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Le virus Puumala (PUUV)

Réservoir : Campagnol roussâtre (Myodes glareolus)

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

 Milieu Forestier

 Réparti dans toute l’Europe

 Présent partout en France sauf 
sur le pourtour méditerranéen

 Ordre : Bunyavirales
 Familly : Hantaviridae
 Genus : Orthohantavirus

(nouvelle taxonomie 2016)

 Infection chronique et asymptomatique chez le campagnol.

 Néphropathie épidémique chez l’homme.

 Contamination par l’air (aérosols de poussières 
contaminées par les excrétats), par contact des muqueuses 
ou de lésions cutanées avec des matières infectieuses.

 Pas de transmission interhumaine.



Organisation génomique de PUUV
 Génome: ARN (‐) tri‐segmenté

2156 aa 5’ 3’
L Segment (6550 nt): RNa polymerase – RNA dependant (L) 

5’ 3’ 
M Segment (3682 nt): Glycoproteins (Gn & Gc) 

ORF 
Non-coding 

Precursor: 1148 aa 

Gc: 489 aa Gn: 658 aa 

5’ 3’ N: 433 aa 
S Segment (1830 nt): Nucleoprotein (N) & non structural protein (NSs) 

NSs: 90 
aa 

36 nt 

40 nt 195 nt 

43 nt 

486 nt 42 nt 

Classification de 
Baltimore  



Epidémiologie de PUUV en France
 Surveillance en régions endémique (), péri‐endémique () & non endémique ().

 Sérologie 
 RT‐PCR + séquençage 
 Analyses 

phylogénétiques

 Séroprévalence et charge virale élevée observées parmi les populations de campagnols dans 
une région sans aucun cas humain (Orléans).

Prévalence de PUUV chez le campagnol
(Étude réalisée de 2008 à 2011)

Distribution des 201 cas confirmés d’infection, 
diagnostiqués de janvier à septembre 2017 
(source: CNR des hantavirus)



Phylogénie des isolats français de PUUV

0.04

ALAD

Allemagne
Pays-Bas

France Ardennes (France 
& Belgique)

France-Orléans

 Les séquences d’Orléans forment un cluster spécifique des autres souches françaises.

(nucléoprotéine)



Pourquoi la transmission et/ou la pathogénicité est plus élevée en région endémique 
qu’en région périendémique ?

 Différences dans les pratiques forestières ?
 Différence entre les réponses immunitaires / excrétions des campagnols de ces 

zones ?
 Différences génétiques entre les souches virales de ces zones ?

 Rôle de la diversité virale intrahôte ?

Comment évolue la communauté virale au cours de cette infection chronique ?

Dans les différents organes ?

Quelle est la diversité virale excrétée ?

Questions



Rôle de la diversité virale intrahôte 
Sur la réponse immunitaire:

Sur la pathogénicité / transmissibilité:



Sur le saut d’espèce:

Rôle de la diversité virale intrahôte 

Sur l’adaptation à un nouvel environnement:



Approches expérimentales
1) Infections expérimentales en laboratoire ABSL3 (Anses, Lyon):

Campagnols sauvages issus de région endémique, péri-endémique et non-endémique
Souche virale PUUV-Sotkamo (adaptée en culture cellulaire)

 Prélèvement (sérum & excrétas) chaque semaine 
pendant 5 semaines

 Euthanasie de 2 individus chaque semaine 
(prélèvement des organes)

 Analyses sérologiques (IgG anti-PUUV), virologiques 
(qRT-PCR) et séquençage NGS (suivi des quasi-
espèces)

Thèse A. Dubois



Approches expérimentales

Extractions de l’ARN viral: 

-Inoculum (=T0)
-poumons & excrétas à 7, 14, 21, 28, 
35 jpi

RT-PCR Séquençage 
haut débit 

MiSeq 

PacBio 

MinION 

« Single Molécule » 
Sequencing 

2) Séquençage du segment S complet (1830 nt):

 Le séquençage MiSeq permet de détecter et de suivre la fréquence des SNP

 Le séquençage « Long read » pourrait permettre de suivre des génotypes viraux « pleine longueur »



Approches expérimentales

Difficultés:

Virémie chute après 7 j 
 Charges virales très faibles, indétectables dans le sérum.

Variants rares potentiellement présents à des fréquences 
faibles  
 nécessité de différencier (le mieux possible…) des erreurs 

de RT-PCR, de PCR et de séquençage.



RT-PCR 1 RT-PCR 2

PCR 1 PCR 2 PCR 3 PCR 1 PCR 2 PCR 3

Protocole des séquençages

Erreurs 
de RT-
PCR

Erreurs 
de PCR

Erreurs de 
séquençage

Segment S 

Clonage d’un segment S

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



Segment S CodantCodant

A
B

D

C

E
F

G

H
I

J

séquences uniques abondance
0,72
0,11
0,05
0,01
0,001
0,0001
…

Séquençage amplicons MiSeq (inoculum T0)

Divisé en 10 
fragments 
légèrement 
chevauchant



Séquençage amplicons MiSeq (inoculum T0)



MiSeq: Résultats préliminaires (inoculum T0)
 46 « SNP » détectés dans l’inoculum (T0)

A: G1, C18, T36, G79, G107, G133, G155, G193, C214
B: G195, G263
C: T402, G444
D: G574, C622, T706, G713, C744
E: C724, G734, G751, T774, G799, G801, G808
F: T960
G: T1106, T1116, C1165
H: T1215, T1289, G1420-T1432, G1215-T1432, G1420, T1432
I: G1420, T1432, G1420-T1432, C1499
J: C1592, G1638, C1652, C1659, C1673, A1716, G1731

Non codant

Domaines variables 
(codant)

 Tous les SNP sont présents à des fréquences très faibles (< 5%) 
excepté « G1420-T1432 » (≈ 40%), 

Codant



MiSeq: Résultats préliminaires (Ain, J14 & J35)
 Les SNP à « très faible fréquence » détectés dans l’inoculum sont presque 

tous indétectables à J14 et J35 dans le poumon des campagnols.
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 On observe une variation de fréquences pour le génotype G1420-T1432 au cours du 
temps



PacBio: résultats préliminaires

- Taux d’insertion moyen = 1/25 bases
-Taux de délétion moyen =  1/15 bases
-Taux de substitution moyen = 1/51 bases
-Taux d’erreur global = 12,39 %
-Taux de substitution (-indels) = 1,96 %

 ≈ 40 000 séquences exploitables

(clone)  Trop d’erreurs pour l’identification de 
variants viraux rares…

(inoculum)



Perspectives (1) 
Peut on corriger et exploiter les reads PacBio ?

Algorithme de correction Création de graph permettant l’identification des 
polymorphismes, des génotypes et de leur fréquence 



Perspectives (2) 

 Utilisation de souches sauvages de PUUV pour les inoculums (thèse de 
Sarah Madrières)
 Meilleure diversité ? 
 Meilleure réplication in vivo ? Charges virales plus élevées ? 
 Virus détectable dans les excrétas ?

 Recherche et suivi de SNP dans des régions ciblées des segments M et 
L.
 Evolution / sélection dans les épitopes des glycoprotéines virales ?

 Utilisation du PacBio ?
 Possibilité de reconstituer des génotypes viraux pleines longueurs 
fiables ?
 Séquençage des segments M et L entiers en « long reads » ?
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