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1 Brève histoire de la découverte des Coronavirus 
Au début des années 1930, une nouvelle maladie respiratoire a été décrite dans un élevage 

de poulets situé dans le Dakota du Nord aux Etats-Unis d’Amérique (USA). Cette maladie est alors 

nommée la bronchite infectieuse aviaire. Deux ans plus tard, des scientifiques montrent que le 

pathogène responsable de cette nouvelle maladie est un agent ultra filtrable (virus) qui remplit le 

postulat de Koch1. Ils le nomment alors virus de la bronchite infectieuse (IBV) (Bushnell and 

Brandly, 1933; Fabricant, 1998; Schalk and Hawn, 1931). Au cours des 40 années qui suivent, des 

virus ressemblant à l’IBV ont été décrits dans différentes espèces animales comme les souris 

(Mouse Hepatitis Virus), les rats (Rat Coronavirus, Sialodacryoadenitis Virus), les porcs (virus de 

la gastroentérite transmissible, virus de l’encéphalomyélite hémagglutinante), mais aussi l’Homme 

(B814, 229E). Ce n’est qu’à la fin des années 1960 qu’un consortium de huit virologues, mettant 

en commun leurs observations, conclut que les différents isolements viraux observés en 

microscopie électronique correspondent à une même famille virale. Ces scientifiques prennent 

alors la décision de nommer ce nouveau groupe Coronavirus, du fait de leur apparence en couronne 

(Corona en latin) observée sur les images de microscopie (McIntosh, 1974; Tyrrell et al., 1968) 

(Figure 1). 

 

 
Figure 1: Différents coronavirus observés en microscopie électronique à transmission. 1) Coronavirus Humain, 

souche 229E ; 2) Coronavirus Humain, souche OC16 ; 3) Virus de la bronchite infectieuse, souche Beaudette ; 4) 

Virus de l’hépatite murine, souche A59. Les barres représentent une échelle de 100 nm. Images issues de McIntosh 

(1974). 

 

                                                 
1 Postulat de Koch : le micro-organisme doit être isolé à partir d’un sujet malade ; le micro-organisme doit être cultivable et isolable ; 

le micro-organisme isolé doit pouvoir reproduire la maladie après inoculation à de nouveaux sujets sensibles ; le micro-organisme doit pouvoir être 
ré-isolé à partir des sujets inoculés. 
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Depuis, le groupe des Coronavirus n’a cessé de s’agrandir avec la détection et l’isolement 

continuels de nouvelles souches chez différentes espèces, le dernier en date étant le SARS-CoV2, 

virus responsable de la pandémie de COVID-19. Le groupe des Coronavirus a été organisé en une 

grande famille taxonomique appelé Coronaviridae, qui a été officiellement reconnue en 1975 par 

le Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV - 

https://talk.ictvonline.org/taxonomy/p/taxonomy_releases). Cette famille appartient au règne 

Riboviria, au royaume des Orthornavirae, au phylum des Pisuviricota, à la classe des 

Pisoniviricetes, à l’ordre des Nidovirales, et au sous-ordre des Cornidovirineae. Actuellement, la 

famille des Coronaviridae se décompose en deux sous-familles : Letovirinae, qui inclut un seul 

genre viral Alphaletovirus ; et Orthocoronavirinae qui inclut quatre genres viraux 

Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus et Deltacoronavirus (ICTV - Figure 2). 

 

 
Figure 2: Taxonomie des coronavirus selon le Comité International de Taxonomie des Virus. Mise à jour effectuée le 22 

mai 2020. 

 

https://talk.ictvonline.org/taxonomy/p/taxonomy_releases
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Bien que la sous-famille Letovirinae et le genre Alphaletovirus soient relativement récents 

(Juillet 2018 avec la découverte d’un génome de Microhyla letovirus, un virus de batracien), les 

quatre genres appartenant aux Orthocoronavirinae sont les genres « historiques » des Coronavirus. 

Les Alpha- Beta- et Gammacoronavirus, dont les noms sont apparus en 2008 et officialisés en 

2011 (King et al., 2011), étaient initialement dénommés en tant que Coronavirus des groupes I, II 

et III respectivement. Le genre des Deltacoronavirus n’a officiellement été créé qu’en 2011 

(ICTV), à la suite de la découverte de nouveaux génomes de Coronavirus (Woo et al., 2009). Pour 

ces quatre genres viraux, 25 sous-genres se répartissent de la façon suivante : 14, 5, 3, et 3 sous-

genres respectivement. Sur la base de comparaisons génétiques et de la classification taxonomique, 

il semblerait que le plus lointain ancêtre des Coronavirus soit apparu chez les animaux volants, et 

qu’à la suite de différents échanges entre les oiseaux et les chauve-souris, une spéciation soit 

survenue (Woo et al., 2012). À partir de ce moment, les chauves-souris seraient à l’origine des 

Alphacoronavirus et des Betacoronavirus (comme le virus de la diarrhée épidémique porcine et le 

virus hémagglutinant de l'encéphalomyélite porcine respectivement), alors que les oiseaux seraient 

à l’origine des Gammacoronavirus et des Deltacoronavirus (comme le virus de la bronchite 

infectieuse et le bulbul coronavirus respectivement). 

Actuellement, à l’exception de génomes de Gammacoronavirus détectés chez la baleine 

blanche (Mihindukulasuriya et al., 2008), et chez les dauphins (Woo et al., 2014) et de 

Deltacoronavirus détecté et isolé chez des porcs (Hu et al., 2015; Woo et al., 2012), les virus de 

ces deux genres viraux infectent des oiseaux. Jusqu’à aujourd’hui, les Deltacoronavirus aviaires 

ont été détectés chez des oiseaux sauvages, et les Gammacoronavirus aviaires ont été retrouvés 

chez les oiseaux d’élevage. Deux Gammacoronavirus aviaires, du sous-genre des Igacovirus ont 

fait l’objet d’étude du présent projet de thèse : l’IBV et le Coronavirus de la dinde (TCoV). 
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2 Description des Gammacoronavirus aviaires 

2.1 Structure, morphologie et caractéristiques physico-chimiques du virion 

La particule virale présente un aspect pléomorphe, le plus souvent sphérique (Figure 1), 

avec un diamètre qui peut varier entre 80 et 160 nm (Berry et al., 1964; McIntosh, 1974; Sturman 

and Holmes, 1983). Les particules virales ont des projections qui partent vers l’extérieur et qui 

leur confèrent leur aspect dit « en couronne ». Les coronavirus aviaires présentent six éléments 

majeurs, communs à tous les membres des Coronaviridae. Une bicouche lipidique compose la 

membrane du virus et permet l’ancrage de trois protéines virales nommées protéine de Spicule (S), 

protéine d’Enveloppe (E), protéine de Membrane (M). À l’intérieur de la particule virale se trouve 

un génome ARN et une quatrième protéine de structure, la Nucléoprotéine (N), qui recouvre le 

génome viral afin de former une nucléocapside à symétrie hélicoïdale. L’ensemble de la particule 

virale a une densité de 1,18 g/mL (Macnaughton and Davies, 1980) (Figure 3A). 

 
Figure 3: Schéma de l’organisation structurelle de la particule virale des Gammacoronavirus aviaires et 

de leur génome. A) Représentation de la particule virale, avec une membrane dans laquelle est retrouvée les 

protéines de structure du virus : la protéine de membrane M (marron), la protéine de spicule S (jaune), la 

protéine d’enveloppe E (orange) et le complexe ribonucléoprotéique, formé par l’association de la 

nucléoprotéine N (vert) et du génome viral. B). Représentation schématique de l’organisation du génome viral, 

un ARN simple brin de polarité positive. Sont représentés également, les produits de la traduction de l’orf1ab 

(PP1a et PP1ab) ainsi que les ARN viraux sous-génomiques produits à la suite d’une transcription discontinue 

du génome viral (trois ARN monocistroniques et deux ARN polycistroniques). Image provenant de ViralZone, 

Swiss Intitute of Bioinformatics). 
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2.2 Organisation génomique 

Les génomes de coronavirus font partie des plus grands génomes ARN (Watkins et al., 

1975) actuellement connus, avec une taille moyenne de 27,5 kb dans le cas des Gammacoronavirus 

aviaires (Figure 3B). Ces génomes sont constitués d’un ARN simple brin de polarité positive 

(MacNaughton, 1978), c’est-à-dire directement traduisible par les ribosomes cellulaires après 

l’entrée du génome dans la cellule. La toute première séquence complète d’un génome de 

coronavirus a été établie pour l’IBV (Boursnell et al., 1987) et bien que les génomes de chacune 

des souches de Coronaviridae possèdent leurs propres particularités, cette première séquence a 

révélé l’organisation génomique partagée par tous les membres de cette famille virale. 

À l’instar des ARN messagers cellulaires, l’extrémité 5’ des génomes de 

Gammacoronavirus est coiffée par l’ajout d’une 7-methylguanosine qui précède une région non 

traduite dite 5’UTR (Untranslated Region) (Hulo et al., 2011). L’extrémité 3’ des génomes est 

formée d’une région non traduite dite 3’UTR à la fin de laquelle se trouve une queue poly-A 

(MacNaughton, 1978; Schochetman et al., 1977) (Figure 3B). La coiffe et la queue poly-A sont 

des marqueurs d’ARN messagers cellulaires qui permettent au génome viral de leurrer la défense 

intrinsèque de la cellule et ainsi échapper à la dégradation par des facteurs de restriction 

cytosolique (Hyde and Diamond, 2015; Linares-Fernández et al., 2020). Ces marqueurs permettent 

également l’initiation de la traduction de l’ARN génomique viral dès son entrée dans la cellule 

(Nakagawa et al., 2016). Au sein des régions 5’ et 3’ UTR se trouvent différentes structures 

secondaires de l’ARN impliquées dans la régulation de la transcription/réplication du génome viral 

(Dalton et al., 2001; Yang and Leibowitz, 2015). Situés entre les deux UTRs, cinq gènes essentiels, 

nommés orf1ab, S, E, M et N, sont retrouvés dans le génome de tous les coronavirus. Occupant 

près de deux tiers du génome viral et long de plus de 20 kb, l’orf1ab code pour des protéines 

impliquées dans le cycle viral (réplication, transcription) et dans la mise en place d’organites de 

réplication. Dans le dernier tiers du génome viral se trouvent les gènes S, E, M, N qui codent pour 

quatre protéines de structures. Dans cette même région sont également retrouvés différents gènes 

accessoires, dont le nombre varie en fonction des souches. Ces gènes sont dits accessoires car 

l’activité des protéines encodées n’est pas nécessaire à la réplication virale in vitro, et leur 

l’absence in vivo entraîne une réduction de l’infectivité du virus dans l’hôte. 

2.3 Protéines des Gammacoronavirus aviaires 

2.3.1 Les protéines non structurales 

L’orf1a/1ab représente les deux tiers proximaux du génome viral, soit près de 20kb. 
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Tableau 1 : Liste des protéines non structurales des Coronaviridae et leurs rôles associés. 

