. of coronavirus PCR—positive birds/total no. of birds. NT, not tested.
TIntestines (pooled duodenum, ileum, colon samples) from 5 field cases were tested (5-10 birds tested per clinical case). The 5 cases were selected on

the basis of clinical signs (severe prostration and death rate >50%).
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Figure 2. Phylogenetic analysis of the

100 | TCOV/VA/T4/2003_GQ427173
TCoVICAIMG10_EU095850 complete spike (S) gene of the fulminating
TCoV/INI517/1994_GQ427175 disease of guinea fowl coronavirus
TCOV/INI540/1994_EU022525 (gfCaV, in boldface) in relation to turkey
Quail CoV/IT/ENial2005_EF446155 :;’:ican coronaviruses (TCoVs) at the nucleotide
TCoVIGI_AY342357 TCoV level. The tree was generated by using
190 | 171 — TCOVITX/1038/1998_GQ427176 MEGA 5.05 (http:/megasoftware.net/
TCOVIGh_AY342356 mega.php). by the neighbor-joining
L TCOVIATCC EU022526 mgthgd, Klmqra 2-parameter model, and
gfCOVIFRI2011_HF544506 palrywse deletion. Boot§trap values (1,000
TCoV/FRIFR080183j/2008 FN545819 replicates) >75 are indicated on  the
5o |-TCOV/FRIFR0B0147¢/2008 FN434203 | are" ?10(;23 ri;ﬂ?//v:s p:\gi;tieg;?equﬁugg(\:/e/
TCOVIFRIFROT0341y2007_GQ4T1201 Italy/Elvia/2005. Scale bar indicates
o0 Kimura distance.
but their full genomes are >86% similar (/4). Although the References

origin of GFCoV is still unknown, the distance of its S gene
to TCoV and IBV S genes suggests not only a common an-
cestor but also a current separate evolutionary path. A quail
CoV similar to TCoV has been described (/5); its avail-
able S gene sequence also clusters with North American
TCoV (Figure 2). However, the comparable partial S gene
sequences of quail CoV/Italy/Elvia/2005 and GFCoV dif-
fer greatly (genetic distance 30%). A few cases of guinea
fowl fulminating disease are diagnosed each year in France
but have no apparent epidemiologic link to each other. The
severity of the disease in the field may suggest a poor ad-
aptation of the pathogen to guinea fowl. This pathologic
pattern differs greatly from TCoV enteritis in turkeys and
makes GFCoV of potential interest for comparative studies
of CoV pathobiology. Virus reemergence may indicate that
>1 other species may also be asymptomatic carriers.

Conclusion

We identified an avian gammacoronavirus related to
TCoVs in fulminating disease of guinea fowl. The epide-
miologic reservoir of this virus still needs to be clarified,
and the sequencing of the full genome of the pathogen is
warranted to fully assess its phylogenetic relationship with
other gammacoronaviruses, its epidemiology, and its origin.
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AN AVIAN CORONAVIRUS ASSOCIATED WITH FULMINATING DISEASE
OF GUINEA FOWL
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Summary

Fulminating disease of Guinea fowl is an acute enteritis characterized by a very high mortal-
ity. This disease has been reported for decades in French guinea fowl industry and although its
viral origin was previously suspected, the virus remained unknown. Here, we reproduced exper-
imentally the disease by inoculating guinea poults with intestinal content of diseased birds and
identified the causative agent using unbiased high throughput sequencing (1).

Introduction

X disease is an acute enteritis has been reported for decades in French guinea fowl industry. This
disease also called fulminating disease is characterized by a very high mortality and generally
pancreatic degeneration. First investigations have been carried out in the 1980s’ to identify the
etiological cause of the disease. While a few candidates have been proposed, none had been
clearly detected in affected birds (2,3,4). In this study, we reproduced experimentally the disease
by inoculating guinea poults with intestinal content of diseased birds and identified a gammacoro-
navirus as most likely the causative agent (1).

Material and Methods

We investigated field cases of guinea fowl fulminating disease in 2010 and 2011 and collected
intestinal content from diseased birds.We inoculated6 weeks old guinea poults with clarified and
filtered (0.45 um mesh) intestinal content. Three groups of five birds were constituted: (i) the first
group was orally inoculated with the field filtered sample, (ii) the second group was placed in
the same isolator as inoculated birds, (iii) the third group was housed in a distinct isolator and

* Corresponding author
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was not infected: it was our negative control group. Viral particles of intestinal contents were con-
centrated by ultracentrifugation and nuclease treatment(RNase (Ambion, 20ug/mL) and DNase
(Invitrogen, 10U/uL)). RNA and DNA were extracted and a (RT-)PCR was optimized to gener-
ate PCR products of 300bpthanks to tagged random primers previously described (5). An un-
biased metagenomic analysis was performed by using MiSeq plateform (lllumina, San Diego,
CA, USA). Data reads were analysed using GAAS software (http:/gaas.sourceforge.net/) with an
E-value of 10°°. Phylogenic analysis was performed using MEGA4.

Results

In our in vivo experiment, all inoculated and contact birds (groups 1 and 2)showed clinical signs
(severe prostration, decrease in water and feed consumptions)and died or had tobe sacrificed
within 6 days (Table 1). The unbiased high-throughput sequencing analysis identified an avian
coronavirus which was confirmed by coronavirus-specific RT-PCR on samples from both ex-
perimentally infected birds and spontaneous field cases.476,430 sequences were generated,
of which 10.8 % matched known viral sequences; and 7.5 % of the eukaryotic viral reads
were similar to avian coronaviruses sequences.Blast and phylogenetic analyses on the virus
genome showed that this fulminating enteritis virus is indeed a coronavirus (named guinea fowl
coronavirus, GfCoV) that clusters with gammacoronaviruses and especially Turkey coronavirus
(TCoV). GfCoVspike(S) gene was interestingly more similar to North American TCoV than to
European (French) TCoV strains S genes.

Discussion

We have identified a gammacoronavirus in French guinea fowls that we named gfCoV. The very
high mortality associated with the fulminating disease in the field may suggest a poor adaptation
of the pathogen to its host, which greatly contrasts with previously characterized enteritic avian
gammacoronaviruses such as TCoV so far associated with limited morbidity. The epidemiological
reservoir of gfCoV still needs to be clarified and further analyses are warranted to fully assess its
phylogenetic relationship with other gammacoronaviruses.

In conclusion we showed that an avian coronavirus is the agent of “fulminating disease” of
guinea fowl. Coronaviruses cause enteritis in different avian species. Both pathological and epi-
demiological patterns of this peracute infection are still to be clarified.
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Table 1: Clinical signs after experimental infection of guinea fowls with gfCoV.
Green: absence of clinical signs; yellow: severe prostration, decrease in water
and feed consumptions; red: death. BF: bursa of Fabricius.

Batch | Experimental follow-up

Inoculated Clinical and necropsic recording

birds Degenerative pancreas +++ /atrophy Thymus & BF

(group 1)
Degenerative pancreas +++ /atrophy Thymus & BF
Degenerative pancreas +++ /atrophy Thymus & BF

Contact

birds Mucoid enteritis

(group 2) Degenerative pancreas +++ /atrophy Thymus & BF
Degenerative pancreas +

Control Lameness

birds

(group 3)

89



Full genome sequence of French guinea fowl coronavirus associated with fulminating

disease

Mariette F. Ducatez*, Etienne Liais, and Jean-Luc Guérin

Affiliation:

INRA, UMR 1225 and Université de Toulouse, INP, ENVT, 31076 Toulouse, France

* Corresponding author: Mariette F. Ducatez, m.ducatez@envt.fr, Tel: +33561193249, Fax:

+33561193975

Keywords: coronavirus, Nidovirus, guinea fowl, genome organization

Running title: Full genome sequence of French Guinea fowl coronavirus



Abstract

Guinea fowl coronavirus (gfCoV), a recently characterized avian coronavirus, was identified
from outbreaks of fulminating disease (peracute enteritis) in guinea fowls in France. The full-
length genomic sequence was determined to better understand its genetic relationship with
avian coronaviruses. The full-length coding genome sequence was 26,985 nucleotides long
with 11 open reading frames and no hemagglutinin-esterase gene: a genome organization
identical to that of turkey Coronavirus [5’ UTR — replicase (ORFs 1a, 1ab) — spike (S) protein
— ORF3 (ORFs 3a, 3b) — small envelop (E or 3¢) protein — membrane (M) protein — ORF5
(ORFs 4b, 4c, 5a, 5b) — nucleocapsid (N) protein (ORFs N and 6b) — 3’ UTR]. This is the first
complete genome sequence of a gfCoV and confirms that the new virus belongs to group III

coronaviruses.

