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CBGP 1- Présentation =t

Le virus Puumala (PUUV): Génome : ARN (-) segmenté (3 segments)
;/ Famille : Bunyaviridae 561“1‘* |
v Genre : Hantavirus \;i* = “'3{.’39;

Hote: Le campagnol roussatre

Myodes glareolus
(My g us) v Milieu forestier

v' Trés répandu dans
toute 'Europe

v' Présent partout en
France sauf sur le

pourtour

2 Al 4 IUCN (International Union for Conservation of Nature) 2008. Myodes
medlte rraneen. glareolus. The IUCN Red List of Threatened Species. Version 2015-4




1- Présentation

- ¥ Infections chroniques et
~ asymptomatiques chez le campagnol
roussatre

v" Néphropathie épidémique (Fiévre
hémorragique avec syndrome rénal)
chez ’'Homme

v' Contamination essentiellement par voie
aerienne (aérosols de poussieres
contaminées par des excrétas de
campagnols infectés), par contact des
mugueuses ou des lésions cutanées
avec des matieres infectieuses.

(Razzauti M., 2012)

v' Pas de transmission interhnumaine



CBGP 1- Présentation

¥ Cas humains localisés dans le quart
N.E.

v" Moyenne de 50 a 200 cas/an, dont
environ 40 % dans le massif ardennais.

v' Touche les professions forestieres,
agricoles, le batiment.

v’ Zone d’endémie en progression vers le
sud (Reynes et al, 2015)

(source: INRS et CNR 2016)



2- Epidémiologie de PUUV en France gt

Question : La situation épidémiologique de PUUV est elle corrélée avec celle de la NE ?

¥ Echantillonnage en région endémique (®), péri-endémique (@) et non endémique (®).

2N &)

- TR 4/106 P ; \:f o Total of | Number of Myodes | Number of Number of

~ e be ; trapping | glareolus (%) Apodemus infected Myodes
%:“’ ;;\TJ\‘” r ' T;' 4 rodents flavicollis (%) glareolus (%)
\"}1,—’ 2 L\? (14.7%) |

R \‘\}' ,Q e?m'ae ) 2012 | 416 223 (0.54 + 0.048) | 193 (0.46 * 8 (0.036 *

Foﬁrg;y' . Q @87 o 0.048) 0.024)
| b Meiflers’, Bburg- 2013 | 32 9(0.280.16) 23(0.71£0.16) |0
f ﬁ 3L (0%) x\< yihgt 2014 | 78 21 (0.27 £ 0.1) 57 (0.73 £0.1) 0

F JJS : &Z‘ 2015 | 359 251 (0.7 £0.05) | 108 (0.3 +0.05) | 10 (0.04 *
~—d - 2 IRV 0.024)
L e “hi\,g’ %z( ) Suivi temporel de la séroprévalence chez le campagnol
9 d

: en Alsace (Monchatre et al, en préparation)
Séroprévalence chez le campagnol

(Castel et al, 2015)

» En zones d’endémie les fortes séroprévalences chez le rongeurs sont assez bien corrélées avec
le nombre de cas humains

» Le virus circule avec de fortes prévalence dans des régions péri-endémiques (Orléans, Sologne)

» Densités de populations cycliques, idem pour les séroprévalences



CBGP 3- Caractéristiques génomiques et phylogénie

Questions :
Comment les souches frangaises se situent dans la phylogénie de PUUV ?
,)°<Existe t'il des spécificités génétiques des souches isolées en zone péri-endémique ?

.

v' Séquencage du
segment S
complet

» Les souches francaises appartiennent toutes a la lignée « Europe Centrale »



3- Caractéristiques génomiques et phylogénie

Tobetsu27S

PUUV/Mg23/Hungary TR17/00

» Les souches francgaises sont divisées en 2 clusters
- les souches ardennaises (avec les belges)
- les souches du reste de la France

2008

» Les souches d'Orléans forment un sous groupe bien
distinct
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v Recherche de signature amino-acides au sein de la lignée CE (segment S):

Principaux domaines antigeniques

© Isolats Jura/Aube/Alsace
() Isolats des Ardennes

@ 'solats d'Orleans
Monchatre-Leroy et al,

(Castel et al, 2015,
en préparation)
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» Les souches des différentes régions ont des signatures aa spécifiques au sein de

la lignée CE
» Beaucoup sont situées dans les principaux domaines antigéniques de la N

- Autres protéines virales (notamment les proteines de surfaces): en cours d’étude.

- Lien avec I'épidémiologie de la NE en France ?