Nom Fonction de la protéine Références 

NSP1 

 

Absente des Gammacoronavirus, serait impliquée dans la réduction de la 

traduction des ARNm cellulaires 
 

(Narayanan et al., 2015) 

NSP2 
 

Fonction inconnue, n’est pas forcément nécessaire à la réplication 
 

(Graham et al., 2006) 

NSP3 

 

Protéase Papaine-like : clivage entre différentes NSP 

Rôle dans la formation des organites de réplication 
 

(Lei et al., 2018) 

(Doyle et al., 2018) 

NSP4 
 

Rôle dans la formation des organites de réplication 
 

(Doyle et al., 2018) 

NSP5 
 

Cystine protéase : clivage entre différentes NSP 
 

(Fields et al., 2013) 

NSP6 

 

Détourne le mécanisme d’autophagie 

Rôle dans la formation des organites de réplication 
 

(Cottam et al., 2014, 2011; 

Doyle et al., 2018) 

NSP7 
 

Avec NSP8 : forme le cofacteur de processivité de NSP12 
 

(Subissi et al., 2014) 

NSP8 

 

Initialement décrite comme une primase permettant de synthétiser une 

amorce initiatrice de transcription du génome, plus récemment décrite 

comme étant l’acteur qui permet de synthétiser la queue polyA des ARN 

viraux 

Avec NSP7 : forme le cofacteur de processivité de NSP12 
 

(Imbert et al., 2006) 

(Tvarogová et al., 2019) 

(Subissi et al., 2014) 

NSP9 

 

Fixation à ARN simple brin potentiellement pour fixer le complexe de 

réplication 
 

(Zeng et al., 2018) 

NSP10 
 

Cofacteur de NSP14 et NSP16 
 

(Bouvet et al., 2014) 

NSP11 

 

Aucun rôle de décrit 

Extrémité C-terminale de PP1a, taille de 23 acides aminés 

Les 15 premiers acides aminés correspondent aux 15 premiers acides 

aminés de NSP12 
 

/ 

NSP12 
 

ARN polymérase ARN dépendante 
 

(Tan et al., 2018) 

NSP13 

 

Hélicase : permet d’ouvrir les structures ARN du génome viral 

Activité phosphatase : retire le phosphate gamma du GTP ajouté afin de 

former la coiffe 
 

(Ivanov and Ziebuhr, 

2004) 

NSP14 

 

3’5’ exoribonucléase : confère au complexe de transcription/réplication 

une activité de relecture 

Ajoute le méthyl en position 7 de la base G qui sert de coiffe aux ARN 

viraux 
 

(Eckerle et al., 2007) 

(Jin et al., 2013) 

NSP15 

 

Endoribonucléase : clive les ARN après des uridines 

Fonction associée à la digestion de la séquence polyU présente à 

l’extrémité 5 des ARN viraux antisens et qui semble être un marqueur de 

danger pour la cellule, détectée par MDA5 
 

(Cao et al., 2008a) 

(Hackbart et al., 2020) 

NSP16 

 

2’O-méthyltransférase : ajoute un groupement méthyl sur le premier ribose 

de ARN en 2’ lors de la formation de la coiffe 
 

(Decroly et al., 2008) 
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Les orf1a et 1ab codent pour deux poly-protéines (PP), nommées PP1a et PP1ab, qui sont 

produites dans des proportions respectives d’environ 70 et 30% (Brierley et al., 1987). Lors de la 

production de PP1a, une structure particulière de l’ARN associée à une séquence dite glissante 

(localisées au milieu de l’orf1a/1ab) permet au ribosome de reculer d’un nucléotide, décalant ainsi 

le cadre de lecture, pour permettre la production de PP1ab (Brierley et al., 1992, 1991). 

Afin de permettre la libération de toutes les protéines non structurale (NSP), les deux poly-

protéines sont séquentiellement clivées par l’action combinée de deux protéases virales (nommées 

NSP3 et NSP5) présentes au sein de PP1a. Après clivage, quinze NSP sont produites (NSP2 à 11, 

produites par PP1a, NSP2 à 16 produites par PP1ab). Une seizième protéine, NSP1, est retrouvée 

chez les Alphacoronavirus et Betacoronavirus, mais n’est pas présente chez les 

Gammacoronavirus. Les NSP sont des protéines multifonctionnelles impliquées dans divers 

mécanismes comme la diminution de la traduction des ARNm cellulaires, la modulation de la 

défense cellulaire intrinsèque vis-à-vis de l’infection, la formation d’organites de réplication, mais 

également la production d’un complexe multi-protéique de transcription/réplication du génome 

viral, formé par l’association des NSP7, 8, 9, 10, 11/12, 13 et 14 (Snijder et al., 2016). 

2.3.2 Les protéines structurales 

Le gène S code pour la protéine de spicule (aussi appelé protéine S). Cette protéine est le 

principal déterminant antigénique du virus et constitue la partie la plus exposée du virus (Figure 

3, en jaune). Pour être fonctionnelle, cette protéine s’auto-assemble en trimère. Chaque monomère 

est clivé en deux sous-domaines (S1 et S2), qui restent liés entre eux de façon non covalente. Dans 

sa partie N-terminale (S1), le trimère présente le site de fixation aux récepteurs cellulaires et dont 

la reconnaissance par des anticorps peut neutraliser le virus, l’empêchant d’entrer dans la cellule. 

Malgré la présence du site de fixation au récepteur cellulaire, S1 est la région la plus variable de 

la protéine, permettant ainsi au virus d’échapper aux anticorps neutralisants. Dans sa partie C-

terminale (S2) se trouve le peptide de fusion qui permet la fusion de la membrane virale avec celle 

de la cellule lors de l’entrée virale (Wickramasinghe et al., 2014). 

Le gène E, aussi appelé gène 3c chez les Gammacoronavirus aviaires, code pour la protéine 

d’enveloppe (Figure 3, en orange), qui est la protéine de structure la moins représentée de la 

particule virale. Cette protéine se pentamérise pour former une viroporine, un canal ionique 

localisé dans la membrane de l’appareil de Golgi et où elle permet de modifier son pH luminal 

probablement afin de préserver l’intégrité de la protéine de spicule lors de son passage dans 

l’appareil de Golgi (Westerbeck and Machamer, 2015, 2019). 
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Le gène M code pour la protéine la plus abondante de la particule virale, la protéine de 

membrane (Figure 3, en marron), qui donner sa forme à la particule. Cette protéine possède trois 

domaines transmembranaires, un petit domaine N-terminal extravirion et un domaine C-terminal 

intravirion plus important. Dans les membranes, il semblerait que la protéine M se dimérise et est 

alors capable de prendre deux formes : la première, dite compacte, permettrait de fixer le complexe 

ribonucléoprotéique formé par l’association du génome viral et de la nucléoprotéine ; la seconde, 

dite longue, joue son rôle au moment du bourgeonnement afin de rigidifier la membrane de la 

particule virale (Neuman et al., 2011). 

Le gène N code pour la nucléoprotéine (Figure 3, en vert), qui est fixée au génome viral 

mais qui ne permet qu’une protection partielle du génome viral contre une digestion enzymatique 

par les ribonucléases (Davies et al., 1981; Macneughton and Davies, 1978). La nucléoprotéine est 

phosphorylée (Jayaram et al., 2005) et se compose de trois domaines. Les domaines dits NTD (N-

terminal domain) et CTD (C-terminal domain) fixent le génome viral, tandis que le troisième, 

nommé Domaine 3, interagit avec la protéine M, probablement afin de permettre l’empaquetage 

du génome viral lors du bourgeonnement de la particule virale (McBride et al., 2014). 

2.3.3 Les protéines accessoires 

Les génomes des Coronaviridae possèdent également des gènes accessoires dont le 

nombre, la localisation sur le génome et la dénomination varient en fonction du type viral. Dans 

le cas des coronavirus aviaires IBV et TCoV quatre gènes accessoires ont été identifiés. Les gènes 

accessoires 3a et 3b sont situés entre les gènes S et E et les protéines encodées impacte la défense 

antivirale intrinsèque de la cellule en modulant la réponse interféron (Kint et al., 2015). Les gènes 

accessoires 5a et 5b sont situés entre les gènes M et N mais le rôle des protéines encodées est 

encore méconnu. Dans le cas du TCoV, quatre autres cadres de lectures ont été également prédits : 

les gènes 4b et 4c situés en aval du gène M, le gène 6b situé en aval du gène N et l’orf X situé 

entre les gènes M et 5a (Brown et al., 2016; Cao et al., 2008b). Cependant, aucune preuve n’a été 

apportée quant à l’expression des gènes 4b, 4c, 6b et orf X in vitro ou in vivo (Gomaa et al., 2008). 

À l’heure actuelle, et cela est valable pour l’ensemble des membres de Coronaviridae, aucun gène 

accessoire n’a encore été décrit entre les gènes E et M. 

Ces gènes sont dit accessoires car les virus ne les possédant pas (ou possédant des gènes 

accessoires non fonctionnels) peuvent se répliquer in vitro, et in vivo, l’absence de ces gènes 

permet une atténuation du virus (Laconi et al., 2018; van Beurden et al., 2018). Par ailleurs, il 

existe des souches naturelles d’IBV infectieuses qui présentent une organisation génomique 

dépourvue de gènes accessoires (Hewson et al., 2011). 
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2.3.4 Focus sur la protéine S des Gammacoronavirus aviaires 

La protéine S est une protéine à un seul domaine transmembranaire dont l’extrémité N-

terminale est située en extracellulaire (protéine transmembranaire de type I). Cette protéine est 

également une protéine de fusion de type I dont le fonctionnement nécessite une trimérisation et 

un clivage (Bosch et al., 2003). Du fait de la grande diversité de séquences, la taille de la protéine 

S est variable, actuellement comprise entre 1140 et 1230 acides aminés. En absence de 

modifications post-traductionnelles, la masse moléculaire de cette protéine est d’environ 128 kDa, 

mais peut atteindre 200 kDa grâce aux multiples sites potentiels de N-glycosylation (Shang et al., 

2018; Wickramasinghe et al., 2014) qui permettraient de moduler la fixation de la protéine sur les 

acides sialiques (Bouwman et al., 2020). La protéine S se décompose en trois segments: un 

ectodomaine, un domaine transmembranaire et un domaine intravirion. La présence d’un site de 

clivage (motif RRFRR/S) dans l’ectodomaine (Cavanagh et al., 1986) permet la dissociation de 

deux sous unités, S1 (en N-terminal) et S2 (en C-terminal). Ce clivage est nécéssaire à l’activité 

de fusion de la protéine et est réalisé par une protéase cellulaire de type furine. 

 
Figure 4: Structure de l’ectodomaine de la protéine de spicule de l’IBV (souche IBV-Beaudette) déterminée 

par cryoélectro microscopie. A) représentation linéaire des différentes régions de l’ectodomaine de la protéine S. B) 

représentation tridimensionnelle de la forme préfusion du trimère et du monomère S à la surface de la particule virale, 

les régions en sphère dans l’image du deuxième monomère représentent les régions hypervariables (HVR). N/CTD : 

domaine N ou C-terminal, SD : sous domaine, FP : peptide de fusion, HR : région répétée en heptade, CH : hélice 

centrale, n.a. : non affichée. Les images ont été modifiées à partir de Shang et al., 2018. 

La sous-unité S1 est impliquée dans la reconnaissance du récepteur (Hulswit et al., 2016). 

Chez l’IBV, il a été montré que cette sous-unité est composée de quatre domaines : un domaine 

N-terminal (S1-NTD) et un domaine C-terminal (S1-CTD) qui fonctionnent comme des domaines 

de liaison aux récepteurs et deux domaines additionnels SD1 et SD2 formés par le rapprochement 

de séquences protéiques distantes (SD1’ avec SD1’’ et SD2’ avec SD2’’) dont les rôles sont encore 
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inconnus (Shang et al., 2018). S1 est également caractérisée par la présence de trois régions 

hypervariables (HVR1, 2 et 3) (Figure 4)  (Kusters et al., 1989; Shan et al., 2018) au niveau 

desquelles des épitopes spécifiques du sérotype viral sont retrouvés. La fixation d’anticorps sur 

ces régions peut permettre de neutraliser les virus (Cavanagh et al., 1988). La sous-unité S2 est 

plus conservée entre les différentes souches d’IBV que la sous-unité S1. Elle est impliquée dans 

le processus de fusion des membranes virales et cellulaires (Hulswit et al., 2016). S2 contient deux 

régions répétées en heptade (heptad repeat - HR1 (Figure 4) et HR2 non-indiquée), une succession 

d’acides aminés hydrophobes qui compose le peptide de fusion et dont le rôle est de permettre la 

fusion des membranes virale et cellulaire, ainsi qu’un domaine transmembranaire qui permet 

l’ancrage de la protéine dans la membrane virale et un domaine intravirion. 

2.4 Cycle viral des Gammacoronavirus aviaires 

Les différentes étapes du cycle viral sont représentées dans la figure 5. 

 

Figure 5: Représentation schématique du cycle viral. Le cycle réplicatif du virus est entièrement cytoplasmique. 

1) Fixation de la particule virale au récepteur cellulaire ; 2) Endocytose de la particule virale puis fusion de la 

membrane virale avec celle de l’endosome ; 3) Traduction de l’orf1ab pour permettre l’expression des protéines 

impliquées dans la modulation des fonctions cellulaires et dans la formation du complexe de transcription/réplication ; 

4) Formation des organites de réplication dans lesquels se déroule la transcription/réplication du génome viral ; 5) 

Création des ARN sous-génomiques antisens (-)sgRNA ; 6) Synthèse des ARN sous-génomiques sens (+)sgRNA 

coiffés et polyadénylés, afin de produire les protéines de structure (S, E M et N) du virus ; 7) Synthèse d’un ARN 

génomique antisens (-)gRNA puis d’un nouveau génome viral (+)gRNA ; 8) Assemblage et bourgeonnement de la 

particule virale dans le compartiment intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et le Golgi (ERGIC) ; 9) 

Transport de la vésicule d’exocytose contenant la particule virale vers la membrane plasmique ; 10) Sortie de la 

particule virale par fusion de la vésicule d’exocytose avec la membrane plasmique. Image modifiée à partir de la figure 

28.6 du livre Fields Virology 6ème édition. 