Coronaviruses (CoVs) are enveloped viruses with positive-sense, non-segmented RNA
genomes of 27 to 32 kb. CoVs infect a wide range of hosts causing various degrees of
morbidity and mortality. Group I Coronaviruses (Alphacoronaviruses) contain viruses that
infect for example humans (HCoV-229E and HCoV-NL63) but also cats and dogs (with feline
CoV and canine CoV, respectively), or pigs (with the porcine transmissible gastroenteritis
virus, TGEV for example). Similarly, group Il CoVs (Betacoronaviruses) may infect humans
(examples: HCoV-OC43, HCoV-HKUI1, Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS), or
Middle East Respiratory Syndrome (MERS) virus), horses (with ECoV), or cattle (with
BCoV). In contrast, group III CoVs (Gammacoronaviruses) primarily infect birds: chickens,
peafowl, and partridges harbour infectious bronchitis virus (IBV) while turkeys have turkey
CoV (TCoV) and guinea fowl may be infected with guinea fowl CoV (gfCoV).

Gammacoronavirus strains have however been isolated from a whale and a wild felid (Gavier-



widen D, 2012). Group IV CoVs (Deltacoronaviruses) have been detected in birds (with
BuCoV, MuCoV, SpCoV, etc), or pigs (with PorCoV) (Chan et al., 2012). Interestingly CoV's
of the Groups I, I, and I'V have been detected in Chiroptera (bats), thought to be the reservoir
of CoVs (Balboni et al., 2012; Chen et al., 2011).

In the present study we focused on a new member of the group III CoVs, gfCoV, and aimed at
sequencing its full genome to better understand its molecular relationship with

gammacoronaviruses.

To determine the full genome of GfCoV/FR/2011, we first analysed the data generated on a
MiSeq Illumina platform and previously described (Liais et al., 2014). Briefly, pooled
intestinal contents of experimentally infected guinea fowl poults were clarified,
ultracentrifuged, and treated with nucleases to concentrate viral material. RNA was extracted,
and a random RT-PCR was performed to generate unbiased PCR products of about 300 bp
(Liais et al., 2014; Victoria et al., 2009). The sequences generated that matched with avian
coronaviruses sequences, as determined using GAAS software (Angly et al., 2009), were
extracted for further analysis and visualized using Integrative Genomics Viewer (IGV) with
the closest Blast hit as reference genome: TCoV MG10 (accession number: EU095850)
(Thorvaldsdottir et al., 2013). Primers were designed based on the known sequence data to
amplify missing genome fragments by PCR. Sanger sequencing was then performed with
PCR primers. The full genome sequence was submitted to EMBL and was attributed the
following accession number: (in process). Sequence analysis was carried out using BioEdit
version 7.0.8.0 (Hall, 1999), Muscle for the alignment (Edgar, 2004), and Mega version 5.05

for the phylogeny (Tamura et al., 2011).



The sequences were assembled into one contiguous coding sequence of 26,985 nucleotides
was obtained. The entire genome had a GC content of 38.3%, identical to the turkey

coronavirus (TCoV) MG10 genome (Gomaa et al., 2008).

GfCoV and TCoV genomes have the same organization: (i) a 5’ untranslated region (UTR),
(i1) two large slightly overlapping ORFs coding for the replicase: 1a and lab, (iii) gene coding
for the spike (S) protein, (iv) ORF3 (ORFs 3a, 3b), (v) gene coding for the small envelop (E
or 3¢) protein, (vi) gene coding for the membrane (M) protein, (vii) ORF5 (ORFs X (4b and
4c), S5a, 5b), (viii) genes coding for the nucleocapsid (N) protein (ORFs N and 6b), and (ix) 3’
UTR (Table 1). While some viral proteins were of the exact same size such as 3a, 3b, 4b, Sa,
and N with 57, 64, 94, 65, and 409 aa, respectively; variability was observed for the other
proteins but not more between gfCoV and the TCoV available genomes than among TCoV
genomes. Interestingly, gfCoV/FR/2011 harboured a shorter small envelop protein than its
TCoV counterparts (Table 1). Further studies are warranted to understand the impact of avian

coronaviruses protein sizes in the biology of the viruses.

Phylogenetic analysis on the full genome of GfCoV/FR/2011 showed it clearly clustered with
North American TCoV strains (Figurel, supported by a high bootstrap value of 500), as was
observed when a phylogeny of the S gene only had been carried out (Liais et al., 2014). The
genetic distance between gfCoV/FR/2011 and TCoV ranged between 10.7% and 11.4%,
while these distances were larger between gfCoV/FR/2011 and the representative IBV strains
tested as expected: 13.5% to 15.0% (Table 2). A simplot analysis comparing the
GfCoV/FR/2011 full genome to its closest TCoV and infectious bronchitis virus (IBV) Blast
hits showed that the 3 genomes are highly similar throughout the genome (74 to 100%

similarity, with no significantly higher identity of GFCoV/FR/2011 with TCoV or IBV



genomes), except for the S gene (Figure2). GfCoV S gene was indeed more closely related to
its closest TCoV than IBV strain but also more similar to both viruses on the S gene than on
the rest of its genome (Figure 2), suggesting a recombination event as was hypothesized for

the origin of TCoV (Jackwood et al., 2010).

The present study showed that gfCoV/FR/2011 harbours a genome organization very similar
to that of TCoV strains. In addition, and again like TCoV, gfCoV/FR/2011 likely originated
from a recombination event between an IBV-like (or TCoV-like) virus that would have given
most of its genome and a so far unknown CoV that would have contributed by its spike gene.
Despite the similarity of their genomes and their enteric tropism, TCoVs cause little clinical
signs while gfCoVs are usually associated with extremely high mortalities. Further studies are
ongoing to understand the host range of gfCoV/FR/2011 and its determinants of

pathogenicity.
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Table 1. Genes and coding regions for gfCoV/FR/2011

ORF

5’ UTR*
la

lab (/1b)

3a
3b

E (3¢)

4b

4c

Location

(2fCoV)

1-463
464-12,307
464-12,280
and 12,280-
20,346
20,294-23,914
23,917-24,087
24,090-24,281
24,265-24,540
24,543-25,214
25,218-25,499

25,423-25,533

Size in nt

(gfCoV)

>463
11,844
19,884

8,067

3,621
171
192
276
672
282

111

Sizein aa Size in aa

(gfCoV) (TCoV/VA
-74/03)"

3,948 3,947

6,628 6,596

2,689

1,207 1,226

57 57

64 64

92 99

224 223

94 94

37

Size in aa
(TCoV/TX

-GL/01)"

3,949

6,602

1,225
57

64
109
225

94

Size in aa
(TCoV/TX

-1038/98)!

3,950

6,602

1,224
57

64

99
223

94

Size in aa
(TCoV/IN

-517/94)!

3,952

6,605

1,226
57

64

99
223

94

Size in aa
(TCoV/

ATCC)’

3,957

2,654

1,203
57

64
103
223
94

52

Size in aa
(TCoV/

540)°

3,945

2,652

1,203
57

64

99
222
94

56

Size in aa
(TCoV/

MG10)’

3,951

6,601

1,226
57

64

99
223

94



5a 25,578-25,772 195 65 65
5b 25,772-26,011 240 80 82
N 25,957-27,183 1,227 409 409
6b 27,191-27,445 255 85

3° UTR* 27,447 27471 - -

* Incomplete sequences, nt: nucleotides, aa: amino acids

" as described in (Jackwood et al., 2010)

* as described in (Cao et al., 2008) with 1b described rather than lab (size in aa in italic font)

3 as described in (Gomaa et al., 2008)

65

82

409

65

92

409

65

82

409

65

82

409

74

65

80

409

73

65

82

409



Table 2. Estimates of evolutionary distances (in number of substitutions per site) over sequence pairs between IBV, TCoV, and GfCoV/FR/2011.

