
HAL Id: hal-03591517
https://hal.science/hal-03591517

Submitted on 4 Mar 2022

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Diversité génomique virale : évaluation et conséquences
sur la virulence des infections respiratoires

Maxime Pichon, Rodolphe Pelissier, Martine Valette, Bruno Lina, Laurence
Josset

To cite this version:
Maxime Pichon, Rodolphe Pelissier, Martine Valette, Bruno Lina, Laurence Josset. Diversité
génomique virale : évaluation et conséquences sur la virulence des infections respiratoires. Virolo-
gie, 2018, 22, pp.173 - 182. �10.1684/vir.2018.0738�. �hal-03591517�

https://hal.science/hal-03591517
https://hal.archives-ouvertes.fr


Journal Identification = VIR Article Identification = 0738 Date: June 5, 2018 Time: 1:47 pm

Revue
Virologie 2018, 22 (3) : 173-82

Diversité génomique virale : évaluation
et conséquences sur la virulence
des infections respiratoires

Maxime Pichon
Rodolphe Pelissier
Martine Valette
Bruno Lina
Laurence Josset

Centre hospitalier universitaire de Lyon,
Laboratoire de virologie, Institut
des agents infectieux (IAI) de Lyon,
Centre national de référence des virus
respiratoires France Sud, Centre
de biologie et de pathologie Nord,
Groupement hospitalier Nord
F-69317, Lyon cedex 04, France
Université Claude Bernard Lyon 1,
Faculté de médecine Lyon Est,
CIRI, ENS, Inserm U1111
CNRS UMR5308, équipe Virpath,
F-69372, Lyon cedex 08, France
<maxime.pichon01@chu-lyon.fr>

Résumé. Au cours de l’infection virale, la réplication d’un virus à ARN génère
une population diversifiée par accumulation de mutations ponctuelles dans son
génome. L’étude de cette diversité génétique virale au moyen des technologies de
séquençage à haut débit (séquençage de nouvelle génération [NGS]) a permis une
meilleure compréhension de la pathogenèse de l’infection ainsi que des méca-
nismes d’action des thérapeutiques antivirales. Cette révolution technologique
s’est accompagnée d’un nombre impressionnant de nouvelles études centrées sur
la diversité génétique d’une souche virale et ses conséquences sur l’histoire natu-
relle de l’infection. Dans cette revue, nous aborderons les grands principes de
l’évaluation de la diversité génétique virale, avant d’en résumer les principales
conséquences physiopathologiques des infections à virus respiratoires. À ce jour,
bien qu’aucune étude n’établisse clairement son rôle dans la pathogenèse des
formes sévères des infections respiratoires, la diversification virale pourrait avoir
un double effet. Elle pourrait être un formidable outil de virulence par production
d’un avantage évolutif majeur grâce à la diversification des populations virales,
c’est-à-dire les quasi-espèces, présentes chez un hôte ou délétère pour le virus en
cas de dépassement d’un seuil d’erreur tolérable de variabilité au niveau de leur
séquence, aboutissant à terme à son extinction. Il est donc important de l’étudier
dans le cadre d’infections à virus respiratoires, comme les virus influenza, les
virus respiratoires syncytiaux (VRS) ou les rhinovirus. La compréhension fine
de cette propriété permettra d’en envisager de multiples applications cliniques,
que ce soit organisationnelles (orientation précoce des patients vers une unité de
soins intensifs), thérapeutiques (par le recours à des molécules mutagènes) ou
préventives (stabilisation des souches vaccinales pour une plus grande innocuité).

Mots clés : diversité virale, virulence, infection respiratoire, sévérité clinique

Abstract. During host infection, viral replication generates multiple subpopula-
tions. Studies of viral diversity using high-throughput sequencing technologies
provide a better understanding of the therapeutic effects as well as of the viral
pathogenesis. This technical evolution led to an impressive number of studies ana-
lyzing this viral characteristic. In this review, we will discuss the principles of the
evaluation of viral diversity, before summarizing the main physiological conse-
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quences for respiratory viruses. To date, although no study clearly established
its role in pathogenesis of severe forms, viral diversification can be alternately a
formidable virulence advantage or deleterious to the virus, resulting in its extinc-
tion (error-threshold). Because of these differences, it is important to study it in
the context of respiratory virus infection, such as Influenza, respiratory syncitial
virus (RVS) or rhinovirus. The precise understanding of this property allows us
to consider multiple clinical applications, i.e. therapeutic or preventive.