29 

 

2.4.1 Attachement du virus à la surface cellulaire 

Afin de permettre l’entrée du virus dans les cellules, celui-ci doit se fixer à un ou plusieurs 

récepteurs cellulaires. À ce jour, aucun récepteur de nature protéique n’a été décrit comme étant 

impliqué dans l’entrée des Gammacoronavirus IBV ou TCoV dans les cellules cibles. 

L’aminopeptidase N, un récepteur identifié de certains Alphacoronavirus comme le coronavirus 

de la gastroentérite transmissible du porc ou le coronavirus de la péritonite infectieuse féline 

(Hulswit et al., 2016; Li, 2015), a été testé comme récepteur potentiel au travers de deux études 

dont les conclusions sont contradictoires. Une première étude rapporte que l’expression transitoire 

de l’aminopeptidase N dans des fibroblastes reinaux de hamster (BHK21) permettait l’entrée de 

IBV-Ark99 dans les cellules, alors même que les BHK21 ne sont pas permissives naturellement à 

l’IBV (Miguel et al., 2002). La seconde étude contredit la première (Chu et al., 2007). 

En revanche, les acides sialiques α-2,3 ont été montrés comme nécessaires pour l’infection 

de cellules ou d’anneaux de trachée par IBV (Rahman et al., 2009; Winter et al., 2008, 2006) 

(Figure 5.1). Au cours du cycle viral, la protéine de spicule est clivée en deux sous-unités (S1 et 

S2) et bien que la sous-unité S1 posséde les sites de fixation aux acides sialiques, S2 pourrait 

également être impliquée dans la fixation des particules virales sur les acides sialiques. En effet, il 

a été observé que la sous-unité S1 de la souche IBV-Beaudette ne pouvait pas fixer les acides 

sialiques, alors que l’ectodomaine de la protéine de spicule (correspondant à la partie S1 + S2) le 

pouvait (Promkuntod et al., 2013). Ce type de récepteur est localisé à la surface des tissus 

épithéliaux de la trachée (Winter et al., 2008), des poumons (Promkuntod et al., 2014), des intestins 

(Guo et al., 2007), des reins (Kuchipudi et al., 2009) et des oviductes (Mork et al., 2014), qui sont 

des tissus infectés par IBV. Cependant, même si des études in vitro ont montré que le changement 

de quelques acides aminés au niveau des régions hypervariables de S1 pouvait engendrer une 

modification de fixation de S1 sur les acides sialiques, permettant une modulation du tropisme 

(Bouwman et al., 2020; Saiada et al., 2020), ce type de récepteur ne semble pas être le seul 

déterminant permettant l’infection des cellules. En effet, il a été montré que les protéines S1 de 

deux souches IBV néphropathogéniques (IBV-QX et IBV-B1648) pouvaient fixer les acides 

sialiques présents sur les épithéliums des oviductes, mais que seul la souche IBV-QX était capable 

d’infecter les cellules épithéliales de ce tissu (Mork et al., 2014). Ainsi, d’autres récepteurs ou 

facteurs intracellulaires sont probablement impliqués dans la capacité du virus à entrer et se 

répliquer dans différents tissus. 

Un premier exemple est la capacité de la souche IBV-Beaudette à utiliser un autre type de 

récepteur pour fixer la surface cellulaire. L’IBV-Beaudette est la seule souche à se répliquer 
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efficacement sur cellules Vero, des cellules d’origine mammifère. Cette capacité à infecter des 

cellules de mammifère a été supposée possible grâce à l’utilisation des héparanes sulfates (Madu 

et al., 2007). 

Un deuxième exemple est la présence de sites de clivages additionnels au sein de la protéine 

de spicule, par le changement de quelques acides aminés seulement. Ces sites additionnels 

semblent être déterminants dans le changement de tropisme des Coronavirus et possiblement dans 

les cas de sauts d’espèces (Cheng et al., 2019; Yamada and Liu, 2009). La souche IBV-Beaudette 

possède un deuxième site de clivage (RRRR/S, nommé S2’, situé en amont du peptide de fusion) 

qui pourrait expliquer sa capacité à se répliquer sur cellule Vero et potentiellement d’autres types 

cellulaires (Yamada and Liu, 2009). Renforçant cette hypothèse, l’introduction artificielle d’un 

deuxième site de clivage dans la protéine S de la souche IBV-QX a permis à la souche 

recombinante d’infecter des cellules embryonnaires de poulet, alors que la souche IBV-QX avec 

un seul site de clivage ne le pouvait pas (Cheng et al., 2019). Par ailleurs, l’inoculation de la souche 

IBV-QX recombinante à des poulets a révélé que la souche recombinante était capable d’infecter 

les neurones, alors que la souche avec un seul site de clivage ne le pouvait pas. De plus, les sujets 

inoculés avec la souche recombinante ont subi des encéphalites ainsi qu’une mortalité prématurée 

(Cheng et al., 2019). La présence d’un deuxième site de clivage S2’ a également été montrée chez 

plusieurs Betacoronavirus, y compris le SARS-CoV2, qui en aurait potentiellement un troisième 

(Coutard et al., 2020).  

Au cours des années 1960, un changement de tropisme d’une souche Mass41 a été observé 

à la suite d’un refroidissement accidentel de poulets inoculés. Après le refroidissement, la souche 

respiratoire a changé de tropisme et s’est révélée capable de se répliquer dans les reins et a 

provoqué des népropathies (Cook et al., 2012). Cette observation suggère que les conditions 

environnementales, et donc les conditions d’élevage, influencent le tropisme cellulaire des souches 

d’IBV. 

Dans les cas d’infection par le TCoV, mais également avec les coronavirus de pintade et 

de caille, les N-glycanes possédant plusieurs répétitions de N-acétyl-lactosamine ont été prédits 

pour être impliqués dans l’entrée du virus dans les cellules (Wickramasinghe et al., 2015). 

2.4.2 Entrée du virus dans la cellule 

En utilisant la souche IBV-Beaudette, il a été observé qu’après fixation du virus à la surface 

de différents types cellulaires (cellules Vero, DF1, Huh7 et H1299), l’internalisation des particules 

virales dans un endosome est majoritairement effectuée par un mécanisme d’endocytose médié 

par la clathrine (Wang et al., 2019) (Figure 5.2). Toutefois, lors de l’utilisation des cellules H1299, 
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l’inhibition de la voie d’endocytose dépendante de la cavéoline a également permis de réduire, à 

un niveau moindre, l’internalisation du virus, suggérant donc qu’en plus d’un mécanisme 

majoritaire, un mécanisme d’entrée minoritaire pourrait être utilisé en fonction du type cellulaire 

(Wang et al., 2019). Après endocytose, l’acidification progressive de l’endosome au cours de sa 

maturation en lysosome est supposée provoquer des changements de conformation de la protéine 

S trimérique, permettant le démasquage des peptides de fusion présents dans le cœur hydrophobe 

de chaque monomère S2. Ces peptides vont alors être propulsés dans la membrane du lysosome 

afin de permettre la fusion de la membrane virale avec celle du lysosome (Chu et al., 2006). À la 

suite de cette fusion, le complexe ribonucléoprotéique (ou nucléocapside), formé par l’association 

du génome viral et des protéines N associées, est libéré dans le cytosol. 

2.4.3 Traduction et Transcription/Réplication du génome viral 

Après être libéré dans le cytosol, le génome des coronavirus, un ARN coiffé et polyadénylé, 

est directement traduit par les ribosomes cellulaires afin de produire les polyprotéines PP1a et 

PP1ab (Figure 5.3). Ces protéines sont clivées par l’action des deux protéases virales (NSP3 et 

NSP5), permettant ainsi de libérer tous les acteurs impliqués dans la transcription et réplication du 

génome viral. Certaines de ces protéines provoquent un réarrangement du réseau membranaire de 

la cellule (Tableau 1), afin de créer des organites (ou sphérules) qui constituent le centre de 

transcription/réplication du génome viral (Maier et al., 2014) (Figure 5.4). Dans ces centres, 

l’expression des protéines structurales repose sur la stratégie de transcription/réplication du 

génome viral. Le complexe de transcription/réplication se positionne sur l’extrémité 3’ du génome 

via la reconnaissance de différentes structures secondaires de l’ARN dans la région 3’UTR. 

L’initiation de la transcription est encore mal connue. Elle a d’abord été supposée comme débutant 

par l’action de NSP8 en tant que primase (Imbert et al., 2006), mais cette hypothèse a ensuite été 

contredite (Subissi et al., 2014; Tvarogová et al., 2019). Après avoir été initiée, NSP12 poursuit le 

processus de transcription en direction de l’extrémité 5’ du génome viral, aidé en arrière par un 

anneau de processivité formé par l’association de huit NSP7 et huit NSP8 (Subissi et al., 2014; te 

Velthuis et al., 2012) et aidé en avant par l’hélicase NSP13 qui défait les structures ARN pour 

permettre le passage du complexe de transcription/réplication. À chaque ajout d’un nouveau 

ribonucléotide, la validité de cette incorporation semble être vérifiée par NSP14, qui retirerait les 

nucléotides mal incorporés grâce à son activité 3’-5’ exonucléasique (Eckerle et al., 2007). 

À un moment de sa progression, le complexe de transcription/réplication rencontre une 

séquence particulière présente en amont de chaque cadre de lecture, un signal de régulation de la 

transcription, appelé TRS-b (Transcription Regulatory Sequence - body). En rencontrant cette 
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séquence, le complexe de transcription/réplication a la possibilité de « sauter » directement vers le 

TRS le plus proche de l’extrémité 5’ du génome, appelé TRS-L (Transcription Regulatory 

Sequence - Leader) pour ensuite continuer de transcrire l’extrémité 5’ du génome, ou de continuer 

la transcription du génome viral en direction de l’extrémité 5’. Si le complexe de réplication 

« saute », alors l’ARN viral créé est plus court que le génome viral, l’ARN viral est alors dit « sous-

génomique » (sgARN). De plus, il est le complémentaire de l’ARN génomique qui lui a servi de 

matrice, il est alors dit « anti-sens » (Sethna et al., 1989) (Figure 5.5). Après la production du 

sgARN anti-sens, le complexe de transcription/réplication se positionne sur l’extrémité 3’ de ces 

molécules afin de produire le sgARN sens (Figure 5.6). Cet ARN est coiffé par l’action consécutive 

de plusieurs NSP. NSP13 hydrolyserait le phosphate γ présent sur le nucléotide qui forme 

l’extrémité 5’ du nouvel ARN, avant l’ajout d’une guanosine monophospatée par un acteur encore 

inconnu. Puis, NSP14 permettrait l’ajout d’un groupement méthyl sur la base guanosine de la 

coiffe, avant que NSP16, avec l’aide de son cofacteur NSP10, n’ajoute un groupement méthyl sur 

le premier ribose (position 2’) de la séquence ARN (Aouadi et al., 2017). Cet ARN coiffé est 

également polyadénylé, probablement par l’activité 3’ terminal adényl-transférase de NSP8 

(Tvarogová et al., 2019). Le premier cadre de lecture du sgARN est alors traduit afin de produire 

les protéines virales non codées par orf1ab. Afin de produire toutes ces protéines, le complexe de 

transcription/réplication peut ignorer le premier TRS-b rencontré et poursuivre la transcription 

jusqu’à rencontrer un nouveau TRS-b au niveau duquel le choix de « sauter » ou de continuer est 

alors encore possible. En suivant ce processus, toute une série de sgARN sens est ainsi créée, 

chacun possédant la même extrémité 3’ et la même extrémité 5’ que le génome viral, mais dont le 

premier cadre de lecture (dans le sens 5’ - 3’) diffère en fonction des sgARN (Figure 5.6). Ces 

ARN sont donc structurellement polycistroniques (ils contiennent l’information génétique de 

plusieurs gènes), mais sont fonctionnellement monocistroniques (seul le premier cadre de lecture 

rencontré par les ribosomes est traduit), à l’exception du sgARN exprimant les protéines 

accessoires 3a, 3b et E [3c] (Liu et al., 1991; D. X. Liu and Inglis, 1992) et possiblement du sgARN 

permettant l’expression des gènes 5a et 5b (D.X. Liu and Inglis, 1992). 