1-GF-CoV/FR/2011
2-EU022526_TCoV-ATCC
3-GQ427176_TCoV/TX-1038/98
4-GQ427174_TCoV/TX-GL/01
5-GQ427173_TCoV/VA-74/03
6-EU095850_MG10
7-GQ427175_TCoV/IN-517/94
8-EU022525_TCoV-540
9-FN430415_NGA/A116E7/2006
10-FN430414_ITA/90254/2005
11-KF377577_strain_4/91_vaccine
12-AJ311317_Beaudette_CK
13-AY851295_strain_Mass_41
14-AY641576_isolate_Peafowl/GD/KQ6/2003
15-GU393336_serotype_Holte
16-GU393337_serotype_lowa_97
17-GU393334_serotype_Gray
18-GU393338_serotype_JMK
19-KF696629_strain_Connecticut_vaccine
20-AY514485_serotype_California_99
21-GQ504721_strain_Arkansas_Vaccine
22-FJ888351_strain_H120
23-GU393332_serotype_Delaware_072
24-GQ504723_strain_Georgia_1998_Vaccine

The number of base substitutions per site from averaging over all sequence pairs are shown. Standard error estimate(s) are shown above the

0.111
0.108
0.114
0.112
0.111
0.107
0.114
0.135
0.136
0.147
0.149
0.150
0.150
0.139
0.139
0.136
0.136
0.137
0.148
0.145
0.149
0.150
0.149

2
0.002

0.073
0.079
0.076
0.075
0.069
0.076
0.138
0.146
0.150
0.134
0.136
0.137
0.120
0.119
0.112
0.112
0.109
0.129
0.123
0.140
0.139
0.130

3
0.002
0.002

0.039
0.046
0.050
0.056
0.069
0.128
0.138
0.140
0.134
0.131
0.133
0.124
0.121
0.113
0.113
0.099
0.101
0.095
0.117
0.117
0.101

4
0.003
0.001
0.001

0.046
0.045
0.057
0.070
0.134
0.145
0.145
0.132
0.128
0.128
0.129
0.125
0.118
0.119
0.106
0.108
0.104
0.120
0.123
0.104

5

0.002
0.002
0.002
0.001

0.031
0.050
0.066
0.133
0.143
0.146
0.137
0.138
0.137
0.129
0.128
0.114
0.114
0.106
0.112
0.107
0.127
0.126
0.112

6

0.003
0.002
0.001
0.001
0.001

0.043
0.062
0.134
0.145
0.149
0.137
0.136
0.135
0.126
0.125
0.113
0.113
0.107
0.119
0.119
0.133
0.137
0.125

7

0.003
0.002
0.002
0.001
0.002
0.001

0.039
0.131
0.140
0.144
0.133
0.133
0.134
0.122
0.121
0.107
0.107
0.101
0.115
0.113
0.134
0.137
0.120

8

0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.138
0.147
0.150
0.139
0.140
0.138
0.131
0.129
0.115
0.116
0.117
0.129
0.126
0.142
0.142
0.131

9

0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002

0.100
0.107
0.109
0.108
0.107
0.100
0.100
0.095
0.095
0.093
0.102
0.098
0.097
0.117
0.117

0.002
0.002
0.002
0.002
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002

0.113
0.113
0.114
0.115
0.109
0.108
0.104
0.104
0.104
0.112
0.110
0.112
0.131
0.129

11

0.002
0.002
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002

0.111
0.113
0.106
0.109
0.105
0.106
0.105
0.103
0.105
0.089
0.088
0.107
0.119

12

0.003
0.003
0.003
0.002
0.002
0.003
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002

0.067
0.068
0.085
0.086
0.087
0.087
0.075
0.102
0.095
0.085
0.126
0.120

13

0.003
0.003
0.003
0.002
0.003
0.003
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001

0.020
0.085
0.086
0.083
0.082
0.075
0.100
0.095
0.084
0.128
0.118

14
0.003
0.003
0.003
0.002
0.003
0.002
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001
0.001

0.087
0.088
0.085
0.085
0.076
0.100
0.089
0.068
0.113
0.117

15

0.002
0.002
0.002
0.001
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001
0.001
0.002

0.006
0.071
0.071
0.068
0.089
0.083
0.090
0.119
0.111

16

0.002
0.002
0.002
0.001
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001
0.002
0.002
0.001

0.071
0.071
0.069
0.084
0.077
0.086
0.112
0.105

17

0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001
0.001

0.003
0.064
0.081
0.065
0.091
0.115
0.101

18

0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001
0.000

0.063
0.079
0.064
0.087
0.114
0.101

19

0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001
0.002
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001

0.055
0.057
0.081
0.108
0.081

20

0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.003
0.002
0.002
0.002
0.001
0.001
0.002
0.002
0.001

0.048
0.077
0.099
0.077

21

0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.058
0.077
0.058

22

0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001

0.056
0.088

23

0.003
0.002
0.002
0.003
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.003
0.002
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001
0.001

0.044

24
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001

diagonal, in italic font. Estimates of evolutionary distances over sequence pairs between gfCoV/FR/2011 and its counterparts are indicated in



bold font. The Analyses were conducted using the Maximum Composite Likelihood model. The rate variation among sites was modelled with a

gamma distribution (shape parameter = 1). All positions containing gaps and missing data were eliminated.



Figure legends

Figure 1. Phylogenetic analysis of the complete genomes of GFCoV/FR/2011 (in bold font) in
relation to all available full genomes of turkey coronaviruses (TCoV) and full genomes of
representative infectious bronchitis viruses (IBV) at the nucleotide level. The tree was
generated using MEGA 5.05 and the Maximum Likelihood method. Bootstrap values (500

replicates) >75 are indicated on the nodes.

Figure 2. Simplot analysis of full genomic sequence for GFCoV/FR/2011 (query) and its
closest TCoV (in blue) and IBV (in red) blast hits. The spike gene area is indicated on the

plot.
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[I. Application des approches de séquencage a haut débit sans a

priori a la détection et caractérisation de virus respiratoires

A. Introduction

Les maladies respiratoires sont parmi les plus répandues dans les élevages avicoles, pour
lesquels elles sont des facteurs de pertes économiques importantes. Ces syndromes
entrainent également une surconsommation d’antibiotiques. Ils sont le plus souvent
multifactoriels et font entrer en jeu des agents infectieux - qu’ils soient viraux, bactériens ou
fongiques - et des facteurs environnementaux (température, hygrométrie, poussieres).
Parmi les espéces aviaires, les oiseaux aquatiques et notamment les canards sont connus
pour étre les hotes naturels de virus comme le virus influenza (137,194), ou de bactéries
comme Chlamydia psittaci (195). lls sont également hétes intermédiaires de plusieurs virus
capables de franchir la barriere d’espéce tels certains coronavirus (196,197).

Pour appréhender la complexité des agents pathogénes présents chez un hoéte, les méthodes
de biologie moléculaire classique présentent un inconvénient qui est aussi leur plus gros
atout : leur spécificité. En effet, la spécificité des techniques classiques ne leur permet pas
de détecter de « nouveaux » agents pathogeénes. Les récentes innovations dans les
technologies de séquencage mais aussi dans les méthodes d’analyses informatiques ont
permis de rendre plus accessible le séquencage a haut débit. Ainsi le séquencage de nouvelle
génération (NGS) a été utilisé ces dernieres années en virologie vétérinaire, permettant
notamment la découverte de nouveaux virus (95,134,147,149,151,152,155,198,199) mais
également d’établir le « virome » (représentation de I'ensemble des virus présents dans un
échantillon) chez plusieurs espeéces telles que la chauve-souris (133), des rongeurs (souris,
campagnols, rats) (142) ou encore le porc (140). Ces techniques de séquencgage sans a priori
ont également été employées en médecine humaine, permettant de mettre en évidence de
nombreuses especes virales dans des échantillons de selles de patients atteints de diarrhée
(200), lors d’études de métagénomique chez des enfants atteints de paralysie flasque aigué
non polio (201), ou dans I'arbre respiratoire de patients atteints de mucoviscidose (202) ou
ayant une infection sévére de 'appareil respiratoire profond sévere (induite par des virus de

la famille des Picornaviridae, Orthomyxoviridae et Paramyxoviridae (126)).
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Dans notre travail, nous avons cherché a identifier, en tant que preuve de concept, le
« virome » respiratoire de canards atteints de syndromes respiratoires et/ou de chutes de
ponte. Nous avons plus particulierement ciblé les virus respiratoires a ARN, compte tenu de
leur importance toute particuliere en virologie respiratoire.

Les échantillons biologiques soumis a I'analyse étaient des écouvillons trachéaux prélevés
sur plusieurs lots de canards présentant des signes cliniques, en particulier des « chutes de
ponte ». Ces syndromes affectant les oiseaux reproducteurs correspondent a une atteinte
inflammatoire de I'oviducte. Les particularités anatomiques et physiologiques des oiseaux
(en particulier la présence de sacs aériens abdominaux qui entourent les organes digestifs et
génitaux) expliqguent une relation directe entre pathologie respiratoire et génitale (Figure
39) : de fait, les virus associés aux chutes de ponte chez les espéces aviaires sont pour
I’essentiel des virus respiratoires (par exemple : bronchite infectieuse, métapneumovirus ou

paramyxovirus aviaire de type 1 chez la poule).

Figure 39 : Les sacs aériens sont une
spécificité majeure de I'appareil

respiratoire des oiseaux et expliquent
les liens entre pathologie respiratoire
et génitale.

Des lots de canes reproductrices atteintes de syndrome « chute de ponte », ou de canards
males épidémiologiquement associés, ont été inclus dans cette étude : le travail a donc été
basé sur un recrutement orienté sur critere syndromique.