CBGP

v Piégeages sur 10 ans dans 2
foréts proches (2 sites par foréts)

Elan/
Croix-Scaille

Question: Influence des paysages sur la diversité génétique de PUUV et I'évolution de

celle-ci dans les foréts ?
[&]

v’ Sérologies

v PCR + séquencage des segments

S (400 bp)

1)
2)

Migration de I'hote ?
Réassortiments ?

Cassine

» Différents génotypes circulent trés
localement

» La distance génétique peut atteindre 8% (nt)

» Forte structuration géographique a une
petite échelle



CBGDP_ 4- Evolution genétique de PUUV dans les Ardennes ==

e

Dynamique des principaux génotypes:

Elan/
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|
| Hargnies

° | | | | |

W

Elan-1

CS-8

I 1
i 1 51

| |
| | ! CS-2
| |
| [

2000 2003 2005 2007 2008 2009 2011

» Diversification importante des génotypes en forét de Croix Scaille
» Le méme génotype est retrouve sur 6 ans en forét d’Elan
» Deux dynamiques d’évolution différentes observées dans ces deux foréts tres proches



5- Phylogéographie de PUUV en Europe &g

Questions :
*Origine des souches francaises de PUUV ?
@° Comment se propage PUUV au cours du temps en Europe ?

v'Reconstruction des aires géographiques v Analyse des résultats BEAST par des méthodes
ancestrales par approche ngégienne d’aide a la décision (Logiciel PAMELA, en cours

P— S —

i
H

de développement au LIRMM)

[T

LR}
[ A S 0 e

(Chronogramme,
logiciel BEAST)




Porte d’entrée de PUUV en Europe de Iouest =
zone ALAD ,
» Incertitudes concernant la prOpagation de PUUV Voies de dispersion hypothétique de Myodes glareolus en
a travers |’Europe centrale et I'histoire de son Europe suite a la derniére période glaciere (-12000/-9000 ans)

arrivée sur le continent européen

» Compatible avec les routes de recolonisation de M. glareolus

» Incertitude sur la durée cette dissémination :
= 1 500 ans selon taux d’évolution de PUUV seul (mais intervalle large, 500 a 8000 ans...)
= 10 000 ans si hypothése d’une dissémination par des campagnols infectés au cours de la
recolonisation post glaciére




CBGP _

Questions:

*Les campagnols issus de zone non endémique sont ils sensibles a PUUV?
~_+Existe t'il des différences dans la réponse immunitaire des campagnols issus de zone
~endémique et non endémique a I'infection par PUUV ?

*Observe t'on des différences entre ces deux zones dans la réplication/excrétion du

virus ? 20 infected bank voles 4 control bank voles
Infection by subcutaneous route Subcutaneous injection
3
1.7.10° pfu of PUUV Inactivated PUUV PBS

(Sotkamo strain)

’ x 10 ’ J“

- Thése d’Adélaide Dubois

4

| 20 infected | 20 infected

16 infected 12 infected 8 infected 4 infected
4 controls 4 controls

4 controls 4 controls 4 controls 4 controls
. . 0 Dpi 3 Dpi 7 Dpi 14 Dpi 21 Dpi 28 Dpi 35 Dpi
v" Infections expérimentales en —
H H . Euthanasia of two infected bank voles from each region once a week
animalerie A3 (Anses, Lyon): (+ the & cantrolsat 35 days DPY)

_ CampagnOIS SauvageS de |’ain ou du jura Serological analyses Virological analyses
. Detection of anti-PUUV antibodies (IgG) Detection of viral RNA in saliva, feces,
- SOU Che de Ia bO rat0| re P U UV‘SOtka mo ELISA test (measure of optical density (OD) urine (when available) and organs
g - gRT-PCR (measure of the number of viral RNA copies)
of

\9 ication
o amoul o\ repiic
el _ I opiesiL | 4

- RT-PCR nested (more sensitive)




6- Infections expérimentales

v' Réplication de PUUV dans les v' Cinétique de la production
poumons d’anticorps anti-PUUV
L © *Iil* 0.4+
> 71 A |

&)]

0.2

* a O Ain
A + AJura - sl
O O
A % d
7 14 Tim§1(DP|) 28 35 J

» Les campagnols de I'Ain sont sensibles a
PUUV

» La réplication virale est supérieure dans les
poumons des campagnols du Jura au
début de l'infection

DO-Sérologie
)
Y]

B

log (mean RNA viral copies/pL)
&)

B

49 55
Temps

» La production d’anticorps anti-PUUV est
supérieure chez les campagnols du Jura tout
au long de [linfection (meilleure réponse
adaptative ?)