Lorsque le complexe de transcription/réplication ignore toutes les séquences TRS-b, alors 

la transcription complète du génome est réalisée, aboutissant à la création d’un ARN génomique 

anti-sens (Figure 5.7). Le complexe de transcription/réplication se fixe ensuite sur l’extrémité 3’ 

de l’ARN génomique anti-sens et commence sa transcription. Cette transcription correspond à la 

synthèse d’un nouveau génome viral qui sera également coiffé en 5’ et polyadénylé en 3’. Ce 

nouveau génome est alors disponible pour un nouveau cycle de transcription/réplication. 
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Le mécanisme permettant au complexe de transcription/réplication de « sauter » d’un TRS-

b vers le TRS-L est le sujet de nombreuses recherches. Des interactions ARN/ARN s’opérant entre 

séquences fortement éloignées les unes des autres, ainsi que des interactions protéine/ARN sont 

supposées permettre le rapprochement du TRS-L avec les différents TRS-b. De ces 

rapprochements, un important encombrement stérique serait engendré et permettrait de stopper 

l’avancée du complexe de transcription/réplication juste après la transcription de la séquence TRS-

b. La séquence complémentaire du TRS-b qui a été générée serait alors transférée sur la séquence 

TRS-L, où elle peut également s’hybrider, afin de pouvoir reprendre le processus de transcription 

(Sola et al., 2015). Cependant, la façon dont le complexe polymérasique choisit de « sauter » ou 

d’ignorer le TRS-b n’est toujours pas clair. Une autre hypothèse de mécanisme repose sur un des 

rôles de la protéine N. Dans le cas d’infection par IBV, la protéine N peut se localiser dans le 

noyau des cellules afin de permettre l’export de l’hélicase cellulaire DDX1 ainsi que son 

recrutement au niveau du complexe viral de transcription/réplication. L’utilisation de DDX1 à ce 

niveau permettrait d’éliminer l’encombrement stérique induit par les interactions ARN/ARN et 

ARN/protéine au niveau des TRS, pour que le complexe de transcription/réplication ne s’arrête 

pas au niveau des TRS et poursuive la transcription du génome (Wu et al., 2014). 

Ce modèle de transcription/réplication discontinue du génome des coronavirus est celui qui 

a initialement été proposé en 1995 (Sawicki and Sawicki, 1995) et qui a par la suite été accepté et 

conforté par le reste de la communauté scientifique. 

2.4.4 Assemblage/Bourgeonnement 

L’assemblage consiste à réunir le génome viral avec l’ensemble des protéines de structure 

du virus et le bourgeonnement consiste à la formation de la particule virale finale (Figure 5, étapes 

8, 9 et 10). Cependant ces étapes sont encore très mal connues chez les coronavirus (Masters, 

2019). Dans le sous-genre Embecovirus des Betacoronavirus (appelé lignée A dans la publication), 

l’assemblage du génome viral et des protéines de structure fait intervenir des structures ARN 

particulières localisées au milieu de l’orf1ab dans la région codant pour NSP15 (chez le 

coronavirus hépatique de la souris). Des séquences similaires ont également été prédites dans les 

génomes des coronavirus de lapin et de cheval (deux Betacoronavirus) au sein de la région codant 

pour NSP3. Ces structures sont absentes de tous les autres types de coronavirus. Chez un 

Alphacoronavirus (coronavirus de la gastro-entérite porcine), une portion de la séquence 5’UTR 

a été identifiée comme permettant l’empaquetage, et au sein de cette région, des structures 

tige/boucle de l’ARN avec des séquences particulières ont été prédites comme pouvant être le 

signal d’empaquetage (Masters, 2019). Ainsi, il semble qu’il n’existe pas de signal d’empaquetage 
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universel commun à tous les coronavirus, ni même de signal commun au sein d’un même genre 

de coronavirus. Concernant les Gammacoronavirus et les Deltacoronavirus, aucune information 

n’est actuellement disponible à ce sujet, exception faite d’une étude sur IBV (Dalton et al., 2001) 

qui n’a pas réussi à identifier les régions nécessaires à l’empaquetage du génome viral. 

L’interaction de la protéine M avec les protéines S, E et N assure le fait que tous les acteurs 

sont bien présents au moment du bourgeonnement pour former la particule virale. Le 

bourgeonnement s’effectue au niveau du compartiment intermédiaire entre le réticulum 

endoplasmique et l’appareil de Golgi (ERGIC – Endoplasmic Reticulum Golgi Intermediate 

Compartment). Cette étape fait intervenir la coopération des protéines E, M et N, car il a été montré 

que la production de particules virales dépourvues de génomes (VLP – Virus-Like Particles) était 

possible grâce à la co-expression des protéines E et M, potentialisée par la présence de la protéine 

N (Corse and Machamer, 2000; Ruch and Machamer, 2011; Liu et al., 2013). Tout en 

bourgeonnant, l’incorporation du génome viral est effectuée dans la particule virale. 

Après le bourgeonnement, la particule virale se retrouve alors dans la lumière du ERGIC. 

Elle est ensuite transportée vers l’appareil de Golgi, puis vers la membrane plasmique, pour sortir 

de la cellule par exocytose (fusion des vésicules de transport [vésicule d’exocytose] avec la 

membrane plasmique) (Figure 5.8). 

2.5 Méthodes de culture des coronavirus aviaires 

2.5.1 Propagation sur culture cellulaire 

Des méthodes de culture cellulaire ont été développées en utilisant des cellules primaires 

rénales ou de poumons afin de permettre la multiplication des souches historiques IBV-Mass41 et 

Beaudette (Cunningham and Spring, 1965; Lukert, 1966), mais beaucoup de souches requièrent 

une période d’adaptation avant de pouvoir se répliquer sur cellules. Un autre système a été 

développé pour la souche IBV-Beaudette, utilisant des cellules issues d’embryon de dinde, mais 

pour que cela puisse fonctionner, il a fallu d’abord effectuer quelques passages de la souche sur 

des cellules primaires de rein issues d’embryons de poulet (Coria and Peterson, 1971). 

Des systèmes permettant la culture de souches d’IBV sur des lignées cellulaires 

immortelles ont également été développés. À plusieurs reprises, la souche IBV-Beaudette a été 

adaptée à la culture sur cellule Vero (cellule de reins de Singe Vert - African green Monkey) : une 

première fois à la suite de trois passages sur cerveau de souris et deux passages sur cellule Vero 

(Cunningham et al., 1972), et les autres fois à la suite de 10 ou 65 passages sur cellules Vero 

(Cunningham et al., 1972; Alonso-Caplen et al., 1984; Ng and Liu, 1998; Shen et al., 2003). Une 

autre étude a utilisé la lignée cellulaire CER (Chicken Embryo Related cell line) afin de cultiver la 
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souche IBV-Mass41, après seulement 5 passages d’adaptation (Ferreira et al., 2003). Les oiseaux 

n’étant pas des mammifères, il pourrait être imaginé que l’utilisation de cellules immortelles 

aviaires soit plus adaptée pour la culture d’IBV in vitro, afin d’éviter un possible changement 

génétique à la suite d’un saut d’espèce provoqué in vitro. Toutefois, la culture d’IBV sur cellules 

Vero a permis une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires inhérents aux 

coronavirus aviaires et plus largement aux coronavirus. Mais bien que les lignées cellulaires 

immortelles soient plus simples à utiliser et à maintenir en culture, toutes les souches d’IBV ne se 

répliquent pas sur ces lignées, comme la souche IBV-QXD388. C’est pourquoi la culture de 

cellules primaires reste encore utilisée. 

Dans le cas du TCoV, peu de souches ont été isolées à travers le monde. L’adaptation de 

la souche Minnesota sur la lignée immortelle HRT-18, issue d’un carcinome humain, est le seul 

système de culture cellulaire qui a été décrit à ce jour (Dea et al., 1991, 1990, 1989a, 1989b, 

1989c), mais en dehors de cette équipe, ce système semble avoir été peu utilisé (Guy et al., 2000a). 

Aucun système de culture cellulaire in vitro n’a été développé et testé pour le GFCoV. 

2.5.2 Propagation sur explants 

La propagation de l’IBV a également été testée sur des organes ex vivo, aussi appelés 

explants. Un premier système est la culture d’anneaux de trachée de poulet. Dans ce système, des 

poulets EOPS sont euthanasiés et les trachées sont collectées. Les anneaux cartilagineux, qui 

donnent sa structure à la trachée, sont séparés les uns des autres par coupure mécanique et sont 

ensuite incubés dans du milieu de culture à 37°C pendant environ 4 jours. La réplication du virus 

dans les cellules ciliées et sécrétrices de mucus peut être évaluée grâce à l’arrêt d’activité des cils 

vibratiles observables à l’aide d’un microscope. Cette méthode de culture sur organe est la plus 

utilisée mais des cultures utilisant des explants de rein, de proventricule et de bourse de Fabricius 

ont également été testées avec succès pour la culture de l’IBV, à la différence des explants 

d’intestins (Darbyshire et al., 1976; Darbyshire, 1978; Bhattacharjee and Jones, 1997). 

À ce jour, il semblerait que la culture de TCoV et de GFCoV sur explant n’ait pas été testée. 

Mais des organoides intestinaux de dinde et de pintade pourraient être développés, à l’instar de 

ceux utilisés lors d’une étude sur le virus de la diarrhée épidémique porcine (Li et al., 2018). 

2.5.3 Propagation sur œufs 

Parce que les systèmes de culture cellulaire ne permettent pas de répliquer toutes les 

souches virales, et parce que la préparation d’explants est un processus délicat qui requiert 

l’utilisation d’animaux, les œufs embryonnés sont également utilisés afin d’isoler et d’amplifier 

les Gammacoronavirus aviaires. Cette méthode est préférentiellement réalisée avec des œufs issus 
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d’animaux exempts d’organismes pathogènes spécifiés (EOPS), mais elle peut également être 

réalisée sur des œufs issus d’élevages conventionnels avec un haut statut sanitaire et ce afin 

d’éviter la présence d’autres agents pathogènes qui seraient isolés en même temps que la souche 

de coronavirus d’intérêt. 

 
Figure 6: Description d’un œuf embryonné pour inoculation de coronavirus aviaires. 

 

De récents travaux ont montré l’importance d’utiliser des œufs issus de la même espèce 

que celle chez qui le pathogène a été identifié (données non publiées). Ainsi, l’IBV peut être 

inoculé dans la cavité allantoïdienne d’œufs de poules embryonnés de 9 jours (Figure 6). La récolte 

du virus peut se faire dans un délai allant de 1 à 6 jours post inoculation. Durant cette période, les 

œufs sont incubés à 36,5°C. Passée la période d’incubation, le liquide allantoïdien est collecté et 

centrifugé afin de le clarifier, puis le surnageant est récupéré et utilisé comme stock viral (Keep et 

al., 2015). Concernant le TCoV ainsi que le GFCoV nouvellement isolé (données non publiées), 

ils peuvent être respectivement inoculés dans la cavité amniotique d’œufs de dindes et de pintades 

embryonnés de 19 jours (Figure 6). Suite à l’inoculation, les œufs sont incubés à 36,5°C pendant 

quatre jours. Dans les deux cas, la récolte du TCoV et du GFCoV se fait en collectant les intestins, 

comme précédemment décrit pour le TCoV (Guionie et al., 2013). Après homogénéisation des 

intestins dans un tampon salin et centrifugation, le surnageant est récupéré et utilisé comme stock 

viral. 
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3 Maladies et épidémiologie des Gammacoronavirus aviaires 

3.1 La bronchite infectieuse causée par l’IBV 

3.1.1 Maladies, espèces infectées et tissus cibles 

L’IBV est l’agent étiologique de la bronchite infectieuse (BI), une maladie hautement 

contagieuse qui affecte les poulets et qui a été initialement décrite en 1931 par Schalk et Hawn aux 

USA (Fabricant, 1998). Aujourd’hui, après presque 90 ans de recherche, ce virus continue de 

provoquer de graves pertes économiques à l'industrie avicole (The World Bank, 2011). 

La BI est une maladie infectieuse se caractérisant principalement par des troubles 

respiratoires, mais qui peut également provoquer des troubles rénaux et génitaux, du fait d’une 

réplication de l’IBV dans les tissus épithéliaux de différents organes (Doherty, 1967; Hofstad and 

Yoder, 1966). Indépendamment du type de souche, à tropisme respiratoire ou rénal, la maladie 

commence par se déclarer au travers de signes cliniques aspécifiques. Après l’infection, un 

inconfort généralisé apparaît rapidement, avec une perte d’appétit (anorexie) et une sensation de 

soif (hypodipsie) qui peuvent conduire à une perte de poids et à la déshydratation, suivies par de 

la toux, des râles, des écoulements nasaux ainsi que des bruits et des difficultés respiratoires. 

Certaines souches d’IBV peuvent provoquer des néphropathies et d’autres une baisse de la fertilité 

et une chute de ponte suite à une atteinte des oviductes (Jackwood and De Wit, 2013). La gravité 

des signes cliniques est variable selon l’âge des sujets. La maladie peut être indétectable chez les 

animaux de plus de six semaines d’âge, et les signes cliniques peuvent être sévères chez les 

animaux plus jeunes, en particulier autour de deux semaines d’âge (Animas et al., 1994a, 1994b; 

Khanh et al., 2018). 