Key words: viral diversity, virulence, respiratory infection, clinical outcome
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ntroduction

u cours d’une infection respiratoire impliquant un virus
ARN, la réplication virale génère une population généti-
uement diversifiée au sein du tractus respiratoire de l’hôte.
ette diversification est fonction de paramètres liés au virus

nombre de génomes en présence, efficacité et fidélité de
a polymérase, modalité de transmission interhôte) mais
ussi de l’intégrité de l’hôte infecté (efficacité des barrières
hysiques ou de la pression de sélection immunitaire).
hez un hôte, les virus sont présents sous forme de nom-
reuses populations distinctes, bien que proches, aussi bien
n termes de séquences génétiques que de propriétés anti-
éniques [1-4]. Les variations nucléotidiques s’expliquent
ar un défaut de fidélité des enzymes réplicatives (poly-
érases) des virus à ARN (10-5 à 10-6 substitutions par

ucléotides par cycle réplicatif) comme des virus à ADN
10-7 à 10-8 substitutions par nucléotides par cycle réplica-
if) [5]. En comparaison, le taux d’erreur d’une polymérase
ellulaire est proche de 10-8 substitutions par nucléotide par
ycle réplicatif, taux limité par le système d’autocorrection

e ces enzymes excisant 90 à 99,9 % des anomalies
énérées par leur activité exonucléase [6]. Le concept
e « quasi-espèces », initialement proposé sur des bases
urement théoriques par Eigen en 1971, décrit un groupe
’individus différents mais reliés génétiquement au cours
e l’apparition de la vie sur terre. Ce concept sous-tend que

1 1 2 1 2 3 1 2 3 4 1

igure 1. Représentation de la diversification génomique virale au
chaque cycle réplicatif (chaque bande grisée représentant un cycle

ucléotidiques des virus (indiquées par des couleurs différentes selon
n « spectre de mutants » appelé également « quasi-espèce ». Les tri
u mutant considéré au cours de la réplication virale. Ainsi, l’ensemble

onction du délai entre la génération du mutant et le séquençage (l’éche
n séquençage ayant lieu après le cycle 6 ne verra pas les deux prem
énération d’une erreur létale.

174
les erreurs des polymérases virales, induisant la création
de nouveaux mutants isolés ou présents au sein de véri-
tables populations, sont un moteur de l’adaptation des virus
à de nouvelles conditions environnementales [7]. Aboutis-
sant parfois à de nombreuses quasi-espèces, ces variants
peuvent présenter différents phénotypes pouvant se trans-
mettre d’hôte en hôte au cours de l’étape d’invasion ou
être issus de la dissémination de l’infection au sein de dif-
férents tissus chez un hôte donné [5, 8-14] (figure 1). La
variabilité et la plasticité des génomes sont donc des pro-
priétés évolutives inhérentes aux virus (principalement ceux
à ARN). La séquence consensus, à distinguer de la séquence
majoritaire, retrouvée par les technologies de séquençage
classiques ne peut expliquer, à elle seule, toutes les caracté-
ristiques de cette plasticité. En effet, la séquence consensus,
reconstruction parfois artificielle, constituée des bases les
plus fréquentes à chaque position nucléotidique, ne pré-
sage nullement de sa représentativité biologique. Elle est à
distinguer de la séquence majoritaire, représentant, comme
son nom l’indique, la majorité des séquences retrouvées.
2 3 4 1 2 3 45 5 6

cours des cycles réplicatifs successifs. Les erreurs produites
réplicatif) entraînent la divergence des propriétés antigéniques et
leur divergence), générés et observés après séquençage créant

angles représentent la disparition (possible extinction spontanée)
de la population virale générée n’est pas forcément observé, en
lle de temps étant représentée par la flèche bleue). Par exemple,
iers virus (triangles vert et bleu), étant conduits à l’extinction par

viraux pourrait mettre en évidence les génomes constitués
de la même séquence nucléotidique, bien que minoritaires
(figure 2).
La diversification génomique, ainsi que les quasi-espèces
virales qui en résultent, est une notion théorique étudiée
depuis près de 40 ans. La démocratisation des technologies

Virologie, Vol 22, n◦ 3, mai-juin 2018
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Figure 2. Distinction entre quasi-espèce virale, séquence consensus et séquence majoritaire. Les lignes horizontales (n = 10)
r tillon
é nome
p 0 %
p corre
s cons
n s por
c ative

d
c
g
l
o
n
m
l
l
d
l
A
d
3
p
p
a
g
e
L
u
–
n
d
i
n
c
P

V

C
op

yr
ig

ht
 ©

 2
02

2 
Jo

hn
 L

ib
be

y 
E

ur
ot

ex
t. 