(Dubois et al, soumis a J Gen Virol) (Dubois et al, en préparation)



CBGP 7- Co-infections PUUV — bactéries (Hantagulumic) s

» -

Question: Le pathobiome de M. glareolus influence t’il sa sensibilité/réponse a l'infection
par PUUYV (projet Hantagulumic) ?

''''' ,v" Approche métagénomique bactérienne (16S)

70%

"Endemic area
v ] [ somemaies ] [ coms ] 5 oon
: = ’
o Megative Controts for dissection H .
sampling OTU classification e ey 2 P Non endemic area
l <= NG, Refaranca 509
dalabass Megative Controls for extraction
m[::c:ion NG, exiracton withoul samgle s
+— NC,,, [ Data filtering ] ~ Megative Controds for PCR = 40%
T NG PCR mi with no DA
Duplicate R ] o
IEI.‘.R it contaminants Megative Controds for indexing % 30% |
Remaove OTUs i -]
PCR 1 .—l—p PCR 2 1 et e NG, T8 pains nal used for samples g -
NG Positive Cantrals for PER g 20%
NCoes - Cross-contaminations PCpop: DNA of imalates of hacteria Z
PCrce A Positive Controls for Indexing 10%
PCuiun l LW PEypy DA of bractesia unabie bo infect
l = Fedenls of fo survive in the endronment

False index-pairing

MiSeq sequencing* Remove positive e
results if saquence
i B L) Eaai? numbers < T, [ Thresholds ]
% Validation -
T “Torgei: "
_— = Keep results for Tee: comeets for cross-contaminalion
— = priwer F pemarh 5 which both duplicatas

. T:_-_n‘ are positive Tra: comects for false index-pairng ‘X

> Différentes structures de communautés bactériennes sont observées en zones
d’endémie et de non endémie

Pnhogcnlc taxa (percentage of identity with closest species) QO‘

» Voir présentation de Nathalie et Max a 12h !



CBGP 8-Etudedela gljsité intra-hote de PUUV —,ﬂ.

Questions:

La diversité intra hote de PUUV est elle difféerente selon la zone d’échantillonnage ?
" *Selon les différents organes ?

Comment évolue t'elle dans le temps ?

v' Séquencgage du segment S complet (1830 nt) codant la nucléoprotéine (N)

s (I >

42 nt 486 nt

v Analyse des prélévements réalisés dans le cadre des infections expérimentales
* Inoculum (=TO)

« Echantillons prélevés = Poumons et excrétas
= Ain et Jura
2> alJ7, 14, 21, 28, 35

« Segment S cloné (contrdle)



CBGP

v Test de trois méthodes de séquencage haut débit

g
‘t, : A
ry lk\

% {
8% RT-PCR
2o B @ >
B

» La technique MiSeq offre une profondeur de
séquencgage importante - fréquence des mutations

Séquengage
haut debit

MinlON Mk 1B

» Les techniques PacBio et MinlONpermettent de
séquencer les génomes dans leur totalité > phasage
d’haplotype

MinlON

« Single Molécule »
Sequencing




CBGDP 9- Mecanismes évolutifs de la protéine NSs de PUUV =

Question:
Comment évolue cette protéine virale non structurale ?
~_+Est elle impliquée dans les différences entre zone d’endémie et de non endémie ?

v' Codée par le méme segment que la N mais dans un cadre de lecture différent
113 193 433

1 90

v Joue un réle dans l'inhibition de la réponse IFN (Jaaskelainen et al, 2007)
v' Des souches présentant notamment des mutations dans la NSs montrent des taux

de réplication différents en culture cellulaire (mais pas sur cellules KO pour I'lFN)
(Sundstrom et al, 2011)




CBGP 9- Mécanismes évolutifs de la protéine NSs de PUUV e

v' Calcul des taux d’évolution (séquences aa)

O

» La protéine NSs évolue plus rapidement
que la N (et que les autres protéines virales)

(Sub/site/an)
5I.SE
:
2.10°
4,5.10*4
NSs N

v" Recherche de sites sous sélection positive (DataMonkey)

B A R A A ||‘\. .M.HH‘.MH..,L

"1 26/90 sites sous sélection (+) 1
“I1 4/90 sites sous sélection (-) NSs -

m

Y

Fl"'l

W"WM’MNI'M’W

L e

= 2/433 sites sous sélection (+)
361/433 sites sous sélection (-)

N |

Codon

» Contrairement aux autres protéines virales, NSs est soumis a une forte sélection positive
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