L’infection par IBV est l’une des infections les plus contagieuses actuellement décrite. 

Dans une population réceptive au virus et en absence de mesures de prévention, le taux de 

reproduction (R0) calculé (correspondant au nombre moyen de sujets pouvant être infectés à partir 

d’un sujet infecté), est proche de 20 (De Wit et al., 1998). En dépit du fait que l’infection s’étende 

à tout l’élevage (morbidité de 100%), les taux de mortalité sont très variables, augmentés par des 

infections secondaires (le plus souvent bactériennes) et en présence de souches d’IBV 

néphropathogéniques (Jackwood and De Wit, 2013). Dès l’entrée du virus dans l’organisme du 

sujet commence une période d’incubation de courte durée, qui s’étend entre 18 et 36 heures en 

conditions expérimentales en fonction de la voie d’inoculation. Après son entrée dans l’organisme 

le virus commence à se répliquer et, selon le type de souche, peut se disséminer dans différents 

tissus de l’organisme. À ce jour, trois types de souches d’IBV représentent les souches majoritaires 

dans le monde : Massachusetts (plus communément appelé Mass, isolées dans les années 1930 aux 
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USA, (Beaudette and Hudson, 1937)), QX (isolées en 1996 en Chine, (YuDong et al., 1998)), 793b 

(isolées dans les années 1990 en Europe (Gough et al., 1992)). 

Les souches de type Mass sont des souches à tropisme respiratoire avec un isolement 

possible du virus à partir de trachée infectée, des poumons ou des sacs aériens. Mais très tôt, la 

présence de virus infectieux de type Mass a été mise en évidence dans des organes tels les reins 

ou la bourse de Fabricius (Hofstad and Yoder, 1966). Avec des méthodes de biologie moléculaire, 

la présence d’ARN viral a pu être révélée dans les trachées, poumons, reins, intestins, oviductes et 

testicules, mais la détection d’antigènes viraux semble être restreinte aux organes des voies 

respiratoires (Benyeda et al., 2009). Cependant, des études ont également mis en évidence la 

présence d’antigènes viraux de souche Mass au niveau des épithéliums rénaux (Benyeda et al., 

2010; Cheng et al., 2018), organe à partir duquel le virus a également pu être isolé (Fernando et 

al., 2017). D’autres études tendent à montrer que certaines souches de type Mass peuvent présenter 

un tropisme gonadique (testicules et ovaires) (Pereira et al., 2018) mais cette affirmation repose 

sur la détection de très faibles charges d’ARN viral qui sont considérées par les auteurs ayant mis 

au point la qRT-PCR comme étant inférieure à limite de détection génomique (Callison et al., 

2006). Pour finir, à la suite d’une infection d’embryon de poulet avec une souche de type Mass,  

de l’ARN viral a été mis en évidence, grâce à l’hybridation in situ, dans tous les tissus épithéliaux 

de l’embryon qui ont été collectés (poumons, trachée, rein, oesophage, mésentère, bourse de 

Fabricius, sac aériens) (Lee et al., 2002). 

Les souches de type QX ont été initialement décrites en Chine, où la première souche a été 

isolée à partir du proventricule de poulet (YuDong et al., 1998), organe situé en amont du gésier. 

Plus tard, ces souches ont de nouveau été détectées en Chine mais également en Europe. Dans les 

élevages, ou en conditions d’infections expérimentales, ces souches provoquent des bronchites 

ainsi que des néphropathies (Benyeda et al., 2010; Liu and Kong, 2004; Sigrist et al., 2012; 

Terregino et al., 2008), mais peuvent également provoquer des cystites (De Wit et al., 2011b). 

Les souches de type 793b sont des souches à tropisme respiratoire, aussi bien en élevage 

que lors d’essais expérimentaux (Boroomand et al., 2011), mais initialement elles ont été détectées 

dans des élevages de poulets présentant des myopathies (Adzhar et al., 1995). De plus, la présence 

d’ARN viral a été détectée au niveau des reins, des testicules, des oviductes, des ovaires et des 

amygdales caecales (les plus larges organes lymphoïdes des intestins du poulet) (Boroomand et 

al., 2012). Par ailleurs, des souches 793b ont été isolées à partir de la trachée, des reins (lors de 

néphrite), et du cloaque (Mase et al., 2008). Ces souches ont également été montrées comme 

pouvant provoquer des cystites (De Wit et al., 2011b). 
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Les dénominations « respiratoire » et « rénale » des souches d’IBV reflètent la capacité des 

souches virales à induire une symptomatologie particulière, mais ne reflète pas la capacité des 

souches à infecter un tissu en particulier. En effet, une souche respiratoire peut être retrouvée dans 

d’autres organes que ceux du système respiratoire et une souche rénale n’est pas retrouvée 

uniquement au niveau du rein. 

3.1.2 Classification des souches et épidémiologie 

Devant le très grand nombre de souches isolées à travers le monde (Jackwood, 2012), et 

devant les multiples noms qui ont pu être donnés à une même souche (793b, aussi appelé CR88 

ou 4/91), une règle de nomenclature a été proposée en 2001 afin d’harmoniser et de clarifier la 

dénomination des souches d’IBV (Cavanagh, 2001). Depuis 2016, sur proposition d’un groupe de 

travail européen (Ducatez and The European Union COST Action FA1207, 2016), la 

dénomination officielle de chaque nouvelle souche d’IBV suit la règle suivante : 

genre_corona/AvCov/pays*/code_specimen**/année 

(* = pays ou région d’un pays ; ** précédé de la lettre S (échantillon) ou I (isolat). 

Par ailleurs, afin d’harmoniser la classification des génotypes, un système basé sur 

l’établissement d’un arbre phylogénétique utilisant la région S1 du gène S a été proposé (Figure 

7) (Valastro et al., 2016). 

 

 
Figure 7 : Classification génotypique des souches IBV. Cet arbre phylogénétique utilise 199 séquences du gène S1 

pour permettre la classification génotypique de toutes les souches IBV. Six génotypes, incluant différentes lignées, 

ont été identifiés. Image modifiée à partir de Valastro et al. 2016. 
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Parmi toutes les séquences de gène S1 de IBV, les auteurs ont retenu 199 séquences qui 

sont considérées comme étant les représentants de chaque génotype. Cette classification a permis 

d’établir six génotypes, notées GI à GVI, dans lesquels différentes lignées ont été identifiées. 

Ainsi, la comparaison de toutes séquences S1 nouvellement déterminées avec l’arbre 

phylogénétique permet de génotyper les nouvelles souches d’IBV. Les souches Mass, QX et 793b 

appartiennent respectivement aux lignées GI-1, GI-19 et GI-13. Récemment, une nouvelle souche 

IBV-D181 a été identifiée comme étant un nouveau sérotype IBV et le premier membre d’une 

seconde lignée du génotype GII (GII-2) (Molenaar et al., 2020). Les souches D1466 (GII-1) et 

D181 (GII-2) ont été identifiées comme provoquant des chutes de ponte (De Wit et al., 2020; 

Molenaar et al., 2020). 

Depuis sa première description aux USA au début des années 1930, l’IBV s’est répandu à 

travers le monde. À ce jour le virus a été détecté dans tous les pays où il a été recherché sauf en 

Antarctique (De Wit et al., 2011a). Cependant toutes les régions du monde ne sont pas affectées 

par les même souches d’IBV. Trois publications parues en 2011 (De Wit et al., 2011a), 2012 

(Jackwood, 2012) et 2017 (Bande et al., 2017) font état de la répartition des souches d’IBV à 

travers le monde. Certaines de ces souches sont retrouvées dans la grande majorité des pays, c’est 

le cas des souches de type Mass, 793b et QX, mais d’autres souches dites locales sont uniquement 

retrouvées dans certains pays (Figure 8). 

 

 
Figure 8 : Répartition géographique mondiale des différents génotypes IBV. Carte reprise et modifiée de Bande 

et al., 2017. 
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3.2 Coronavirose de la dinde causée par le TCoV 

3.2.1 Maladie, espèce infectée et tissus cibles 

Le complexe entérique de la dinde est une maladie hautement transmissible initialement 

décrite en 1951 sous la dénomination maladie de « Bluecomb » ou entérite transmissible de la 

dinde (Guy, 2017) et pour laquelle l’agent étiologique viral identifié est le TCoV (Panigrahy et al., 

1973; Ritchie et al., 1973). Cette maladie d’origine multifactorielle, dont la survenue n’est pas 

inhérente à un seul pathogène mais est provoquée à la suite d’un contexte de co-infections, survient 

chez les dindes de tous âges mais préférentiellement avant sept semaines d’âge (Awe et al., 2015; 

Barnes et al., 2000). L’entérite de la dinde a pu être reproduite après inoculation du TCoV seul 

(Gomaa et al., 2009a, 2009b) ou en combinaison avec un Escherichia coli (Guy et al., 2000b; 

Pakpinyo et al., 2003), une bactérie entéropathogène, en permettant dans ces derniers cas d’obtenir 

des taux de mortalité très élevés (> 79 %). Ces résultats semblent concorder avec la réalité du 

terrain, où les contextes de co-infections sont fréquents (Moura-Alvarez et al., 2014, 2013) et où 

la sévérité de la maladie est souvent très élevée (Barnes et al., 2000). 

Le complexe entérique de la dinde se caractérise par une importante réduction de 

croissance des sujets infectés du fait d’une dépression, d’une déshydratation, d’un manque 

d’appétit et d’importantes diarrhées. Les lésions macroscopiques sont une dilatation intestinale et 

un amincissement de la paroi intestinale induits par l’infection et la réplication du TCoV au niveau 

de l’épithélium intestinal (Barnes et al., 2000; Gomes et al., 2010; Guy et al., 1997), dans les parties 

moyennes et hautes des villosités intestinales (Gomes et al., 2010). Différentes études ont permis 

de montrer que les souches de TCoV détectées aux USA (TCoV-US) ont un tropisme préférentiel 

pour la partie basse de l’intestin, l’iléum et les caeca (Gomes et al., 2010; Guy et al., 2000b), et il 

semblerait que cela soit également vrai pour la souche Européenne (Fr-TCoV) (Brown et al., 

2018). Par ailleurs, ces informations semblent coïncider avec la localisation d’un récepteur 

potentiel pour le TCoV (poly-N-acétyl-lactosamine) (Wickramasinghe et al., 2015). 

Bien qu’à plusieurs reprises le TCoV ait été associé au complexe entérique de la dinde (Dea 

and Tijssen, 1988a, 1988b; Gomaa et al., 2009a; Jindal et al., 2014; Lin et al., 2002), cette maladie 

a également été décrite dans des élevages où le TCoV n’a pas été détecté (Jindal et al., 2010, 2009). 

Par ailleurs, dans une expérimentation impliquant la souche Européenne Fr-TCoV, la maladie n’a 

pas pu être reproduite (Brown et al., 2018). 

Au cours d’une étude comparant l’infection de poulets et de dindes avec la souche TCoV 

VR911, plusieurs différences ont été observées. Après infection des poulets de un jour et de quatre 

semaines d’âge, aucun signe clinique n’a été observé au cours de l’expérimentation, mais le 
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génome et des particules virales ont été retrouvés au niveau des intestins de poulets, le seul endroit 

où le virus a été cherché. Chez les dindes inoculées à un jour d’âge, des signes cliniques ont été 

observés, mais pas chez les sujets inoculés à quatre semaines d’âge (Ismail et al., 2003). 

Au cours d’une autre étude utilisant des poulets inoculés à un jour d’âge avec la souche 

TCoV/Brazil/2006, l’ARN viral a été détecté dans les voies respiratoires et des antigènes viraux 

ont été retrouvés dans le sinus paranasal et la glande de Harder (ou glande de la membrane 

nictitante) (Gomes et al., 2010). En contradiction avec la première étude, ni le génome, ni les 

antigènes viraux n’ont été détectés dans les intestins des poulets. Cependant des souches 

différentes de TCoV ont été utilisées, ce qui pourrait expliquer cette différence. 

3.2.2 Classification des souches et épidémiologie 

Différentes souches de TCoV ont été décrites à travers le monde et isolées pour certaines, 

notamment sur les continents Américain et Européen (Cavanagh et al., 2001; Teixeira et al., 2007). 

À ce jour, deux lignées de TCoV peuvent être distinguées sur la base des génomes viraux excluant 

le gène S : les souches apparentées aux IBV d’origine américaine qui représentent la quasi-totalité 

des isolats, et les souches apparentées aux IBV d’origine européenne dont il n’existe pour l’heure 

qu’un seul isolat nommé Fr-TCoV 080385d (Brown et al., 2016). Les gènes S des deux lignées de 

TCoV (américaine et européenne) ont environ 60-65% d’identité nucléotidique en fonction des 

souches. Les gènes S des souches de TCoV européennes ont moins de 50% d’identité 

nucléotidique avec les souches d’IBV (Maurel et al., 2011). 