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 M

. M
ax

im
e 

P
ic

ho
n 

on
 2

5/
02

/2
02

2.
eprésentent les génomes des virus présents dans un même échan
toiles représentent des mutations ponctuelles, présentes sur le gé
ortant trois mutations (présentes individuellement dans plus de 5
as parmi la population virale séquencée. La séquence majoritaire
équencés (n = 3, < 50 % des virus séquencés). Les séquences
e permettent donc pas de visualiser l’intégralité des information
onsidérablement améliorée depuis l’émergence des NGS compar

e séquençage à haut débit permet de générer, à moindre
oût, des quantités considérables de données portant sur les
énomes viraux. Ces données permettent de faire bascu-
er les études théoriques vers de l’analyse expérimentale,
uvrant de vastes possibilités d’investigation aussi bien au
iveau de nouvelles thérapeutiques anti-infectieuses que de
éthodes de vaccinations innovantes. Se concentrant initia-

ement dans le domaine des virus des hépatites et du VIH,
es données produites par des technologies de séquençage
u génome complet à haut débit ont permis les études sur
a quasi-espèce virale et la diversité virale, tant de virus à
RN qu’à ADN. Le nombre de publications portant sur la
iversité virale (mot-clé : « viral diversity ») est passé de
21 publications en 2003, avant l’émergence du NGS, à
lus de 1000 en 2015 (figure 3). Le nombre de publications
ortant sur la diversité virale inter- et intrahôte augmente
insi de façon quasi exponentielle, leur nombre accompa-
nant le perfectionnement des technologies de séquençage
t d’analyse des séquences obtenues.
’étude de la diversification génomique reste néanmoins
n champ d’étude complexe. Les infections respiratoires

virus grippal, virus respiratoire syncytial (VRS) ou rhi-

ovirus (HRV) – étant principalement aiguës, l’importance
e la diversification au cours de l’évolution clinique reste
mparfaitement comprise. A contrario d’une infection chro-
ique, aucun prélèvement n’est généralement réalisé pour
ontrôler une infection ou suivre la décroissance de celle-ci.
eu d’études ont donc exploré la diversification génomique

irologie, Vol 22, n◦ 3, mai-juin 2018
constituant une quasi-espèce. Les ronds, rectangles, triangles ou
viral du virus séquencé. On constate que la séquence consensus,

des virus séquencés) est une reconstruction artificielle n’existant
spond à la séquence la plus fréquemment détectée parmi les virus
ensus, étudiées par les technologies de séquençage classiques,
tées par les variants minoritaires (bien que leur détection ait été
ment au séquençage de Sanger).

virale au cours de l’infection respiratoire, hormis dans des
situations particulières comme chez les patients immuno-
déprimés à l’origine d’excrétions prolongées [15].
Dans cette revue, nous allons décrire, après en avoir vu
les principaux modes d’estimation et méthodes d’analyse
informatique, les conséquences cliniques de cette diversi-
fication virale dans le cadre de la virulence des infections
virales respiratoires chez l’homme.

Mesure de la diversité génomique

De nombreux paramètres ayant un impact sur la diversité
génomique virale (ainsi que sur le fitness viral corres-
pondant), il est nécessaire de définir l’unité de mesure
permettant de la quantifier (tableau 1).
L’analyse de la diversité génomique virale est fortement
impactée par chacune des étapes permettant la génération
des données de séquençage (wet-lab), depuis la RT-PCR
(taux d’erreur : 1,8 × 10-4/cycle de PCR), la constitution

de la librairie (fragmentation-réparation et indexation) et
le séquençage en lui-même ; le taux d’erreur global étant
important avant l’analyse, la correction informatique (par
élimination des données de qualité insuffisante) le ramène
à 0,11 % pour la plateforme HiSeq (Illumina, CA, États-
Unis), 0,5 % pour le Ion PGM (LifeTechnologies, CA,
États-Unis) ou 15 % pour le PacBio (Pacific Biosciences,

175
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igure 3. Données bibliométriques relevant les publications
eprésente le total cumulé d’études, répondant à la recherche su
irale et l’échelle horizontale l’année de publication. Les données en
n rouges correspondent à la moyenne du nombre de publications
ugmentation notable au cours des années 2003 à 2014, correspo

A, États-Unis) [16, 17]. Il est donc fondamental de vali-
er le processus analytique par l’utilisation d’un contrôle
e qualité adapté à la proportion de diversité artificielle
onnue. L’utilisation de plasmides, comme ceux utilisés
ans les expérimentations de génomique inverse, ou de
irus, dits « de plage de lyse », permet de produire des
ontrôles de qualité satisfaisants [18]. Ceux-ci permettront
e valider la fiabilité des étapes de constitution des librai-
ies et des processus analytiques. Les plasmides sont utilisés
omme contrôles pour estimer les erreurs de séquençage car
ls sont, en principe, strictement identiques avant leur intro-
uction dans le processus analytique. La mise en évidence
e variants dans les séquences produites correspondant à
es plasmides permettra donc de mettre en évidence les

rreurs de séquençage « artificielles », et ainsi d’estimer
a potentielle surestimation de la diversité génomique
es virus séquencés au cours de la même expérimenta-
ion. Cette manipulation devra néanmoins s’accompagner
’importantes précautions, l’utilisation de plasmides étant
arfois source de contamination des zones de laboratoire.
l est important de valider le processus d’interprétation de

