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Introduction Méthodes 

Objectifs 

²  La	
   diversité	
   géné6que	
   intra-­‐hôte	
   d’un	
   virus	
   par6ciperait	
  
au	
  succès	
  de	
  réplica6on	
  et/ou	
  de	
  transmission	
   intra-­‐hôte	
  
et	
  inter-­‐espèces.	
  	
  

²  L’importance	
   de	
   ceUe	
   diversité	
   pourrait	
   donc	
   cons6tuer	
  
un	
  indicateur	
  de	
  la	
  pathogénicité	
  d’une	
  souche.	
  	
  

²  L’Orthohantavirus	
   Puumala	
   (PUUV),	
   transmis	
   par	
   le	
  
campagnol	
   roussâtre,	
   cause	
   des	
   néphropathies	
  
épidémiques	
  (NE)	
  chez	
  l’homme.	
  

²  Nous	
   réalisons	
   des	
   infec6ons	
   expérimentales	
   de	
  
campagnols	
   roussâtres	
   afin	
   d’étudier	
   l’évolu6on	
   de	
   la	
  
diversité	
   intra-­‐hôte	
   de	
   PUUV	
   dans	
   différents	
   organes	
   et	
  
excrétas.	
  

Conclusions et perspectives 

Résultats 
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²  44	
   SNPs	
   sont	
   détectés	
   en	
   MiSeq	
   dans	
   l’inoculum	
   de	
  
départ	
  ,	
  dont	
  2	
  sont	
  associés	
  à	
  des	
  fréquences	
  >	
  40%.	
  

²  Après	
  extrac6on	
  de	
   l’ARN	
  viral,	
   la	
  diversité	
  du	
   segment	
   S	
  
est	
   évaluée	
   par	
   2	
   méthodes	
   de	
   séquençage	
   haut-­‐débit	
  
(MiSeq	
  et	
  PacBio).	
  

²  Des	
  contrôles	
  sont	
  mis	
  en	
  place	
  pour	
  différencier	
  les	
  vrais	
  
SNPs	
  et	
  les	
  erreurs	
  introduites	
  à	
  chaque	
  étape.	
  

²  Suivi	
  de	
  l’évolu6on	
  de	
  la	
  diversité	
  intra-­‐hôte	
  de	
  PUUV	
  lors	
  d’infec6ons	
  expérimentales	
  chez	
  des	
  campagnols	
  roussâtres.	
  
	
  

²  Test	
  de	
  2	
  méthodes	
  de	
  séquençage	
  haut-­‐débit	
  (Miseq	
  et	
  Pacbio)	
  pour	
  iden6fier	
  et	
  suivre	
  l’évolu6on	
  de	
  variants	
  viraux	
  rares.	
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²  La	
  technologie	
  MiSeq	
  permet	
  l’iden6fica6on	
  et	
  le	
  suivi	
  de	
  SNPs	
  au	
  sein	
  des	
  génomes	
  mais	
  ne	
  permet	
  pas	
  d’associer	
  ces	
  SNPs	
  
entre	
  eux	
  pour	
  reconstruire	
  la	
  séquence	
  complète	
  d’un	
  variant	
  par6culier	
  (haplotype).	
  	
  

²  La	
  technologie	
  de	
  séquençage	
  «	
  long-­‐reads»	
  (PacBio)	
  permeUant	
  de	
  séquencer	
  des	
  génomes	
  en6ers	
  mais	
  avec	
  un	
  taux	
  d’erreur	
  
élevé,	
  devrait	
  permeUre	
  d’associer	
  les	
  SNPs	
  détectés	
  et	
  validés	
  en	
  MiSeq.	
  

²  Le	
  séquençage	
  Pacbio	
  présente	
  un	
  taux	
  d’erreur	
  incompa6ble	
  
avec	
   l’iden6fica6on	
   de	
   variants	
   viraux	
   rares	
   (Tx	
   d’erreur	
   =	
  
12,39	
  %	
  ;	
  Tx	
  de	
  subs6tu6on	
  (-­‐indels)	
  =	
  1,96	
  %)	
  

²  Après	
   correc6on	
   des	
   séquences	
   PacBio	
   par	
   une	
   nouvelle	
   méthode,	
   le	
  
polymorphisme	
  détecté	
  en	
  MiSeq	
  est	
  retrouvé	
  et	
   les	
  séquences	
  complètes	
  
des	
  deux	
  variants	
  principaux	
  présents	
  dans	
  l'inoculum	
  sont	
  recons6tuées.	
  	
  

²  La	
   fréquence	
   de	
   l’un	
   des	
   deux	
   variants	
   principaux	
   chute	
   au	
   cours	
   de	
  
l’infec6on.	
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La diversité génétique d’un 
clone est proche de 0 
 
! Les variants détectés 
(après filtrage des erreurs de 
PCR) sont donc considérés 
comme des erreurs de 
séquençage. 
 
! Permet de fixer un seuil 
pour la fréquence minimale 
des « vrais » variants 

Un variant 
« réel » doit être 
détecté dans 
chaque PCR 
 
! Les variants 
non détectés 
dans les 6 PCRs 
sont considérés 
comme des 
erreurs de  RT-
PCR ou de PCR 
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