Depuis l’isolement initial du TCoV européen, aucune donnée de répartition de ce virus 

n’est disponible. Une étude faisant état de TCoV circulant dans les élevages de dindes en Pologne 

ne permet pas de conclure à la détection de ce virus car les tests de détection du génome n’étaient 

pas spécifiques du TCoV mais des coronavirus aviaires et la caractérisation des génomes complets 

des coronavirus aviaires n’a pas été réalisée ne permettant pas de conclure à la circulation de TCoV 

en Pologne (Domanska-Blicharz et al., 2010). 

Les paramètres de transmission de la souche TCoV européenne ont été évalués 

expérimentalement sans que le taux de reproduction (R0) n’ait pu être calculé (Brown et al., 2018), 

mais cette étude a permis de calculer qu’en moyenne un sujet infecté pouvait en infecter un autre 

toutes les 2,5 heures. De plus, lors de cette expérimentation, les animaux infectés ont excrété le 

virus tout au long de l’expérience (une période de 6 semaines). Cette observation soulève la 

question de la persistance du TCoV chez les animaux infectés, question qui a déjà été soulevée 

avec des infections de poulets par l’IBV (Animas et al., 1994a). Cependant, cette longue période 
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d’excretion pourrait aussi être expliquée par des infections répétées des sujets avec les virus 

présents dans leur propre environnement. 

3.3 Coronavirose de la pintade causée par le GFCoV 

Très peu de données sont disponibles concernant le GFCoV car c’est un virus qui a été 

caractérisé récemment. En 2015, le premier génome complet de GFCoV a pu être déterminé à 

partir de pintades atteintes de la maladie X (Ducatez et al., 2015). Cette maladie, aussi appelée 

maladie foudroyante de la pintade, se manifeste par une prostration des sujets associée à des 

diarrhées verdâtres. Avec une morbidité de 100% et un taux de mortalité pouvant atteindre les 20% 

par jour, cette maladie se caractérise par des entérites aiguës pouvant être associées à des atteintes 

pancréatiques (telles que des hypertrophies) et des foies congestionnés voire hémorragiques 

(Berger, 2017). Depuis lors, le GFCoV est l’agent étiologique viral supposé de la maladie 

foudroyante de la pintade. 

En 2017, sur des intestins provenant de pintades atteintes de la maladie foudroyante 

entérique, le séquençage à haut débit a permis de mettre en évidence un génome complet de 

GFCoV, mais également celui d’un picornavirus jusqu’alors inconnu (données non publiées). 

Après isolement du GFCoV, des essais expérimentaux ont été effectués sur des pintades 

conventionnelles de 26 jours d’âge. L’inoculation de l’isolat pur de GFCoV n’a pas permis de 

reproduire la maladie foudroyante, même si une légère prostration et de la diarrhée ont pu être 

observées chez certains sujets. En revanche, une entérite sévère associée à de la prostration a pu 

être observée après inoculation des pintades avec l’échantillon terrain de départ contenant les deux 

virus. Des études supplémentaires sont en cours afin d’étudier la capacité du picornavirus à 

reproduire la maladie foudroyante, mais de tels résultats semblent indiquer qu’à l’instar du 

complexe entérique de la dinde, il est possible que la maladie foudroyante de la pintade soit une 

maladie multifactorielle. 

3.4 Les Gammacoronavirus dans d’autres espèces d’oiseaux 

En plus de l’IBV, du TCoV et du GFCoV, qui infectent les poulets, les dindes et les 

pintades respectivement, d’autres Gammacoronavirus aviaires ont également été détectés et 

parfois isolés (Cavanagh, 2005) chez d’autres espèces telles que les cailles (Circella et al., 2007; 

Dubose et al., 1960; Torres et al., 2013), les faisans (Cavanagh et al., 2002; Gough et al., 1996; 

Spackman and Cameron, 1983), les pigeons (Felippe et al., 2010; Martini et al., 2018; Qian et al., 

2006) et les perdrix (Cavanagh, 2005). Tous ces nouveaux coronavirus sont génétiquement liés à 

l’IBV et au TCoV. 
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3.5 La vaccination contre les Gammacoronavirus aviaires 

Bien que la vaccination ne soit jamais efficace à 100% (Luginbuhl, 1952), c’est 

actuellement le meilleur moyen de limiter l’infection des élevages par l’IBV. Le premier vaccin 

anti-IBV a été réalisé en 1946 par van Roeckel et ses collègues (Jackwood and De Wit, 2013), 

basé sur la souche IBV-Mass41, qui était la seule souche circulante connue à ce moment là. Depuis, 

avec l'émergence de nouvelles souches d'IBV, pour lesquelles la vaccination contre Mass41 était 

inefficace du fait de changements antigéniques, de nombreux vaccins ont été développés pour une 

utilisation commerciale ou testés comme preuve de concept. 

3.5.1 Les différents types de vaccins 

Les vaccins anti-IBV se répartissent en trois catégories : les vaccins vivants atténués, les 

vaccins inactivés et les vaccins sous-unitaires (Jordan, 2017). 

Les vaccins vivants atténués sont des souches virales adaptées à un système de culture 

(cellules, œufs) autre que l’hôte naturel et qui présentent un phénotype atténué après inoculation 

dans l’hôte naturel. Alors que le virus sauvage provoque la maladie, le vaccin vivant se réplique 

dans l’hôte à un niveau suffisamment faible pour ne pas provoquer de maladie, mais suffisant pour 

stimuler toutes les composantes du système immunitaire (humoral et cellulaire) du sujet vacciné. 

Les vaccins inactivés sont des virus complets qui ont subi un traitement chimique ou 

thermique de façon à décomposer la particule virale, rendant toute infection impossible. 

Les vaccins sous-unitaires peuvent être produits à partir d’une ou plusieurs protéines virales 

ou à partir de particules virales dépourvues de génome (virus-like particles (VLP)). Deux types 

d’approches peuvent être envisagées : i) l’utilisation de vecteurs d’expression permettant de 

produire des antigènes viraux afin de les administrer à un sujet dans le but de stimuler la 

composante humorale du système immunitaire (Eldemery et al., 2017) ; ii) l’administration de 

vecteurs d’expression (tel que des vecteurs adénovirus, des vaccins ADN réplicatifs ou non) dans 

des sujets pour permettre l’expression d’antigènes viraux in cellulo dans le but de stimuler la 

composante cellulaire de l’immunité adaptative, mais également de stimuler la composante 

humorale en cas d’excretion suffisante de la protéine dans le milieu extracellulaire (Johnson et al., 

2003). 

Les vaccins vivants semblent être majoritairement utilisés à travers le monde, alors que les 

vaccins inactivés semblent être le plus souvent utilisés en guise de rappel vaccinal (De Wit et al., 

2011a; Jackwood and De Wit, 2013), notamment parce que l’utilisation de vaccin inactivé requiert 

l’inoculation individuel des sujets par voie intramusculaire, ajoutant à l’éleveur une charge de 

travail importante. L’immunité induite par l’administration de ces vaccins se révèle très efficace 
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pour prévenir les infections par des souches circulantes de même type (virus homologue au 

vaccin). En revanche, ils ne confèrent qu’une faible protection vis-à-vis d’une souche différente 

de celle utilisée lors de la vaccination (virus hétérologue au vaccin) (Lambrechts et al., 1993; 

Pensaert and Lambrechts, 1994; De Wit et al., 2011a), ce qui révèle l’importance de la surveillance 

et de la classification des souches virales circulantes, afin d’orienter au mieux le choix du vaccin. 

3.5.2 Conséquences de certaines mauvaises pratiques vaccinales 

Le développement des vaccins anti-IBV a été réalisé pour une utilisation dans des élevages 

de poulets, mais comme l’IBV a été détecté dans des élevages d’autres espèces aviaires, comme 

les cailles, certains éleveurs et vétérinaires ont également choisi de vacciner ces élevages avec des 

vaccins atténués dirigés contre l’IBV (Torres et al., 2017, 2016). Or, ces oiseaux peuvent 

également être infectés par des Deltacoronavirus (Torres et al., 2016) ou par d’autres 

Gammacoronavirus. La vaccination contre l’IBV pourrait alors engendrer la co-infection de ces 

oiseaux par un Gamma- et un Deltacoronavirus, ou par deux Gammacoronavirus augmentant les 

risques d’un retour à la virulence des souches vaccinales et l’émergence de nouvelles souches 

virales par recombinaison génétique entre les génomes. À ce jour, aucune recombinaison n’a été 

décrite entre des membres des Gammacoronavirus et des Deltacoronavirus. 

Par ailleurs, en l’absence de réglementation uniformisée, de multiples protocoles de 

vaccination sont utilisés (Legnardi et al., 2019; Sadri et al., 2019), comme l’utilisation simultanée 

de plusieurs vaccins vivants atténués, pouvant ainsi favoriser l’émergence de nouvelles souches 

virales par recombinaisons génétiques entres les différentes souches inoculées (Hopkins and 

Yoder, 1986; Nix et al., 2000). Pour cette raison, ce type de protocoles vaccinaux est interdit en 

France. 

3.6 Les méthodes de détection des coronavirus aviaires 

Les premières détections d’infection par l’IBV se basaient sur la mise en évidence de 

particules virales infectieuses après inoculations successives d’échantillons sur des œufs de poules 

embryonnés jusqu’à l’obtention de lésions embryonnaires, ce qui selon le type d’échantillon ou de 

souche pouvait être plus ou moins long, notamment du fait que les souches pouvaient nécessiter 

quelques passages d’adaptation sur œufs de poule avant de pouvoir provoquer des lésions 

(Beaudette and Hudson, 1937; Cunningham and Stuart, 1947). 

3.6.1 Méthodes de détection immunologique in vitro 

Les méthodes immunologiques utilisent des anticorps ou des antigènes afin de mettre en 

évidence la présence d’antigènes ou d’anticorps spécifiques d’un agent infectieux. 
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En 1951, en reprenant des travaux de ses collègues, Fabricant a mis au point une méthode 

de détection d’anticorps anti-IBV nommé séroneutralisation (Fabricant, 1951). Pour cela, un stock 

d’IBV-Beaudette est inoculé en présence et en absence du sérum à tester. Si le sérum à tester 

contient des anticorps capables de neutraliser la souche IBV-Beaudette, alors le virus ne se 

répliquera pas après inoculation sur œufs embryonnés. Cette approche fonctionnelle présente le 

double inconvénient d’être longue à mettre en place et de n’être possible qu’en présence 

d’anticorps capables de reconnaître le sérotype viral. Sur le même principe, il est possible d’utiliser 

des séra connus pour neutraliser une ou des souches d’IBV afin de mettre en évidence la présence 

de particules virales dans l’échantillon à tester. Cette approche se nomme vironeutralisation. Elle 

présente l’avantage de pouvoir déterminer le sérotype de la souche d’IBV testée, mais nécessite 

de posséder une sérothèque contenant un grand nombre de séra afin de correctement caractériser 

la souche virale. 

La technique de dosage d’immunoabsorption par enzyme liée, dite méthode ELISA 

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) permet à partir d’une matrice liquide (sérum, écouvillon) 

de révéler la présence de l’agent pathogène viral ou d’anticorps qui lui sont spécifiques. Du fait de 

la multitude de sérotypes d’IBV, de nombreux tests ELISA ont été mis au point pour la détection 

de ce virus, mais peu ont été développé pour la recherche du TCoV et aucun n’existe pour le 

GFCoV. 

Des approches d’immunohistochimie et d’immunofluorescence ont également été 

proposées (Jonsson and Engstrom, 1986; Lukert, 1966) en se basant sur la détection d’antigènes 

viraux dans des portions de tissus fixés. 

Cependant, le manque de sensibilité des tests immunologiques a favorisé le développement 

d’outils moléculaires pour la détection de l’agent pathogène viral. 