176
ant sur la diversité virale de 1980 à 2015. L’échelle verticale
oteur de recherche PubMed, portant sur la diversité génomique
représentent le nombre de publications de l’année n et les données
ant l’année n - 1 et n + 1. Le nombre de publications présente une
t à l’émergence de nouvelles technologies de séquençage.

données générées de cette manière afin de ne pas introduire
de biais de sous- ou de sur-représentation de la diversité
génomique [19]. Une surestimation du bruit de fond, à
limiter par l’utilisation de standard (échantillon biologique
quantifié) ou par l’utilisation de suite logiciel adapté (test
des paramètres de filtration au préalable), risque en effet de
conduire à une sous-estimation de la diversité des échan-
tillons testés. Réciproquement, l’utilisation de données aux
paramètres de qualité non respectés, ainsi que l’utilisation
d’un filtre informatique trop peu sévère, peut conduire à
une surestimation de la diversité des échantillons testés.
Bien qu’il soit souvent impossible d’identifier toutes les
erreurs produites par des étapes précédant le séquençage,
que seul un protocole optimisé de réalisation des banques

permet de limiter, l’utilisation de logiciels adaptés pour la
détection des variants de faible fréquence est nécessaire
afin de mesurer finement l’impact des erreurs produites par
le séquençage [19]. L’utilisation de ces logiciels permet
de s’affranchir des biais inter-run plateforme-dépendant
en générant des données de qualité satisfaisante même sur
les génomes imparfaitement séquencés ou présentant une

Virologie, Vol 22, n◦ 3, mai-juin 2018
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Tableau 1 Principaux estimateurs mathématiques utilisés dans l’étude de la diversité génomique.

Nom Abr. Formule Groupe Avantages Inconvénients

Fréquences
minimales
maximales

n n = ∑Sobs

k=1 fk Abondance
fonctionnelle

Simplicité
d’utilisation

Population
de taille finie

Diversité
nucléotidique

� � = Nu/L Abondance
fonctionnelle

Simplicité
d’utilisation

Population
de taille finie

Indice de Simpson
(1949)

� λ =
∑S

s=1 p2 Abondance
relative (indice �)

Donne
des valeurs
plus intuitives

Donne plus
de poids aux
espèces
abondantes

Indice de Shannon
(1949)

H H (p) = ∑K

i=1 pi log (pi) Abondance
relative (indice �)

Insensible
à la richesse
spécifique

Saturabilité

Indice de Hill (1973) Nh Nh (α) =
(∑s

i=1 pi
)1/(1-α)

Abondance
relative (indice �)

Synthèse
des indices
de Shannon
et de Simpson

Interprétation
difficile
en l’absence
de l’évaluation
de l’indice
de Shannon
ou de Simpson

Indice de Chao 2
(1987)

S S = D +
(N-1)

(
f 21

)

2N(f2) Abondance
relative (indice �)

Calcule
le nombre
d’espèces
non observées
à partir de celles
observées

Suppose
que N est grand
et probabilité
d’observation
de chaque espèce
est petite.
Ne donne

A n de
s s. L’a
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br : abréviation ; p : la fréquence relative des espèces ; Nu : nombre moye
ites ; N : nombre d’individus ; D : espèces différentes parmi les S existante

mportante variabilité comme ceux des virus influenza. La
uantification des variants de faible fréquence, constituant
a majorité de la diversité génomique virale, est donc une
ariable pouvant engendrer d’importants biais d’analyse,
ia une élévation artificielle de la diversité virale [20].
’analyse des variants de faible fréquence, reflet de la diver-
ité génétique virale, doit donc prendre en compte les biais
nduits par les analyses informatiques afin de conclure de

anière prudente et raisonnée sur leur impact biologique.
ne étude récente de Debbink et al., parue en 2017,

nsiste, par ailleurs, sur l’intérêt d’une standardisation de la

harge virale préalablement à la constitution de la librairie.
’importantes variations de charge virale dans l’échantillon

nfluencent la spécificité et la sensibilité de la détection
es polymorphismes génomiques et, donc, la quantité de
iversité génomique mise en évidence [21].
nfin, il est important d’insister sur la nécessité d’analyser,
utant que possible, les haplotypes viraux, à savoir le

irologie, Vol 22, n◦ 3, mai-juin 2018
qu’un nombre
minimum
d’espèces

différences nucléotidiques entre paires de séquences ; L : nombre total de
nnée de publication de l’indice est indiquée entre parenthèses.