Les échantillons ont ensuite été traités de maniére trés semblable a la description présentée
précédemment pour l'identification du coronavirus de la pintade :

Les échantillons (écouvillons trachéaux) ont été repris dans une solution de tampon
phosphate salin (PBS) puis les particules virales ont été concentrées par ultracentrifugation
d’une part et traitement nucléase d’autre part (RNase et DNase). Les acide nucléiques ont
été extraits et amplifiés par transcriptase inverse et PCR aléatoire (les amorces aléatoires
portent une étiquette simplifiant I'identification de chaque échantillon aprés I'étape de

séquencage). Les librairies ont été créées en suivant les indications constructeur pour le
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séquencage illumina sur la machine MiSeq. Nous avons choisi de ne cibler que les séquences
de virus ARN suite a I'identification d’'une optimisation nécessaire dans le protocole. En effet,
une étape de Klenow est nécessaire pour les ADN viraux (permettant la création d’un double
brin d’ADN a partir d’une molécule d’ADN simple brin).Cette étape a fait I'objet d’un ajout
dans le protocole utilisé pour ce projet de thése pour les expériences suivantes.

Un séquencgage massif a ensuite été réalisé avec le séquenceur Illlumina MiSeq et a permis de
générer prés de 2 millions de lectures pour un ensemble de 11 échantillons, soit en moyenne
200 000 lectures par point d’analyse. Ces séquences ont été soumises a une analyse
bioinformatique a I'aide de l'algorithme GAAS, comme évoqué dans l'introduction de la
these.

Une analyse bio-informatique délicate

Le pourcentage de séquences potentiellement virales s’est avéré faible (x 0,57 % des
séquences total générées en moyenne), mais le répertoire de virus potentiellement
identifiés est pourtant considérable.

Des séquences correspondant potentiellement a de nombreuses familles virales ont été
identifiées lors de I’'analyse bioinformatique initiale. Par exemple, un trés grand nombre de
séquences apparentées aux herpesvirus ont été mises en évidence. Pourtant, quand ces
séquences ont été alignées sur un génome de référence (le plus proche aprés comparaison
avec les bases de données), la visualisation de cet alignement grace a un logiciel de
visualisation Integrative Genome Viewer (IGV, (203)) a montré que la totalité de nos
séquences virales s’alignaient sur un méme gene, codant pour la télomérase. La similarité
entre télomérases cellulaires et virales explique cette confusion: ces séquences de
télomérase cellulaire étant tres proches des séquences virales, l'algorithme n’a pu
discriminer et a donc considéré a tort ces séquences comme virales. Cette difficulté est
commune a tous les virus a ADN (herpesvirus et poxvirus notamment), pour lesquels la
coévolution hote-virus a entrainé I'assimilation de genes d’origine cellulaire dans le génome
viral : cela signifie que la « détection » de séquences attribuées a ces familles devra toujours
étre soumise a des vérifications approfondies.

Parmi les familles virales pertinentes en virologie respiratoire, nous avons focalisé notre
analyse sur les Paramyxoviridae et Coronaviridae, car nous avons détecté des séquences

apparentées a ces familles dans plusieurs échantillons :
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Métapneumovirus aviaires

A partir de séquences de Paramyxoviridae générées par le séquencage haut débit, le géne de
la glycoprotéine d’attachement (géne G) de métapneumovirus a été complété par
séquencage Sanger. Cette séquence a rendu possible la caractérisation de ce virus par une
étude phylogénétique. La présence de ce virus dans les élevages peut a lui seul expliquer les
signes cliniques observés. Cependant, tous les échantillons étudiés n’ont pas révélé la
présence de séquence de métapneumovirus. On peut donc dire que ces métapneumovirus

n’expliquent pas I'essentiel des cas cliniques inclus dans cette étude.

Les métapneumovirus aviaires (aMPV) sont des virus responsables d’infections du systeme
respiratoire supérieur. Ces virus font partie de la famille des Paramyxoviridae et du genre
Metapneumovirus. Les Paramyxoviridae sont connus pour étre responsables de maladies
extrémement variées tant en médecine humaine que vétérinaire. Les métapneumovirus
aviaires comme les membres de la sous-famille des Pneumovirinae (dont ils font partie) sont
des virus non segmentés, composés d’un génome ARN simple brin de polarité négative de
15Kb en moyenne (204). Les métapneumovirus aviaires sont classifiés en quatre sous-types
A, B, C et D. Cette classification est basée sur leur différence nucléique du gene « G » codant
pour la glycoprotéine. On retrouve les sous-types A et B principalement en Europe et en
Asie. Le sous-type C est quant a lui retrouvé aux USA et en France. Le sous-type D a été
rapporté uniquement en France (205). L'organisation génomique des métapneumovirus
aviaire est la suivante :

3’ — (région non codante) —-N—P—-M—F—-M2 —-SH - G — L—(région non codante) — 5’ (206).
N: géne codant pour la nucléocapside d’enveloppe; P: gene codant pour la
phosphoprotéine (cofacteur du gene L intervenant dans la capside virale); M : géne codant
pour la protéine de matrice ; F : protéine de fusion ; M2 : géne codant pour la protéine M2
(jouant un réle dans la transcription et le passage d’un cycle réplicatif a I'assemblage du
virus) ; SH: géne codant pour la petite protéine hydrophobe; G: géne codant pour la
glycoprotéine d’attachement; L: géne codant pour la «grande » polymérase (Large

polymease protein) (Figure 40).
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\O Figure 40 : Schématisation d’un
L pneumovirus. Le génome ARN

/ est au centre de la capside
formé de [I'association des

protéines virales.
Easton et al. 2004

Chez la dinde, I'infection a aMPVs prend la forme de la rhinotrachéite de la dinde. Parmi les
signes cliniques observés chez la dinde on retrouve la toux, les écoulements nasaux et
oculaires ou encore des conjonctivites. Les oiseaux de tous ages peuvent étre touchés. Les
aPMVs aviaires peuvent également infecter le poulet (207,208), le canard (209) mais
également des espéces plus « exotiques » telles que I’Autruche (struthio camelus) (210) ou le
faisan (211). Ce virus est un agent pathogene respiratoire trés important des espéces aviaires
et est retrouvé partout a travers la planete. Les métapneumovirus humains, responsables de
syndromes respiratoires chez I'enfant, sont génétiguement plus proches des aMPV de sous-

type C que des aMPV de sous-type A et B (207,209) (Figure 41).
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Figure 41 a: Relation phylogénétique des métapneumovirus basé sur le génome complet.
Cet arbre a été généré par la méthode des voisins les plus proches (neighbor-joining) avec
le logiciel MEGA 5.1, les valeurs de bootstraps sur les noeuds ont été estimées a partir de
1000 répétitions.

D’aprés Sun et al. 2014.
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Figure 41 b: Analyse phylogénétique des métapneumovirus aviaires par la méthode du maximum de
vraisemblance basée sur I'alignement du gene G des différents sous-types. L'arbre est représenté a
I’échelle, avec la longueur des branches proportionnelle au nombre de substitutions par site. Les
séquences encadrées proviennent de nos échantillons. L'arbre a été enraciné en utilisant la
séquence Pneumovirus/126724-10-4DC comme groupe externe. Les valeurs de « bootstrap »
indiquées a coté des nceuds ont été estimées a partir de 1000 répétitions.

La famille Coronaviridae renferme un grand nombre de virus pouvant expliquer les signes
cliniques observés. Néanmoins tout comme pour les métapneumovirus, seuls quelques
échantillons ont révélé la présence de coronavirus aviaire. Le nombre de séquences
correspondant au genre Coronavirus n’a pas permis sa caractérisation. De plus
I"amplification du géne de spicule, géne utilisé pour I'analyse phylogénétique, par méthode
de biologie moléculaire classique (PCRs) est restée infructueuse. Ce résultat peut s’expliquer
par une sensibilité plus grande du séquencage massif.

Nous avons observé que certains lots d’oiseaux présentaient une co-infection
Paramyxoviridae/Coronaviridae. En effet, 3 pools présentaient des séquences de coronavirus
et de métapneumovirus. Ce genre de co-infection a déja été documenté notamment chez
des enfants présentant des signes cliniques respiratoires (212,213). Il pourrait donc s’agir

d’une co-infection respiratoire « classique ».
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Une masse de données qui reste a exploiter

Parmi les séquences générées, une grande proportion est apparentée a des séquences
bactériennes. Ces acides nucléiques d’origine bactérienne (essentiellement I’ARN 16S
ribosomal) proviennent selon toute vraisemblance des étapes de création de la librairie pour
le séquencage (extraction et purification d’ARN). Nous n’avons pas fait d’étude
complémentaire sur ces séquences, cependant nous retrouvons des résultats similaires a ce
qui est décrit dans des publications de métagénomique (133,134,142,143,214). La majeure
partie des séquences ont été associées a la famille des Enterobacteriacae, Moraxellaceae ou
encore Streptococcaceae. Ces bactéries, bien que pathogenes opportunistes, colonisent

classiquement la cavité oropharyngienne, ce qui peut expliquer leur détection.