3.6.2 Méthodes de détection moléculaire 

De nos jours, le diagnostic de maladies infectieuses repose sur la détection d’acides 

nucléiques viraux, qui à la différence des tests sérologiques, permet de mettre en évidence la 

présence du génome de l’agent pathogène recherché. Cette détection est basée sur l’amplification 

spécifique de portion de génome grâce à la réaction en chaîne d’une polymérase (PCR). Pour les 

virus à ARN, une transcription inverse du génome est d’abord nécessaire afin de produire un 

ADNc qui pourra ensuite être amplifié par PCR, il s’agit alors de RT-PCR (Reverse Transcription 

- PCR). Lorsque la RT-PCR est combinée à l’utilisation de marqueur fluorescent, comme des 

sondes fluorescentes capables de s’hybrider sur des séquences nucléotidiques spécifiques ou des 

molécules capables de s’intercaler entre les bases de la double hélice ADN, il s’agit alors de RT-
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PCR temps réel (real time (rt) RT-PCR). Cette méthode permet de déterminer en temps réel la 

présence d’acides nucléiques viraux dans un échantillon, et peut également permettre de quantifier 

cette présence si la méthode est couplée à l’utilisation de gamme d’étalonnage dont les 

concentrations en cibles ARN ou ADN sont connues. En 2006, une pan-rt RT-PCR quantitative 

(qRT-PCR) a été développée (Callison et al., 2006) afin de détecter l’ensemble des coronavirus 

aviaires actuellement connus : IBV et TCoV. Cette méthode permet également de détecter la 

présence de GFCoV, dont la caractérisation du génome est postérieure au développement de la 

qRT-PCR. Cette qRT-PCR est actuellement utilisée en routine par de nombreux laboratoires. 

En revanche, en dépit du fait que certaines PCR permettent de mettre en évidence de 

multiples souches virales, les PCR requièrent l’usage d’amorces spécifiques. Cette spécificité 

empêche la détection de souches dont les séquences cibles du génome viral sont suffisamment 

éloignées pour empêcher l’hybridation des amorces sur le génome viral. 

3.6.3 Méthode de détection par Séquençage Haut-Débit 

Les séquenceurs de deuxième génération, aussi appelés NGS (Next Generation Sequencing 

en anglais) ou séquençage haut débit, permettent de déterminer rapidement le génome d’un 

organisme. En permettant de séquencer sans à priori des fragments de séquence nucléique, 

l’utilisation du NGS dans un objectif de détection permet de pallier le principal défaut de la RT-

PCR, à savoir l’utilisation d’amorce spécifique s’hybridant sur des portions connues de génome. 

Avec cette méthode, les génomes sont fragmentés par digestion enzymatique ou par 

sonication. Des adaptateurs (de courtes séquences ADN connues) sont ensuite liés aux extrémités 

des fragments de génome. Par la suite, les fragments peuvent être séquencés grâce à l’utilisation 

d’amorces qui s’hybrident sur les adaptateurs. Le séquençage fait intervenir une polymérase qui 

utilise un seul des deux brins du fragment de génome afin de générer le brin complémentaire et 

ainsi déterminer la séquence du fragment. La méthode de détermination des nucléotides ajoutés 

varie selon la technologie utilisée (détection des variations de pH ou des variations de luminosité). 

Les séquences déterminées à partir des courts fragments de génomes sont appelées des « lectures » 

(reads en anglais) (Figure 9). 

Ces lectures sont traitées bioinformatiquement dans le but de recréer le génome séquencé. 

Ceci peut se faire sans à priori, c’est-à-dire en utilisant les lectures dans des processus 

d’assemblage de novo de façon à les organiser les unes par rapports aux autres via la recherche de 

zones chevauchantes, ou bien en organisant les lectures les unes par rapports aux autres via 

l’utilisation d’un génome de référence, sur lequel les lectures vont être alignées. 
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Figure 9: Processus de détermination de séquences par séquencage haut-débit. 

 

Dans un objectif de détection d’agent pathogène, il n’est pas nécessaire de recréer 

bioinformatiquement le génome viral dans son intégralité. Les lectures peuvent être utilisées pour 

rechercher une correspondance dans les bases de données afin de déterminer à quel organisme 

appartient la lecture et ainsi déterminer le contenu de l’échantillon. Pour cela, différentes bases de 

données publiques contenant uniquement des génomes de virus ont été créées afin de faciliter et 

d’orienter la détection : ViPR (Pickett et al., 2012), Virosaurus (https://viralzone.expasy.org/8676) 

et RVDB (Goodacre et al., 2018). 

La base de donnée ViPR regroupe des séquences de virus pathogènes, mais malgré le fait 

qu’elle ait été créée en 2012, cette base est toujours loin d’être complète. Virosaurus est une base 

de données plus récente qui a également été créée dans un but de détection, mais contrairement à 

ViPR, elle regroupe l’ensemble des séquences de virus de vertébrés actuellement connus, ce qui 

la rend plus complète. RVDB est une base de données plus imposante que Virosaurus. Elle a été 

pensée pour la découverte de nouveaux génomes viraux et regroupe non seulement des séquences 

virales, mais également des séquences de génome non viraux ayant une origine virale (comme des 

séquences endogènes rétrovirales ou encore des rétrotransposons).  

https://viralzone.expasy.org/8676


49 

 

4 Evolution des génomes viraux 

4.1 Les théories de l’évolution 

Le concept d’évolution est apparu au cours du XIXe siècle, au travers de deux conceptions 

différentes proposées par Jean-Baptiste Lamarck (1809) et Charles Darwin (1859). Pour résumer, 

la théorie de Lamarck repose sur la génération spontanée d’une forme de vie « simple » (individu) 

qui se complexifie à mesure des changements qui s’opèrent dans son environnement. Cette théorie 

raisonne sur l’adaptation d’un individu face aux changements de son environnement. Pour Darwin, 

les différents individus d’une même population présentent quelques différences les uns par rapport 

aux autres (c’est la diversité). Cette théorie raisonne sur l’adaptation d’une espèce (un ensemble 

d’individu d’une même population et leur descendance) face aux changements de son 

environnement, via une sélection d’individus capables de se reproduire malgré les modifications 

de leur environnement. Darwin introduit ici la notion de pression de sélection, une force capable 

de provoquer la survie (sélection) de certains individus (et donc la mort d’autres) afin conserver 

les caractéristiques qui permettent aux individus de survivre dans la population. 

4.2 Création et transmission de la diversité 

En 1978, Esteban Domingo révèle qu’un isolat pur de bactériophage Qβ (génome ARN) 

est en réalité génétiquement hétérogène, indiquant qu’une minorité de la population de génome 

possède des différences génétiques vis-à-vis de la majorité (Domingo et al., 1978). Cette 

découverte, a permis d’établir le concept de « quasi-espèce virale », et plus tard renommée concept 

de « population virale ». Ce concept fait résonance à la théorie de Darwin sur l’évolution, en ce 

sens où la population d’un seul isolat viral est composée de génomes (des individus) qui ne sont 

pas identiques aux autres génomes de l’isolat mais dont les petites différences permettent d’adapter 

la population virale (l’espèce virale) aux changements de son environnement. Dans le génome de 

coronavirus, ces mutations peuvent survenir à la suite de différents phénomènes : 

- des réactions chimiques spontanées : alkylation des bases (ajout de groupement méthyl, 

ethyl ou propyl sur les bases), déamination des cytosines en uracile, déamination des 

méthyl-cytosines en thymine. 

- des erreurs induites par la polymérase virale : lors de la réplication du génome ARN 

viral, l’extension du nouveau brin ARN est catalysé par l’ARN polymérase virale. Ces 

enzymes ou complexes enzymatiques sont sujets à erreur (comme toute les polymérases 

cellulaires ou virales). Les ARN polymérases sont moins fidèles que les ADN 

polymérases et produisent donc plus d’erreurs lors du processus de réplication des 
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génomes. Cette différence de fidélité est accentuée par le fait que la grande majorité 

des polymérases virales ne sont pas associées à des systèmes de correction d’erreurs à 

la différence des ADN polymérase cellulaires. Le seul système de correction 

actuellement décrit pour les virus à ARN, repose sur la présence d’une activité 3’-5’ 

exonucléasique contenue dans une sous-unité du complexe de transcription/réplication 

du génome des Coronaviridae (Snijder et al., 2016). La présence de ce système permet 

de réduire la survenue d’erreur, sans l’annuler. 

- les recombinaisons : il s’agit de l’échange de portion de génome entre deux virus 

infectant une même cellule. Ces échanges peuvent se faire en échangeant un même 

segment de génome (recombinaison homologue) ou bien en échangeant des séquences 

de natures différentes (recombinaison hétérologue). 

Cette capacité à générer des erreurs, associée à la génération de plusieurs millions de copies 

de génome viraux par cycle, contribue à l’augmentation de la diversité génétique d’une population 

virale. En utilisant la génétique inverse afin d’augmenter ou de réduire la fidélité de l’ARN 

polymérase virale, permettant ainsi de réduire ou d’augmenter la complexité de la diversité 

génétique, une diminution de la capacité d’adaptation du virus a été constatée face à un 

changement environnemental donné (Vignuzzi et al., 2008). Un niveau optimal de diversité 

génétique est donc supposé nécessaire pour permettre une bonne réplication du virus et une bonne 

adaptation de la population virale face à de nouveaux environnements. 

Afin que les variations génétiques soient maintenues dans une population, il est nécessaire 

qu’elles soient transmises aux nouveaux individus de la population. Dans le cas d’une infection 

d’un être vivant par un virus, le maintien de variants génétiques passe également par la 

transmission de l’agent viral à un autre être vivant. Après l’entrée du virus dans l’organisme, 

commence une période de latence2 plus ou moins longue pendant laquelle l’infection virale s’étend 

aux tissus sensibles de l’organisme et s’y réplique, afin d’augmenter la quantité de matériel viral 

au sein de l’organisme infecté et de générer de la diversité virale. À la fin de cette période, le virus 

est excrété dans l’environnement en quantité suffisamment importante pour infecter un autre 

organisme et à chaque nouvelle infection le processus recommence. Mais lors de la transmission, 

la totalité des virus produit par l’organisme infecté n’est pas transmise à un nouvel organisme, si 

bien que seule une fraction de la diversité génétique, correspondant à la majorité de la population 

virale au moment de la transmission, est transmise. Ceci est l’effet du goulot d’étranglement. 

                                                 
2 Délai entre l’infection d’un sujet et le moment où il devient contagieux, à la différence de l’incubation qui 

se termine par l’apparition des signes cliniques 
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4.3 Le système immunitaire adaptatif comme pression de sélection 

À la suite d’une primo-infection, lorsqu’un organisme rencontre un agent infectieux pour 

la première fois, un délai d’activation du système immunitaire adaptatif est nécessaire afin qu’il 

soit opérationnel. À la suite de cette activation, des anticorps et des cellules immunitaires 

spécifiques de l’agent infectieux sont produits. Lors d’une infection ultérieure avec le même agent 

pathogène, le délai d’activation de la réponse immunitaire adaptative est réduit puisque les 

effecteurs de cette réponse sont déjà présents dans l’organisme permettant ainsi une réponse ciblée 

plus rapide que lors de la primo-infection. La vaccination permet de mimer une primo-infection 

de sorte à stimuler une première fois le système immunitaire adaptatif dans le but de réduire son 

délai d’activation lors d’infections futures et de réduire la durée et la sévérité de l’infection. Deux 

composantes forment le système immunitaire adaptatif : la composante humorale et la composante 

cellulaire. 

La composante humorale permet de développer des anticorps dirigés spécifiquement contre 

des épitopes, des régions spécifiques de protéines (virales quand il s’agit de virus). Ces épitopes 

peuvent être de deux types : des épitopes linéaires, formés par une succession définie d’acides 

aminés, ou bien des épitopes conformationnels, formés par des acides aminés pouvant être distants 

mais qui deviennent proches lors de la mise en place des structures secondaires, tertiaires et/ou 

quaternaires des protéines. Lorsque les anticorps sont dirigés contre des protéines de surfaces des 

particules virales, alors ils se fixent sur celles-ci. Si l’épitope de la protéine recouvert par 

l’anticorps était le déterminant antigénique responsable de l’entrée du virus dans la cellule, alors 

la protéine virale ne pourra pas remplir sa fonction et le virus sera incapable de pénétrer dans la 

cellule. Ainsi, en présence d’une quantité suffisante d’anticorps capables de neutraliser un virus, 

toutes les particules virales pourront être neutralisées et l’infection sera stoppée. 

Mais dans le cas d’une population virale, dont les génomes peuvent varier, il peut arriver 

que les variations génétiques de la population entraînent l’apparition de protéine de surface dont 

la séquence a été modifiée, entraînant possiblement un changement de l’épitope qui n’est alors 

plus reconnu par les anticorps neutralisants (Figure 10). Ainsi, lors d’une infection virale chez un 

sujet possédant déjà des anticorps contre l’agent infectieux, les particules virales ne possédant pas 

cette modification seront neutralisées, et une sélection des particules virales avec des protéines de 

surface modifiées sera effectuée, car seules ces particules seront capables d’infection et donc de 

réplication. La population virale résultante aura donc évolué à la suite d’une pression de sélection 

induite par les anticorps. 
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Figure 10 : Illustration d'une sélection de population virale par l'intermédiaire des anticorps 

neutralisants. 