génome viral dans son intégralité. La reconstitution d’un
génome de plusieurs kilobases, morcelé en inserts de tailles
variables (en fonction de la technologie employée), est
nécessaire dans le cadre de séquençages réalisés avec les
technologies en émulsion (LifeTechnologies, CA, États-
Unis) ou sur phase solide (Illumina, San Diego, États-Unis)
[22]. Ces technologies, dites de deuxième génération,
permettent le séquençage en grande quantité de courtes
séquences, de 75 à 300 bases obtenues après fragmenta-
tion (enzymatique ou mécanique). Un assemblage in silico
des génomes présents dans l’échantillon séquencé est donc

nécessaire pour permettre de relier entre elles les mutations
observées et d’en connaître précisément les proportions
(figure 2). Des solutions informatiques peuvent être appli-
quées pour les reconstituer. Les logiciels utilisés à cette fin
restent néanmoins imparfaits, basés sur des reconstructions
probabilistes. Ces algorithmes de travail sont donc parfois
à l’origine de diversification artificiellement augmentée ou

177
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iminuée, permettant d’estimer (sans les définir précisé-
ent) le nombre d’haplotypes. Pour limiter ces problèmes,

’utilisation d’une technologie de troisième génération
omme le PacBio (Pacific Biosciences, CA, États-Unis)
u le MinIon (Nanopore Technologies, Oxford, Royaume-
ni) pourrait être envisagée. Elle permet de séquencer les

cides nucléiques en un seul « read », sans avoir besoin préa-
ablement de fragmenter les génomes viraux. Il serait donc
ossible de connaître la constitution complète des génomes
nalysés afin de déterminer la proportion réelle de chaque
équence (figure 2). La diversité réelle en serait donc plus
nement quantifiée. La limite importante induite par ces

echnologies, les rendant inutilisables en pratique pour la
étermination des quasi-espèces au niveau haplotypique,
este leur taux considérable d’erreur (15 à 20 % d’erreur
our le PacBio avant traitement informatique). Cela doit
onc être encore amélioré pour en permettre l’utilisation
ans cette problématique [23].

onséquences phénotypiques de la
iversification génomique virale
ur la virulence des infections virales

a diversification génomique
irale comme facteur de virulence

eux études reliant diversification génomique virale et viru-
ence ont été réalisées sur les poliovirus [24, 25].
près avoir mis en évidence une mutation (G64S) confé-

ant une haute fidélité à la polymérase virale sans en altérer
’efficacité réplicative, Vignuzzi et al. ont constaté que la
éplication virale des virus mutés générait une population
faible diversité génétique et virulence. In vivo, une telle
opulation clonale portant cette mutation G64S ne pou-
ait être létale qu’administrée à très haute concentration
t directement dans le système nerveux central (SNC). En
ffet, les virus mutés G64S ne pouvaient pas passer la bar-
ière hématoencéphalique, le SNC étant le site majeur de
éplication de ce virus. Afin de s’assurer que l’absence de
irulence constatée n’était pas due à la seule présence de
ette mutation, le virus G64S a été artificiellement diver-
ifié, par adjonction de ribavirine et de 5-fluoro-uracile au
ilieu de culture diminuant ainsi temporairement la fidélité

e la polymérase virale [26]. La nouvelle population virale

énérée présentait une diversité génomique importante et
a même dose létale pour la souris que les souches virales
auvages (1,6 millions de plaque forming-unit (PFU) (unité
ormant plaque). Enfin, les auteurs ont montré que cette dif-
érence de létalité n’était pas due à l’émergence d’un clone
autement létal. Moins diversifiés (deux à trois fois moins
e mutations), les virions retrouvés par prélèvement au
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niveau du SNC ne présentaient pas la virulence de la popu-
lation virale dans son ensemble. La réinjection à distance
du SNC de ces seuls virions à une souris saine ne condui-
sait pas à une dissémination neuroméningée de ces virus,
justifiant leur faible létalité. Cette preuve expérimentale est
schématisée par la figure 4.
Ces résultats ont conforté l’idée que les quasi-espèces géné-
rées par la diversification génomique étaient nécessaires
à la dissémination méningée de ce virus. Les auteurs ont
avancé l’hypothèse d’une coopération entre variants viraux
au cours du franchissement des multiples barrières rencon-
trées au cours de l’infection ; certains variants facilitant
la colonisation et le franchissement de l’épithélium intes-
tinal, d’autres servant de leurre pour tromper le système
immunitaire alors que les derniers, altérant la barrière héma-
toencéphalique, permettent son franchissement.