L’application des approches NGS a la sphere respiratoire a permis en premiere intention de
mettre en évidence a minima des coronavirus et métapneumovirus, dont il restera a évaluer
la pathogénicité intrinseque. Ces outils ne sont donc susceptibles de répondre qu’a une
partie, préliminaire, des questions que se pose un infectiologue.

L’augmentation des quantités de données générées par les séquenceurs d’une part, et la
puissance des algorithmes d’analyse d’autre part, améliorera sans doute trés rapidement la
pertinence et I'accessibilité de ces outils pour la détection et la caractérisation de virus, chez

I’lhomme comme chez I'animal.
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Abstract — 245 words

Respiratory viruses of avian species are poorly investigated to date. In order to identify all the
viral pathogens and bacterial co-infections in duck respiratory tract, tracheal swabs were
collected on ducks showing respiratory clinical signs and/or egg drop syndromes. High-
throughput sequencing was subsequently performed and allowed for the determination of

putative viral co-infections, enabling characterization of duck respiratory viral flora.

A total of 11 flocks of Peking ducks or Muscovy ducks were sampled. After
ultracentrifugation, clinical specimens were treated with DNase and RNase. RNA was then
extracted and cDNA was synthetized using random primers. After the PCR step, 300 pb

fragments were purified and loaded on a Miseq sequencing platform (Illumina).

More than 2 million reads (of about 150 nucleotides) were initially generated. The assembled
contigs and singlet sequences were compared to Genbank virus database using GAAS tool. In
average, 0.71% of our sequence reads matched a viral sequence referenced in the database.
We identified a majority of sequences of bacteriophages, animal viruses (Retroviridae,
Reoviridae, Adenoviridae, Poxviridae, Picornaviridae and Paramyxoviridae), as well as few
sequences of plant and insect viruses. We focused on RNA viruses: interestingly, avian
coronavirus (Coronaviridae) and avian Metapneumovirus (Paramyxoviridae) reads were
detected. Altogether, these data resulted in the description of a duck respiratory RNA viral

metagenome.

Unbiased high-throughput sequencing is a powerful approach to detect infectious agents in a
clinical setting: it increases our understanding of the viral diversity in ducks and highlights the

complexity of co-infections in poultry respiratory tract.
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1. Introduction

Respiratory diseases are among the most prevalent pathological conditions in farm animals,
resulting in poor animal welfare, economic losses, and increased antibiotics consumption.
These syndromes are mostly multifactorial, due to complex interactions between pathogens
(virus and/or bacteria and/or fungi), non-infectious environmental or farm management
factors, and host factors. In poultry, several infectious agents have been isolated from birds
showing respiratory signs, but a comprehensive knowledge of microbial flora is definitively
lacking. Among poultry species, ducks are known to be natural reservoir of many viruses,
such as influenza viruses, or zoonotic bacteria, such as Chlamydia psittaci (Laroucau et al.,
2009). Indeed, several studies have demonstrated that ducks can shed influenza viruses or
paramyxovirus in water ponds or during migrations; this peculiar status of duck may be due to
a long-term host-pathogens co-evolution in an aquatic environment (Cherbonnel ef al., 2007;

Kim et al., 2009; Stanislawek et al., 2002).

To address the identification of duck respiratory viral flora, classical molecular methods have
the drawback of their specificity and cannot detect emerging or yet unidentified viruses.
Recent improvements in sequencing capacities and bioinformatics tools make now “Next
Generation Sequencing” (NGS) accessible to veterinary clinical research, allowing prompt
discovery of emerging pathogens (Donaldson et al., 2010; Finkbeiner et al., 2008;
Hoffmann et al., 2012; Phan et al., 2011; Shan et al., 2011; Victoria et al., 2009; Willner
et al., 2009). NGS was used in human respiratory tract studies as well. Recent studies based

on metagenomics, indeed evidenced viruses such as influenza virus (Yu et al., 2014),
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coronavirus (Cotten et al., 2013), or metapneumovirus in patients suffering from respiratory

tract infections (Lysholm et al., 2012).

In animals, the implementation of NGS resulted in many new findings, for example in bats
with a novel influenza virus (Tong et al., 2012), coronavirus (Cotten et al., 2013), but also in
many other species (Liais et al., 2014). In this study, we applied a metagenomic approach to
identify viral and bacterial co-infections in the trachea of ducks showing respiratory
syndromes. We were able to detect avian viruses, as well as bacteriophages and bacterial 16S
RNA sequences. These results illustrate the great diversity of infectious agents co-detected in
respiratory syndromes, as detected by an unbiased metagenomic approach.

In this present study, we focused on RNA viruses of duck presenting clinical respiratory
signs: swabs were collected in poultry and an unbiased method was performed for next
generation sequencing (NGS) analysis. Numerous viral families were detected; after a first
analysis of metagenomes, we focused on two viruses of interest in avian pathology: avian
metapneumovirus and coronavirus. These two viruses were associated with different
pathological pictures.

Avian metapneumovirus (aMPV) is a member of the genus Metapneumovirus in the family
Paramyxovirida, and is agent of upper respiratory tract infections, e. Members of
Paramyxoviridae are known for causing respiratory diseases in human and animal.
Metapneumovirus is an unsegmented virus composed of single-stranded negative sense RNA
of approximately 15Kb (Broor and Bharaj, 2007).

Coronaviruses (CoV), members of the Coronaviridae family, are enveloped ARN virus
associated with diseases in humans and animals. Classically associated with respiratory or
digestive conditions, these viruses can also be responsible for nervous, hepatic or urogenital
diseases. Interest in coronaviruses has increase since the identification of a new coronavirus

responsible for severe acute respiratory syndrome (SARS) (Ksiazek et al., 2003; Peiris et al.,
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2003) and more recently, with the emergence of the agent of middle east respiratory syndrome

(MERS) (Cotten et al., 2013).

1. Material and Methods

1.1.Clinical examination and sampling of birds.

All birds selected for this study had showed respiratory signs or/and dropping eggs
production. Eleven flocks were sampled from Muscovy and Pekin duck. Ten samples

(tracheal swabs) were collected per flock and pooled so one “pool” corresponded to one flock.

1.2.Viral nucleic acid concentration

The preparation of specimens for deep sequencing was performed as previously described
(Phan et al., 2011; Shan et al., 2011; Victoria et al., 2009). Briefly, all the swabs received at
the National Veterinary School of Toulouse were first vortexed in a 500 uL. PBS solution.
After centrifugation (10000g, 30 min, 4°C) clinical specimens were treated with 100 U DNase
Rnase Free (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and 20 pg/ml RNase A (Ambion, Austin, TX,

USA).

1.3.Libraries construction and illumina MiSeq High-throughput.

250l of sample were added to 750ul of TRIzol (Invitrogen ®). After five minutes at room
temperature, 200ul Chloroform (Invitrogen ®) were added to the mixture which was then
centrifuged (11000g 30min, 4°C). The aqueous phase (containing RNA) was collected. Viral

RNA was extracted from 150 pL of sample using a RNA Virus Kit (Macherey-Nagel®,
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Diiren, Germany) according to the manufacturer’s protocol. RNA was eluted into 50 pL
RNase-free water. RNA amplification was carried out by RT-PCR using primers with
randomized 3’ ends and tags on the 5° UTR (Victoria et al., 2009). We selected PCR
amplicons of around 300 bp according to MiSeq illumine maximal size. Purification of bands
was performed using NucleoSpin Extract Il according to the manufacturer’s instructions
(Macherey-Nagel®, Diiren, Germany). The DNA was eluted into 50pL Buffer NE
(Macherey-Nagel®,  Diiren, Germany). The sequencing was performed, using the

constructors’ protocol for the MiSeq sequencer (Illumina®, MiSeq).

