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Sélection d’échantillons et écouvillonnage 
des animaux présentant un signe clinique : 

chute de ponte et/ou signe respiratoire.

11 pools de 10 écouvillons sont réalisés.

Concentration des particules virales 
par une étape d’ultracentrifugation.

Elimination des particules 
non encapsidées.

RT et PCR sont réalisées avec des amorces 
aléatoires possédant un tag par pool d’échantillons, 
permettant un multiplexage.

Optimisation des amplicons autour de 300 paires 
de base, qui est la taille maximum gérée par le 
séquenceur.

Le séquenceur MiSeq fait appel à la technologie 
Illumina. En janvier 2012, il pouvait générer plus de 7 
millions de séquence de 150 nucléotides. Pour cette 
analyse, environ 3 millions de séquences ont été 
générées, soit entre 200 et 300 000 séquences de 
150 nt par pool d’échantillons.

L’analyse des résultats a été réalisée en 
étroite collaboration avec la plateforme 
bioinformatique de Toulouse et le serveur 
METAVIR2, en utilisant l’algorithme GAAS3 
avec une E-value de 10-3 à 10-5.
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Grâce à cette nouvelle approche technique, nous avons pu identifier un grand nombre de séquences d’agents infectieux potentiellement associés à un 
syndrome respiratoire. La caractérisation génétique de ces virus et leur association à des syndromes respiratoires sont en cours d’étude. 
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Représentation des familles bactériennes

Répartition moyenne des séquences ayant été générées sur  11 
échantillons (mélanges d’écouvillons) :

- % des séquences ayant « blasté » sur des séquences connues.

- Les séquences classées comme « unmatched » sont 
vraisemblablement des séquences de l’hôte. 

Représentation des familles virales

La classification des séquences parmi les super familles (Archaea / Bactéries / 
Virus) a été réalisée par bioinformatique, en utilisant l’algorithme GAAS avec une 
E-value de 10-3.

Un grand nombre de familles bactériennes et virales a été détecté dans un même échantillon. Parmi les bactéries, 
une majorité d’entérobactéries est retrouvée. Au sein des virus, on détecte une proportion significative de 
séquences d’herpesvirus, qui sont en réalité des séquences cellulaires homologues de télomérases.
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 C-EF199772 aMPV strain PL-2

 C-FJ977568 aMPV/MN/turkey/2a/97

 C-EF199771 aMPV strain PL-1
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Introduction & Objectifs
L’équipe de virologie de l’UMR IHAP étudie la capacité des virus influenza aviaires à s’adapter à leur différents hôtes, notamment à l’occasion du 
passage du réservoir canard aux autres espèces cibles. 

Les autres agents infectieux susceptibles de co-infecter le canard et d’interférer avec sa réponse à l’infection sont très mal connus. Afin d’identifier 
et caractériser  sans a priori  ces agents infectieux, des écouvillons trachéaux prélevés sur des canards reproducteurs présentant des signes 
respiratoires et/ou des chutes de ponte ont été soumis à un séquençage à très haut débit. 

Un objectif méthodologique de cette étude était de valider un protocole générique de détection de virus (et de bactéries) dans des échantillons 
respiratoires cliniques, allant de la préparation des échantillons à l’analyse bioinformatique.

Des séquences se regroupant avec les métapneumovirus sont également retrouvées. Une analyse plus approfondie a montré qu’elles sont affiliées au 
sous-groupe métapneumovirus aviaire C. De façon intéressante, ces séquences de métapneumovirus aviaires sont plus proches des isolats américains 
que de ceux précédemment identifiés en France.

Figure 3 C: Arbre Phylogénique des Métapneumovirus réalisé à l’aide 
du logiciel MEGA5 5.

Figure 2 A: Krona représentant la répartition 
des séquences bactériennes d’un seul pool.

Figure 2 B: Krona représentant la 
répartition des séquences virales d’un 
seul pool.

Figure 3 A: Krona représentant la répartition des séquences 
virales classées comme virus ARN simple brin d’un pool.

Figure 3 B: Arbre phylogénique des sous 
groupes des métapneumovirus4.
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