La diversification génomique
virale limitant la virulence

Comme cela fut prouvé dans le modèle poliovirus, la riba-
virine, molécule antivirale efficace contre de nombreuses
cibles virales (Herpesviridae, Orthomyxovirus, Paramyxo-
virus, Filovirus. . .), peut aussi augmenter la fréquence de
mutation au-delà d’un seuil tolérable d’erreur. Le franchis-
sement de ce seuil amènerait le virus à une extinction virale
[26, 27]. Contrairement aux modèles d’entérovirus et de
poliovirus pour lesquels la diversification augmenterait la
virulence jusqu’à un certain seuil de tolérance, la ribavirine
pourrait donc provoquer une véritable extinction virale du
fait d’une importante mutagenèse pour certaines espèces
virales telles que le virus de la stomatite vésiculeuse [VSV]
et les hantavirus, par exemple [28-32]. Cette notion, sym-
bolisant le dépassement du seuil d’erreur toléré, est appelée
error catastrophe [33].
La première démonstration de l’aspect délétère de
l’accumulation de mutations dans un génome viral a été réa-
lisée par Holland et al. dans un modèle animal d’infection
à VSV [34]. Ces auteurs ont pu démontrer qu’après
exposition à divers mutagènes viraux (5-fluoro-uracile, 5-
azacytidine), les virus retrouvés infectieux présentaient un
taux de mutation identique à celui des virus sauvages. Ces
résultats confortent l’idée d’un seuil de mutations au-delà
duquel la réplication virale chute drastiquement, expliquant
la disparition des virus comportant un nombre de mutations
supérieur à ce seuil.

La présence d’une sous-population virale artificiellement
diversifiée par l’action de molécules mutagènes pourrait
aussi entraver le pouvoir infectieux de la sous-population
virale « naturelle ». Ce phénomène, parfaitement étudié
dans le cas du syndrome pied-main-bouche, mais impar-
faitement compris dans d’autres infections virales, est
dénommé « défection létale » [35, 36]. La principale
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igure 4. Représentation de l’impact clinique de la diversificati
d’après [24]). IC50 : quantité suffisante pour tuer 50 % de la
oliovirus mutant portant la mutation G64S augmentant la fidélité d
iversifiée artificiellement ; G64Sd-c : population de poliovirus muta
érébrospinal murin ; * : sélection de mutant par culture ; ** : ratio

ypothèse mécanistique se baserait sur la formation de
omplexes protéiques inefficaces codés par les virus por-
eurs d’un nombre anormalement élevé de mutations. Ces
omplexes limiteraient la réplication de la sous-population
auvage entraînant ainsi une diminution de la charge virale
lobale. Une étude de 2011 a montré, dans un essai cli-
ique portant sur le VIH-1, l’applicabilité clinique des
utagenèses virales létales [37]. Le taux de mutation du
IH-1 étant proche du seuil d’erreur toléré, l’augmentation,
ême minime, de ce taux de mutation conduit à l’extinction

apide de la population virale. Il reste néanmoins impossible
’extrapoler les résultats de test in vitro afin de prédire le
élai et l’intensité de l’effet de telles thérapeutiques appli-
uées aux infections humaines, du fait des réservoirs en
résence, des variations dans le fitness viral et de l’intensité
e la réponse immunitaire de l’hôte infecté.
e même, les molécules habituellement utilisées dans le

raitement de certaines néoplasies, comme le 5-fluoro-
racile, ont prouvé leur efficacité dans les modèles murins
’infection par les arénavirus [38]. Néanmoins, aucune

pplication médicale n’a été validée à ce jour, les niveaux
e mutagenèse nécessaires pour une application d’intérêt
édical variant énormément entre les virus et les situa-

ions cliniques. De plus, ces seuils varient en fonction de
a région nucléotidique porteuse de diversité, de la théra-
eutique considérée ainsi que de la génétique du patient.
a variabilité des cas à étudier est telle que l’utilisation de

irologie, Vol 22, n◦ 3, mai-juin 2018
énomique virale dans un modèle murin d’infection à Poliovirus
lation murine expérimentale ; WT : poliovirus sauvage ; G64S :
polymérase virale ; G64Sd : population de poliovirus mutant G64S
4S diversifié artificiellement injectée puis récupérée dans le liquide
miné par normalisation de l’IC50 à l’IC50 du virus sauvage.

ces notions en pratique clinique courante en est impossible
pour le moment.
En conclusion, il apparaît que le taux de mutation viral
est finement déterminé durant l’évolution d’un virus. Alors
qu’une accumulation de mutations peut mener à l’extinction
d’une population virale, leur absence ou leur nombre insuf-
fisant limite la « survie » en environnement changeant, en
cas de conditions hostiles comme la réponse immunitaire de
l’hôte. La « survie » d’un virus donné est donc la résultante
d’un équilibre entre la plasticité et la stabilité génomique,
facilitant l’adaptation à de nouvelles niches écologiques
mais conservant intact le pouvoir réplicatif du virus.