1.4.Data assembly and processing

We initially generated 3.17 million reads of about 150 nucleotides for this study. The Illumina
filtered 12.30% of the generated reads and 2.7 million reads were finally obtained after
removal of host sequence reads using BWA (Li and Durbin, 2009). Reads were then
demultiplexed and short reads were assembled. The contigs and singlet sequences were
compared to Genbank database using GAAS metagenomic tools with E scores < 10” (Angly

et al., 2009). Visualisation of results was done using Krona tools (Ondov et al., 2011).
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2.5. Phylogenetic analysis

Phylogenetics analyses were carried out using the Maximum Likelihood method, General
Time Reversible model. The tree with the highest log likelihood (-12646.4196) is shown
(Figure 6). Initial tree(s) for the heuristic search were obtained automatically by applying
Neighbor-Joining and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise distances estimated using the
Maximum Composite Likelihood (MCL) approach, and then selecting the topology with
superior log likelihood value. A discrete Gamma distribution was used to model evolutionary
rate differences among sites (5 categories (+G, parameter = 2.7998)). Codon positions
included were 1st+2nd+3rd+Noncoding. There were a total of 1930 positions in the final

dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGAS (Tamura et al., 2011).

2. Results

2.1.Global metagenomics overview

Around 1.3 million reads corresponding to 43% of the total reads identified as known
sequences and associated with Bacteria, Archea or Viruses genome on database. In average,
0.57% of our sequence reads matched a viral sequence referenced in the database. We
identified a majority of sequences of (i) bacteriophages (Siphoviridae, Myoviridae,
Podoviridae, Microviridae) and (ii) animal viruses (Retroviridae, Reoviridae, Adenoviridae,
Poxviridae, Picornaviridae and Paramyxoviridae); and observed a few sequences of (iii)
plant viruses (Phycodnaviridae, Begomoviridae) and (iv) insect viruses (Polydnaviridae,

Iridoviridae, and Baculoviridae) (Figure 3).

2.2.Libraries overview
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The global reads repartition matching with known genomes is represented in Figure 1. In all
samples, we observed mainly bacteria reads, followed by a lower proportion of archea and

viruses reads.

The majority of the known sequences were matched on bacterial genome referenced in the
database (Figure 1), indeed only 1 of the 11 samples had less than 50% of total reads
associated with bacterial genomes. Within these bacteria reads, we identified many different
families, with Enterobactiaceae representing more than 30% of bacteria reads for half of our
samples. Other families such as Moraxellaceae, Pseudomonaceae or Pasterellaceae were also

identified (Figure 2)

A signification part of reads were identified as Baculovirus or Herpesvirus sequences (Figure
3). After further analysis, we concluded that these herpervirus-like sequences blasted all on a
small telomerase sequence, suggesting that these sequences are actually probably cellular and
were abusively considered as viral. The important representation of insect and plant viral

reads could be explained by the environmental and food of contamination.
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Figure 1: Average repartition of all generated sequences.
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Figure 2: Average repartition of all bacteria sequences.
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Figure 3. Average repartition of all viral sequences.
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2.3.Detection of avian viruses

Within detected the avian viruse: avian metapneumovirus was observed in 5 out of 11 pools,

avian coronavirus in 6 out of 11 pools, and avian retrovirus-like in 5 out of 11 pools.

We detected aMPVs in 5 samples pools corresponding to 0.06% to 1.12% of viral reads. But
after further analysis, we successfully collected sequences from only 3 of these samples.
These sequences were aligned to a reference genome as show on Figure 4. Thanks to Sanger
sequencing, we completed the NGS data and obtained the full G gene sequence to performed
phylogenetic analysis. These avian metapneumovirus sequences clustered with genotype C
viruses (Figure 4). We also found some coronavirus reads but in lower proportion. We

recovered coronavirus sequences in 6 samples, representing 0.01% to 1.49% of the viral
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reads. We aligned all the coronavirus reads to a reference genome, the recent discovered Duck
coronavirus (Chen et al., 2013) (Figure 5). We did not succeed in amplifying spike or RdRp
gene fragments that would have enabled us to carry out phylogenetic analyses. This may
result from a too small amount of viral nucleic acids in the original samples. Interestingly, we
found both metapneumovirus and coronavirus in 3 of our samples but with just a few

sequence reads.
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Figure 4: Map of reads repartition on avian metapneumovirus genome. The full sequence

of avian metapneumovirus Colorado strain (AY590688.1) was used as reference geneome.

The upper part of the figure (labelled “Genome organization”) refers to the metapneumovirus

genes. All extracted sequences matching the avian metapneumovirus genome are represented

as horizontal grey bands. The “Genome coverage” lines represent the coverage depth at each

genome position as vertical bars. Colours indicate differences from the reference strain.
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Figure 5: Map of reads repartition on Duck coronavirus genome. The full genome of

Duck coronavirus isolate DK/CH/HN/ZZ2004 (JF705860) was used as reference sequence

genome. The upper part of the figure maps the duck coronavirus genes. All extracted

sequences matching are represented as horizontal grey bands. The “Genome coverage” lines

represent the coverage depth at each genome position as vertical bars.
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Figure 6: Phylogenetic analysis of the attachment protein gene (G) of avian

metapneumoviruses. Our duck aMPV strains are boxed.
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2.4.0ther viruses

We found a very important part of reads which cluster with insect viruses such as
Baculoviridae in the Duck respiratory tract. This could be an environmental contamination or
coming from the duck feeding. As for the plant viruses this probably came from the poultry

food.

3. Discussion

Viruses are the most abundant biological entities present all around the world. While classical
methods are poorly efficient to identify these microorganisms, metagenomic approach is a
powerful and one of the best ways to identify new viruses and understand their role in our

environment (Edwards and Rohwer, 2005)

Classical methods of viral detection target known agents and are unsuitable for the
identification of new ones. Furthermore, all bacteria and viruses cannot be cultivated in
laboratory conditions. During the past few years, the metagenomic approach had an increase
of use. Many animals’ viromes were identified, but most of them targeted the fecal flora
(Donaldson et al., 2010; Phan et al., 2011; Shan et al., 2011; Wu et al., 2012), and a few on
the respiratory tract (Wu et al., 2012). Some other studies on human were published and
described respiratory tract (Greninger et al., 2010; Lysholm et al., 2012; van den Hoogen
et al., 2001; Willner et al., 2009; Wootton et al., 2011), and gastrointestinal tract (Minot et

al., 2011) viromes.
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We successfully obtained virus sequences from the tracheal swabs of ducks showing
respiratory signs and/or egg drop syndroms. As previously described in metagenomic
analyses (Donaldson et al., 2010; Lysholm et al., 2012; Phan et al., 2011; Shan et al.,
2011; van den Hoogen et al., 2001; Willner et al., 2009; Wu et al., 2012), we identified
known and unknown pathogens (viruses and bacteria). We found in our study some plant and
insect viruses which could appear more surprising in the context of respiratory tract. It could
be linked to a pollution of swabs by feed material in oropharyngeal cavity during the
sampling, or more likely, to air contamination by vegetal debris from straw and/or feeds.
Indeed this approach is a very powerful and sensitive diagnosis method so it was very easy to

induce some biases while sampling in flock.

Duck respiratory virome showed some similarities with the recently published rodent fecal
virome such as plant virus (Phycodnaviridae) or other viruses (Secoviridae and Coronavirus)
(Phan et al., 2011) and with the human viral microbiome from patients facing respiratory
infections as well (Lysholm et al., 2012; Woo et al., 2005). Other studies on human
respiratory tract evidenced many different viral families, with a major part of bacteriophages
(Willner ef al., 2009). Our results suggested a very important diversity of bacteriophages-like
sequences in the trachea. This population may have a major role in immunity and ecological
regulation of bacterial population. Due to the close relationship between bacteriophages and
bacteria, a viral metagenomic analysis could still give some information on bacterial diversity.
Some phage as Chlamydiaphages may have a very important impact on pathogenicity of their
host such as Chlamydia pneumonia (Karunakaran et al., 2002). In other hand, some other
Chlamydia such as Chlamydia caviae is inhibited by phages infection (Rank et al., 2009;
Sliwa-Dominiak et al., 2013). In this study, we did not investigated further the bacteriophage

populations and decided to focus on viruses putatively associated with pathological
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conditions. Further analysis will be necessary to obtain a comprehensive picture of phage

populations in the respiratory tract of birds and investigate their functional importance.

Our metagenomic approach can not quantify the microorganisms in the duck respiratory tract,
but can only increase our understanding of the microbial population diversity. Our results
show the difficulty to appreciate and analyse metagenomic data: indeed, the data obtained
after the first estimation of the viral community have to be verified. One of the biggest
challenges in NGS studies is the bioinformatics analysis applied to a huge amount of
sequence data. The lack of information and standardization of metagenomic approaches and

analysis make these analyses still very complicated and time-consuming.