La diversification génomique
des virus respiratoires

Contrairement aux modèles présentés ci-dessus, aucune
étude à ce jour n’a pu mettre en évidence de lien entre

la diversité génomique des virus respiratoires et la sévé-
rité clinique de la maladie dont ils sont responsables. Les
virus respiratoires, principalement à ARN (influenza, VRS
et HRV), ont néanmoins fait l’objet de nombreuses publi-
cations récentes.
Avec un taux de mutation estimé entre 7,1 × 10-6 à
4,5 × 10-5 substitutions par nucléotide par cycle d’infection
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ellulaire, la faible fidélité de la polymérase du virus
nfluenza est le moteur de son évolution [5]. De plus,
ne étude récente a montré que le taux de mutations
u virus influenza, évalué par tests de fluctuation, était
eux fois supérieur à celui constaté par NGS [39, 40].
ans cette méthode, un nombre important de cultures

n parallèle étaient infectées avec un inoculum faible,
ermettant l’émergence de mutants résistants après une
ériode de croissance exponentielle. Les mutations étant
es événements rares et aléatoires, elles suivent un modèle
athématique dit de « Poisson ». Utilisant la résistance aux

nticorps monoclonaux comme mode de sélection, cette
éthode permet une estimation fiable du taux de mutation

ar cycle réplicatif. Ces mutations confirmant la diversité
énétique importante des souches de grippe, concernent
rincipalement les transversions de A vers G et de U vers C.
haque cycle réplicatif induisant deux à trois mutations et
8 à 31 % des mutations ayant une conséquence « létale »
ur le virion, la probabilité qu’un génome viral muté se
éplique efficacement n’est que de 34 à 49 % [41]. Après
énération de 28 à 31 % de mutations directement non
iables pour les virions produits, les auteurs estiment que
rès de 99 % des virions produits sont non infectieux, indé-
endamment du modèle cellulaire infecté, plaçant les virus
nfluenza proches de la limite du taux d’erreur tolérable par
ne souche virale pour rester réplicative [39]. La génération
e souches non infectieuses peut présenter un impact impor-
ant car il a été montré que les particules virales défectives
ourraient avoir un impact sur la virulence de l’infection. La
roduction de ces particules au cours de la réplication virale
st ainsi un facteur de limitation potentiel de la virulence
e cette infection [42].
’étude de la diversification intra- et inter-hôte des génomes
iraux est donc un élément central de la compréhension
e la pathogenèse virale, aussi bien dans sa genèse que
ans ses interactions avec le système immunitaire de l’hôte.
ette compréhension est fondamentale pour construire des
odèles évolutifs de la grippe [10, 43]. La diversité géno-
ique du virus de la grippe chez l’homme a été surtout

tudiée chez les patients immunodéprimés et dans le cadre
es résistances aux antiviraux [44]. Il est intéressant de
oter que les antiviraux mutagènes ne génèrent pas de
ésistance, même après de nombreux passages en culture
ellulaire [42]. Néanmoins, en l’absence de données cli-
iques fiables associées, les caractéristiques de la diversité
énomique grippale, au temps précoce de la maladie, restent
ncore incomprises chez les patients au système immuni-

aire efficace, même si les données disponibles aujourd’hui
uggèrent une diversité globalement faible lors d’une infec-
ion aiguë.
our le VRS, une étude a montré la présence de régions
u génome viral hautement (points chauds de mutation)
u faiblement (points froids de mutation) diversifiées au
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sein d’une même souche [45]. La région codant la pro-
téine G (protéine de surface fixant les récepteurs cellulaires)
étant décrite comme la plus variable du génome des VRS,
la diversité virale peut aussi être considérée comme une
méthode d’amélioration du fitness viral ou de tentative
d’échappement au système immunitaire de l’hôte infecté.
Par opposition, le gène de la protéine M, protéine struc-
turale au carrefour de nombreuses fonctions virales, est
le gène le moins diversifié de l’ensemble du génome du
VRS. De façon globale, le nombre important de points
froids de mutations conforte l’idée selon laquelle le VRS est
un virus restreint dans sa diversification. Cette constatation
est cohérente avec la faible diversification épidémiologique
décrite au cours des 50 dernières années [46]. Le taux de
mutation du VRS reste néanmoins à étayer. Estimé uni-
quement dans certaines situations épidémiques, ce taux
est de 4,95 × 10-3 substitutions par nucléotide par cycle
d’infection cellulaire, soit cinq fois plus que ce qui est
généralement rapporté pour ce virus. Ce taux est surtout
100 à 1000 fois plus important que celui relevé pour le
virus influenza, dont l’évolution phylogénique est pourtant
plus rapide [47]. Ces données sont néanmoins à mettre en
balance avec l’absence de corrélation entre ces variations
génétiques et la sévérité clinique de l’infection.
La transmission inter-hôte peut être aussi un facteur impac-
tant la diversité génomique virale, en amont de toute
diversification. Dans le cadre d’une infection expérimen-
tale à HRV, il a été montré que la diversité génomique
virale initialement retrouvée chez un hôte nouvellement
infecté n’est pas limitée par la transmission préférentielle
d’une faible proportion des variants minoritaires. La quasi-
totalité des variants est en effet secondairement retrouvée
chez les hôtes après infection [48]. Il est par ailleurs intéres-
sant de noter que les auteurs ont pu estimer, pour ce virus, un
taux de mutations intermédiaire, entre 10-4 et 10-3 substitu-
tions par cycle d’infection cellulaire. Au contraire, dans une
étude analysant la transmission de la diversité génétique des
virus influenza, il a pu être mis en évidence l’association
entre la sévérité de la maladie grippale (estimé par la tem-
pérature de l’hôte infecté) et la limitation de la diversité
transmise d’un hôte à l’autre. Ainsi, une restriction de la
diversité génétique de la souche transmise était associée à
une plus grande sévérité chez l’hôte nouvellement infecté
[49]. Cette information est cohérente avec l’hypothèse de
nécessité d’acquisition d’un large panel de mutations et/ou
de réassortiments pour permettre l’obtention d’un fitness
optimisé chez un nouvel hôte [13].

La diversification doit donc se voir comme la résultante
de la proportion (et du taux respectif de mutations) de ces
régions génomiques chaudes et froides. Cette diversifica-
tion théorique reste néanmoins à corréler à la possibilité de
transmission de ces variants minoritaires [13]. Il faut donc
distinguer diversification à court terme et diversification à

Virologie, Vol 22, n◦ 3, mai-juin 2018
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ong terme. Cette diversité à court terme est toujours supé-
ieure à la diversité à long terme, suggérant la sélection
’une fraction des variants générés [47].

onclusion

a prodigieuse évolution des techniques de biologie molé-
ulaire, avec, au premier plan, les techniques de séquençage
haut débit dites de « nouvelles générations », ouvre de

ouveaux champs d’étude en microbiologie. L’étude du
énome viral, initié par le séquençage selon la méthode
e Sanger, est ainsi grandement améliorée. De nombreux
ravaux suggèrent qu’il existe un lien fort entre la diversi-
cation génomique du pathogène et la sévérité clinique de

’infection, au stade initial ou au cours de la maladie. Il reste
éanmoins difficile d’obtenir des données cliniques fiables
ans le cadre des infections respiratoires. En effet, les
ormes bénignes de ces maladies ne sont pas systématique-
ent relevées par les études épidémiologiques au contraire

es formes sévères qui sont celles principalement étudiées.
l sera donc nécessaire de mettre en place des études pros-
ectives, aux prélèvements itératifs systématiques, pour
btenir des données extrapolables. La compréhension fine
u lien entre la diversité génomique virale et l’histoire
aturelle de la maladie permettrait d’améliorer la compré-
ension de la pathophysiologie des maladies infectieuses
t d’identifier des biomarqueurs utilisables en routine.
ette amélioration permettrait ainsi d’optimiser la prise
n charge en service spécialisé des patients présentant
es infections respiratoires aux complications prévisibles.
a détermination des espèces virales sensibles au seuil
’error catastrophe permettra d’envisager le développe-
ent de thérapies innovantes, déstabilisant la polymérase

irale, augmentant ainsi son taux d’erreur et conduisant à
’extinction de la souche. Enfin, l’identification des espèces
irales aux pathogénicités positivement corrélées au taux
e mutation pourrait permettre d’envisager la production
e souches vaccinales atténuées présentant une sécurité
’utilisation augmentée car disposant d’une polymérase
e fidélité améliorée. L’étude de la diversité a donc des
pplications cliniques importantes. Néanmoins, les limites
e ces études restent principalement organisationnelles et
nancières. À terme, elles permettront néanmoins de pro-
oser des modifications majeures pour la prise en charge
es maladies infectieuses virales.
iens d’intérêts : les auteurs déclarent ne pas avoir de lien
’intérêt en rapport avec cet article.
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