We have conducted a metagenomic analysis of RNA from 10 flocks of Peking ducks or
Muscovy ducks. Around 2 million sequence reads were generated, and both contigs and
singlet sequences were used for BLAST analysis. Deep sequencing is a powerful approach to
detect most infectious agents in a clinical case. It also allows for the detection of the
opportunistic pathogen flora, unrelated to clinical signs. This study increases our
understanding of the viral diversity in ducks and highlights the complexity of co-infections in
poultry respiratory tract. Egg drop and respiratory syndromes observed in duck could
therefore be associated with infections with metapneumovirus, identified in the tracheal
swabs. Interestingly, we found co-infections in some of our samples with viral pathogens

(metapneumovirus and coronavirus).
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I.  Perspectives du diagnostic par séquencage a haut débit

En médecine humaine comme en médecine vétérinaire, le diagnostic est indispensable.
L’objectif de ce travail de these a été de mettre au point un mode opératoire sans a priori
permettant de répondre a la recherche d’un pathogéne précis d’'une part, et permettant de
mettre en évidence un ensemble de microorganismes d’autre part. Ce travail a permis de
confirmer la puissance du séquencage derniere génération comme outil de diagnostic, mais
également I'importance de I'analyse complémentaire des métadonnées (données générées
par le séquencage). Les études menées ont abouti a I'estimation de I'ensemble des virus
ARN lors d’un épisode respiratoire et a I'identification d’'un nouveau pathogéne responsable
de la maladie foudroyante de la pintade. La découverte du coronavirus de la pintade a
conduit a des études complémentaires de caractérisation et d’isolement qui seront discutées
par la suite.

Le séquengage a tres haut débit a connu un engouement trés important ces 10 dernieres
années avec les avancées technologiques qui ont ouvert de nouvelles questions mais aussi
de nouvelles opportunités d’analyse. La quantité de séquences générées permet désormais
de parler de « profondeur » de lecture (correspondant au nombre de lectures sur une méme
position). Cette profondeur tolere maintenant les études de sous populations et de
recherche de mutations, qui sont trés importantes dans la lutte contre les résistances aux
vaccins ou antiviraux. Un aspect trés important aussi est le colt d’un séquencage. En effet, la
quantité de données générées a permis de réduire de facon trés importante le prix d’'une
séquence, rendant tres accessible le NGS. Cependant le taux d’erreur d’'un séquencage haut
débit reste plus élevé que celui d’'un séquencage Sanger classique. C'est pourquoi de
nombreux programmes sont développés, comme le montre la figure 34 (106), servant a
éliminer ces erreurs. L'évolution des méthodes d’analyse et le manque de recul rendent
difficile la mise en place de standard. Cette lacune induit forcement des biais dans la
comparaison entre les différentes études. Ceci rend I'analyse et la mise au point d’'une
méthode de routine délicate.

Dans le cadre de ces travaux de thése, nous avons utilisé un seul et méme mode opératoire

pour répondre aux deux questions :

- Une recherche ciblant un pathogéne en particulier, responsable d’'une maladie.

131



Une recherche « exhaustive » des virus ARN présents chez des animaux présentant

des signes cliniques respiratoires ou des chutes de ponte.

Les données produites pour répondre a ces deux questions doivent étre analysées de fagon
différente. En effet, dans un contexte de recherche d’un agent pathogéne responsable de
signes cliniques tels que ceux de la maladie foudroyante de la pintade, il est important dans
un premier temps de cibler les familles trés représentées et ayant un pouvoir pathogene
connu. Dans le cadre de la maladie foudroyante de la pintade, nous avons analysé deux
échantillons ce qui a permis la sélection des agents présents uniqguement dans ces deux
points d’analyses. Dans le contexte de recherche d’agent responsable de signe respiratoire,
plusieurs agents peuvent en étre la cause, il est donc nécessaire d’avoir une vision
d’ensemble. Pour cette étude, nous avons choisi de nous focaliser sur les virus a ARN, ce qui
peut se discuter au regard de la diversité des virus ADN. Néanmoins, il est important de
savoir que le traitement des échantillons post séquencage n’est pas le méme. Malgré la
présence de séquences correspondant potentiellement a des virus a ADN dans nos
échantillons, nous n’avons pas pu confirmer leur identification ; le génome complet du
canard n’a été que récemment publié, ce qui rend I'élimination des séquences génomiques
plus délicate (227). En outre, certains virus a ADN comme les herpesvirus ont intégré au
cours de leur évolution des séquences génomiques de leur hote au sein de leur propre
génome. Cette caractéristique peut induire des erreurs d’estimation des populations virales,
surtout si aucune analyse complémentaire n’est réalisée apres |'étape de classification des
séquences générées.

Pour résumer il est tres important de définir plusieurs critéres avant de mettre au point une

analyse métagénomique.

- La question scientifique a laquelle on souhaite répondre peut nécessiter une analyse

ciblée (avec a priori) ou aléatoire (sans a priori).

- Le traitement des échantillons en amont du séquencage peut lui aussi avoir un
impact tres important sur les résultats, et donc sur la réponse obtenue. En effet,
selon que I'on souhaite obtenir des informations concernant les bactéries, les virus
(ARN, ADN ou les deux), I'h6te ou I'ensemble des acteurs, alors le traitement des

échantillons de base doit étre différent.
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- La question posée nécessite-t-elle une tres grande quantité de séquence ou des
séquences de grande taille ? La recherche de mutations d’'une sous population ne
nécessite pas la méme quantité de séquences que la recherche d’un pathogéne pour

établir un diagnostic.

- La durée de la réaction de séquencage étant variable selon le séquenceur utilisé, il
est indispensable de définir si la réponse peut attendre quelques heures, jours ou
semaines. En effet, dans un contexte de diagnostic des appareils comme le
séquenceur MiSeq (lllumina) ou les séquenceurs lon Torrent seront privilégiés aux
dépens de séquenceurs comme le HiSeq ayant une durée de réaction avoisinant les

deux semaines.

[I. Perspectives de I’identification du coronavirus de la pintade

comme agent étiologique de la maladie foudroyante.

Grace a cette approche de séquencage massif, nous avons pu identifier, I'agent étiologique
de la maladie foudroyante de la pintade. Il s’agit d’'un coronavirus aviaire proche du
coronavirus de la dinde. Pour la suite des études visant a caractériser ce virus, il serait
indispensable de I'isoler pour permettre la reproductibilité des futures études. La culture des
coronavirus, comme un grand nombre de virus aviaires, peut étre réalisée sur ceuf comme
sur cellules. Cependant les essais sont jusqu’a présent restés infructueux, tant en ovoculture
gu’avec les lignées cellulaires testées. En nous basant sur les études menées sur d’autres
coronavirus aviaires, nous savons que les virus de la bronchite infectieuse (IBV) se
multiplient dans le liquide allantoique d’ceuf embryonné et que les coronavirus de la dinde
se répliquent quant a eux dans le liquide amniotique. Suite a I'échec de ces deux voies
d’inoculation sur ceuf de poule, afin d’accroitre les chances d’isolements, des ceufs de
pintades devraient étre privilégiés. En vue de la contrainte morphologique des ceufs de
pintades (apparence mouchetée et opaque) et de la similitude génétique avec les TCoV, un
isolement par inoculation par voie amniotique dans un ceuf de dinde peut étre envisagé. En
effet, I'étroite proximité génétique entre le gfCoV et le TCoV nous a permis de mettre en

évidence la présence du gfCoV au niveau des cellules épithéliales du duodénum de pintade
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infectées grace a un marquage avec des anticorps anti-TCoV (155). Il est donc possible que
cette proximité permette aussi au virus de se développer dans un systeme d’ceuf de dinde.
Afin de mieux comprendre le coronavirus de la pintade, une étude de la dose létale 50
(DL50) sera conduite. La DL50 correspond a la dose nécessaire pour obtenir 50% de
mortalité lors d’une infection expérimentale. Une étude préliminaire nous a permis
d’estimer entre une dilution de 1/100 et 1/1000 la DL50 de notre « stock » de virus. Durant
cette expérience, nous avons également réalisé des prélevements journaliers afin
d’apprécier la cinétique d’excrétion virale. Les résultats ont montré un pic d’excrétion dés le
deuxieme jour ; cependant ces résultats demandent a étre confirmés.

Les résultats obtenus semblent démontrer que ce virus entérique est transmis par voie
fécale-orale. Lors des reproductions expérimentales en isolateur, nous avons placé deux lots
d’oiseaux dans le méme isolateur; un groupe infecté et un groupe sain. La totalité des
oiseaux a présenté des signes cliniques dans les 3 jours post infection et sont tous morts en
moins d’'une semaine. Il est donc probable que le gfCoV soit transmis par contact direct ou
fécal-oral. Cependant il est possible que ce virus puisse également étre transmis par aérosol.
Afin de mieux appréhender cette question une nouvelle expérimentation animale devra étre
conduite. Pour cela deux lots d’animaux seront séparés avec une barriére physique excluant
les contacts directs mais permettant les contacts par aérosols.

Les coronavirus sont des virus ARN ayant un fort pouvoir de mutation. Ce caractere partagé
avec d’autre virus ARN (comme le virus influenza) lui permet le passer les barrieres d’espéce
et d’échapper aux défenses immunitaires. Une étude sera conduite afin d’observer
I'apparition de mutations lors de passages en série lors d’infections expérimentales en
isolateur. Ainsi en séquencgant le virus parental et les différents passages nous pourrons
peut-étre observer des mutations. Il sera crucial que le virus parental ne puisse infecter
gu’un seul lot d’oiseaux afin de ne pas introduire un biais dans |'expérience. Afin de
comprendre |'origine de ce virus aviaire, une étude complémentaire sera dirigée sur la
capacité de ce gfCoV a infecter des especes aviaires d’origine différente (exemple: dinde,
canard, poulet).

L’étude du génome complet a mis en évidence une possible recombinaison au niveau du
gene de spicule, comme le montre la figure2 de I'article « Full genome sequence of French
guinea fowl coronavirus associated with fulminating disease ». Sur cette figure, on ne

remarque pas d’'importante différence entre le coronavirus de la dinde et le coronavirus de
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la bronchite infectieuse, en comparaison avec le coronavirus de la pintade. La distance varie
entre 100% et 74% de similitude sur I'’ensemble du génome a I'exception d’une partie du
génome, correspondant au geéne de spicule. En effet, on observe une similitude plus
importante entre le gfCoV et le TCov qu’avec I'IBV. Cette recombinaison, déja observée par
Jackwood et ses collaborateurs (183), n’a a I’heure actuelle pas pu étre vérifiée. Cependant
plusieurs hypothéses sont envisagées : il n’est pas impossible que cette divergence de
génome provienne en fait d’une suite de mutations liées a la pression de sélection et
I’adaptation a un nouvelle héte. En effet, une importante diversité moléculaire du géne de
spicule est observée au sein d’'une méme espéce de coronavirus. Une étude de « screening »
visant a rechercher de nouveaux coronavirus aviaires pourrait étre mis en place afin
d’obtenir de nouvelles données. Ces données nous permettraient d’avancer dans la
compréhension de cette famille virale et ainsi, de lever le voile sur I'historique de cette
recombinaison.

Ces études futures ont pour but de mieux appréhender et éventuellement prédire
I'apparition de cas dans les fermes avicoles. De plus, elles permettront de proposer des
moyens de prévention. En effet, actuellement la seule conduite a tenir lors d’un diagnostic
de maladie foudroyante dans un élevage est |'euthanasie du lot. Il reste donc encore

beaucoup a faire sur ce virus tout nouvellement identifié.
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III. Le diagnostic a haut débit: quel avenir?

Les agents responsables de troubles respiratoires sont nombreux en médecine vétérinaire,
et induisent une perte économique importante. Dans cette étude visant a mettre au point
un outil de diagnostic rapide et trés efficace, nous nous sommes intéressés aux virus ARN
présents lors d’épisode de toux et/ou de chute de ponte. Notre étude nous a permis de
mettre en évidence une diversité importante dans des écouvillons trachéaux d’oiseaux
présentant des signes cliniques respiratoires. Une telle variété a déja été observée dans des
études similaires chez des patients humains atteints de troubles respiratoires divers
(15,17,126). Parmi les familles virales retrouvées I'analyse métagénomique nous a permis
d’identifier notamment deux candidats pathogénes: un métapneumovirus aviaire et un
coronavirus.

Des études complémentaires nous ont permis de caractériser le métapneumovirus aviaire.
Ce virus fait partie des métapneumovirus aviaires de groupe C, groupe classiquement
détecté en France et aux Etats-Unis. L’étude phylogénétique a permis de montrer une
différence entre les virus observés dans nos échantillons et les virus francais déja
répertoriés. Cette étude a été menée sur le géne de glycoprotéine d’enveloppe (G)
responsable de I'attachement du virus. Le but de ce travail étant principalement descriptif le
génome n’a pas été entierement séquencé. De plus, les métapneumovirus sont connus en
médecine (humaine et vétérinaire) pour étre responsables de troubles respiratoires (236). La
présence de ce virus dans nos échantillons est donc cohérente.

Le nombre de séquences associées aux coronavirus retrouvées dans nos échantillons n’a pas
permis de réaliser une étude phylogénétique. Nous n’avons pas pu amplifier les ARNs viraux
de ce virus par les méthodes de biologie moléculaire classique. Ceci peut étre di a un
manque de sensibilité des méthodes traditionnelles, a une mauvaise qualité du matériel
génétique de nos échantillons ou a l'incapacité des amorces a se fixer au génome. Cette
impossibilité de réaliser une analyse complémentaire sur ces séquences peut soulever
I'interrogation sur la présence effective de ce virus. Cependant, le nombre de séquences
observées dans les échantillons ne peut pas correspondre a une contamination
d’environnement.

Nous avons choisi de ne pas approfondir I’étude sur I’ensemble des virus. Dans le cadre de

ce travail de theése, notre objectif était la mise au point d’une technique et la validation de ce
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nouvel outil dans une optique de diagnostic. Nous nous sommes donc concentrés sur les
candidats potentiels pouvant répondre a une maladie donnée, tout en gardant une vision
globale de la population de virus. Parmi les familles virales identifiées par I'analyse des
métadonnées, on peut retrouver un grand nombre de virus d’insectes et de plantes. Ces
virus correspondent tres vraisemblablement a des pollutions lors de I’échantillonnage, soit
par contact de I’écouvillon dans la cavité buccale des canards soit par les poussiéres
ambiantes des élevages. Toutefois, malgré I'origine de ces virus il est clair que cette
méthode de diagnostic est capable d’illustrer I'environnement dans lequel évoluent les
animaux de cette étude.

Lors de I'analyse de cette étude nous avons ciblé les virus ARN car le protocole d’extraction
et d’amplification des acides nucléiques ne permettaient pas d’amplifier de maniére
optimale les séquences des virus d’ADN. En effet, une étape de « Klenow » aurait di étre
utilisée (étape qui a été rajoutée dans le mode opératoire pour les études de
métagénomique réalisées au sein du laboratoire). La « Klenow » est un fragment issu de la
digestion de I’ADN polymérase |. Son activité enzymatique est comparable a celle d’une ADN
polymérase | sauf qu‘elle est dépourvue d’activité d’exonucléase 5’ - 3’ (responsable de la
dégradation du brin néosynthétisé). Cette étape aboutit a la création d’un brin
complémentaire a partir d’'un ADN simple brin. Malgré ce choix initial dans notre protocole,
nous avons pu obtenir un grand nombre de séquences potentielles de virus a ADN qui, pour
la plupart, ont été associés a la famille des Herpesviridae. Nous avons analysé ces séquences
d’herpesvirus : aprés visualisation d’un alignement sur un génome de référence il est apparu
qgue I'ensemble de nos séquences correspondent au géne de la télomérase (cellulaire). Ces
séguences ont donc été associées a tort a la famille Herpesviridae et sont en réalité des
séquences génomiques de I'hote. Cet exemple d’erreur d’affiliation des séquences générées
par le séquencage a haut débit montre I'importance de réaliser une analyse complémentaire
des données afin de vérifier la véracité des résultats obtenus. Ceci est particulierement
important pour les virus a ADN et les rétrovirus, les rétrovirus étant connus pour avoir
intégré des genes de leur hote au cours de leur évolution.

L'analyse des données produites par le séquencage constitue un enjeu crucial pour donner
du sens aux séquences générées. En effet, aujourd’hui le verrou majeur de ces analyses est
la valorisation des informations. La quantité d’information produite par les machines de

dernieres générations rend le traitement individuel des séquences inconcevable. Il existe un

137



grand nombre d’algorithmes, chacun avec des propriétés différentes. Pour cela le nombre
d’outils permettant I'analyse des métadonnées a considérablement augmenté. De plus ces
algorithmes permettent également de minimiser les potentielles erreurs de séquencage.
Cependant la seule répartition des séquences entre les différentes familles n’est pas
suffisante. Comme nos résultats ont pu le démontrer, ces algorithmes possedent encore des
lacunes que I'expertise humaine doit combler. Des analyses complémentaires seront donc

nécessaires pour donner du sens aux premiers résultats générés par ces algorithmes.
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and characterised. In a second study we used an unbiased mass sequencing approach to describe the
RNA virus populations present in the duck respiratory tract during clinical episodes (respiratory
illness or egg drops). Data showed an important viral diversity and we identified some candidate
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RESUME en frangais.
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changé et évolué particulierement depuis I'apparition du séquencage haut débit. Les nouvelles
méthodes de séquencage massif ont considérablement diminué le prix d’'une séquence permettant
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