Le même phénomène de sélection peut se produire avec la composante cellulaire de 

l’immunité adaptative. Cette composante analyse le contenu protéique des cellules via la 

présentation de peptides au sein des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de type I 

(CMH-I), exposées à la surface cellulaire. Ces peptides sont des fragments de protéines générés 

par la cellule lors de la dégradation des protéines cellulaires. Ainsi, lors d’une infection virale, les 

protéines virales présentes dans la cellule et dans les membranes cellulaires seront également 

dégradées et présentées dans les molécules du CMH-I. Cependant chaque molécule du CMH-I ne 

peut pas présenter toutes les séquences peptidiques possibles, ce qui fait que l’utilisation de 

multiples molécules du CMH-I permet de présenter un large repertoire de peptides, mais pas la 

totalité. Ainsi, lorsqu’un virus sauvage présente des peptides capables d’être présentés dans les 

molécules du CMH-I, la présence du virus sera alors détectée par les cellules immunitaires et la 
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cellule infectée pourra être détruite, permettant de stopper l’infection. Mais si dans la population 

virale, des variants génétiques à partir desquels les peptides ne seront plus présentés dans les 

molécules du CMH-I sont retrouvés, alors ces variants génétiques ne seront pas reconnus par les 

cellules du système immunitaire et l’infection se poursuivra. Une sélection de génomes viraux 

capables de produire les protéines variantes est alors effectuée. 

4.4 Analyse de l’évolution des génomes 

Initialement, la constatation de l’évolution des génomes viraux se faisait sur la base des 

séquences consensus virales, déterminées par la méthode de séquençage utilisant des terminateurs 

de chaînes (méthode Sanger). Mais du fait du coût important du séquençage, cette méthode était 

fréquemment réalisée sur une portion du génome viral. De plus en plus, ce type d’analyses utilise 

le séquençage haut débit, qui permet idéalement d’obtenir la séquence d’un génome complet pour 

un prix relativement bas. Avec cette technologie, la séquence consensus du virus peut être 

déterminée et comparée aux séquences existantes via l’utilisation des bases de données. Mais 

comme chaque lecture provenant du NGS correspond à un fragment de molécules génomiques, 

lorsqu’un variant génétique est présent dans une population virale, ce variant va se retrouver dans 

une ou plusieurs des lectures du NGS. En théorie, cette technologie permet donc de détecter tous 

les variants génétiques d’une population virale, via l’utilisation d’outils bioinformatiques dédiés. 

D’une façon générale, les outils de recherche de variants génétiques ne permettent pas 

d’utiliser directement les données issues de séquençage haut débit, mais utilisent des fichiers 

d’alignement de lectures sur des génomes de référence, ce qui nécessite des compétences en 

bioinformatique. En 2015, un outil bioinformatique, nommé ViVan pipeline (Isakov et al., 2015), 

ne nécessitant pas de compétences particulières en bioinformatique, et donc est utilisable par tous 

les scientifiques, a été publié, mais cet outil n’est plus disponible. 
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5 Problématique de la thèse 
Alors que de nombreux vaccins existent pour limiter les infections causées par IBV, une 

grande diversité antigénique existe pour ce virus. Malgré des décennies de vaccination intensive 

des élevages de poulets dans le monde, les infections à IBV sont encore très fréquentes et de 

nouvelles souches virales continuent d’être caractérisées dans différents pays. En contraste, aucun 

vaccin n’existe pour limiter les infections TCoV et seulement deux grands types de souches ont 

été recensés : les souches TCoV-US et la souche Fr-TCoV. 

L’apparition des premiers vaccins anti-IBV a permis de protéger les individus vaccinés 

face au seul sérotype identifié circulant à l’époque, le sérotype Mass. Plus tard, une nouvelle 

souche virale a été isolée à partir d’animaux vaccinés développant des signes cliniques de BI. Cette 

nouvelle souche, Connecticut, s’est révélée être un nouveau sérotype, à partir duquel un nouveau 

vaccin a été développé. Ce phénomène s’est répété plusieurs fois jusqu’à aujourd’hui. 

L’émergence des nouvelles souches d’IBV est le résultat de l’évolution des génomes viraux, dont 

les modifications sont générées au cours de la réplication du virus dans les sujets infectés. En 

accord avec la théorie de la Reine Rouge3, qui évoque le besoin d’évolution permanente d’une 

espèce afin d’adapter sa survie en fonction de celle des autres espèces dans le même 

environnement, il a été supposé que l’usage de la vaccination aurait entraîné une pression de 

sélection capable de provoquer l’émergence de nouvelles souches virales, qui ont acquis la 

capacité de se répliquer en présence d’une immunité anti-IBV appartenant à un autre sérotype. 

Cependant, il ne faut pas rejeter l’hypothèse selon laquelle les vaccins n’auraient pas favorisé 

l’émergence des nouvelles souches, mais auraient servi à révéler la présence de souches circulantes 

qui étaient encore inconnues. Les nouveaux sérotypes viraux auraient pu apparaître et coexister 

avec les « anciens », sans que l’Homme n’ait eu conscience de cette diversité, jusqu’à 

l’introduction de vaccins qui a permis de révéler des différences de protection des animaux 

vaccinés vis-à-vis de différentes souches d’IBV. Cela peut d’ailleurs être vrai encore aujourd’hui, 

avec de nouvelles souches d’IBV qui sont souvent caractérisées à la suite d’échecs de vaccination. 

Devant ces observations et questionnements, ce projet de thèse a été déposé afin d’étudier 

l’évolution des Gammacoronavirus aviaires TCoV et IBV au cours de multiples passages des virus 

sur dindes ou poulets, en absence ou en présence d’une immunité vaccinale pré-existante. Les 

variants génétiques qui composent les populations virales des deux virus ont été caractérisés par 

séquençage haut-débit afin d’évaluer le dynamisme des populations virales de TCoV et d’IBV.  

                                                 
3 Cette théorie énoncée par Leigh van Valen fait référence à la Reine rouge du roman de Lewis Caroll de 

1871, Through the Looking Glass : “Now, here, you see, it takes all the running you can do, to keep in the same place. 

If you want to get somewhere else, you must run at least twice as fast as that!” - The Red Queen 



56 

 

  



57 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Deuxième partie 

- 

Travaux Personnels 
  



58 

 

  



59 

 

6 Développement d’un outil de visualisation des variants génétiques 

viraux 
La première étape de ce projet de thèse reposait sur la capacité de détection et de 

visualisation simple des variants génétiques viraux issus de données de NGS et s’est donc focalisé 

sur le développement d’un outil permettant d’atteindre cet objectif. 

Les outils de recherche de variants (variant caller) utilisent des données de séquençage qui 

ont déjà subi un traitement bioinformatique par des outils d’alignement des données de séquençage 

sur des génomes de références. De plus, les résultats issus des « variant callers » sont des fichiers 

texte difficilement analysables sans connaissance préalable du format de fichier. Dans ce contexte, 

il est apparu que les outils disponibles n’étaient pas facilement utilisables par des non-

bioinformaticiens. Une publication parue en 2015 faisait état d’un outil bioinformatique nommé 

ViVan pipeline (Isakov et al., 2015) qui présentait l’avantage d’une utilisation simplifiée en 

transférant des données de NGS, ainsi qu’un génome de référence, à un serveur de calcul via un 

navigateur internet. Cependant, cet outil n’était plus utilisable. Il a donc été décidé de procéder à 

la création d’un outil simple d’utilisation permettant de réaliser toutes les étapes nécessaires au 

traitement bioinformatique et d’obtenir une vue simplifiée des résultats sous forme de graphiques. 

Dans cette optique, une succession d’étapes bioinformatiques (workflow) a été mise en place afin 

de procéder au traitement des données de NGS. Pour cela, Snakemake, un gestionnaire de 

workflow à la syntaxe basée sur Python, a été utilisé afin de pouvoir organiser et répéter toutes les 

étapes du processus de traitement des données. L’outil final est utilisable grâce à une instance 

GALAXY en ligne via l’url suivant : https://viralvariant.anses.fr. Cet outil a été nommé Viral 

Variant Visualiser (VVV) et il peut être utilisé de deux manières (Figure 11). 

La première utilisation consiste à fournir à VVV les données de séquençage uniquement 

(Figure 11, tracé vert et bleu). L’outil procédera alors à l’identification du virus le plus présent 

dans l’échantillon et recréera la séquence majoritaire du génome viral (séquence consensus). Cette 

séquence consensus est ensuite utilisée pour aligner les lectures NGS et procéder ainsi à la 

recherche de variations génétiques qui pourraient composer la population virale associée à ce 

génome. 

La seconde utilisation consiste à fournir à VVV les données de séquençage ainsi que la 

séquence d’un génome viral (Figure 11, tracé vert et jaune). La séquence fournie sera utilisée pour 

aligner les lectures NGS et procéder directement à la recherche de variations génétiques qui 

pourraient composer la population virale associée au génome fourni. Cette seconde utilisation 

présente en plus l’avantage de pouvoir comparer n’importe quelle séquence de génome avec les 

données NGS fournies. 

https://viralvariant.anses.fr/
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Figure 11: Idéogramme décrivant le processus de traitement des données par l’outil Viral Variant Visualiser. 

 

La visualisation des variants génétiques s’effectue sur un graphique qui présente en 

abscisse les différentes positions du génome viral et en ordonnée le pourcentage de présence des 

variants génétiques dans la population virale à chaque position. Tout variant génétique présent au-

dessus d’un seuil spécifié par l’utilisateur (qui est un pourcentage minimal de présence dans la 

population virale, seuil fixé par défaut à 7%) apparaîtra sous la forme d’un point dont la hauteur 

définira son pourcentage de présence dans la population virale. 
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Pour tester VVV, ce seuil de positivité des variants génétique de 7% a été utilisé, afin de 

limiter la caractérisation d’erreurs de séquençage comme étant de véritables variations génétiques 

de la population virale. Ce seuil de 7% a été établi sur la base d’études comparatives mettant en 

évidence les capacités de différents « variant caller » à identifier correctement des variants 

génétiques. VVV a été testé sur des données NGS provenant du séquençage d’un isolat de 

métapneumovirus aviaire (AMPV), ainsi que d’un AMPV recombinant produit par génétique 

inverse et dont le génome est une copie exacte de l’isolat. À la position 2932 du génome de l’isolat 

d’AMPV, deux variants génétiques étaient présents à un ratio de près de 50:50. Pour la 

construction du génome recombinant, l’un des deux variants a délibérément été introduit à cette 

position. Après le traitement des données de séquençage, VVV a été en mesure de recréer les 

génomes consensus viraux et de déterminer la composition des populations virales. Un total de 18 

et 13 variants génétiques ont été détectés pour l’isolat et le virus recombinant respectivement et 

comme attendu, un seul nucléotide a été identifié en position 2932 du virus recombinant. Ces 

données ont été utilisées afin de valider le fonctionnement de VVV. 

VVV a également été testé sur des données de séquençage issues d’une souche de 

coronavirus de la diarrhée épidémique porcine (PEDV), d’une souche d’IBV et d’une souche de 

TCoV. VVV a produit des séquences consensus génomiques correspondants aux séquences 

préalablement publiées et un total de 10, 28 et 3 variants génétiques ont pu être détectés 

respectivement. 

Ces différents essais ont mis en évidence l’importance de la quantité de données NGS 

produites (reflétée par la profondeur de couverture, c’est-à-dire le nombre de lectures pour chaque 

position de génome, Figure 12) afin de pouvoir distinguer un variant génétique d’une erreur de 

séquençage. En effet, les erreurs de séquençage surviennent le plus souvent aléatoirement, avec 

quelques biais de séquence en fonction des technologies utilisées (région homopolymérique pour 

la technologie IonTorrent, substitutions en troisième position du motif GGCGGG pour la 

technologie ILLUMINA (Quail et al., 2012)). À l’inverse, un véritable variant génétique présent 

à 10% dans une population virale sera normalement retrouvé dans 10% des lectures. Par 

conséquent, obtenir une profondeur de couverture suffisante permet de discriminer correctement 

un variant génétique d’une erreur de séquençage. Par ailleurs, étant donné que les outils de 

recherche de variants ne sont pas testés pour des profondeurs de couverture inférieures à 500, il 

est logique de considérer cette valeur comme étant un seuil minimal afin de procéder à des analyses 

de populations virales. Cependant, lors du séquençage de génome viraux il est habituel de constater 

des variations importantes de profondeurs de couverture pour chaque position du génome. C’est 

pourquoi dans les études présentées ci-après, il a été décidé d’appliquer une médiane de couverture 
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de 500 lectures NGS avec un minimum de 200 lectures à toutes les positions génomiques. Ce 

critère étant primordial pour une analyse de variants pertinente, il était important qu’un graphique 

schématisant la profondeur de couverture pour chaque position fasse partie des résultats de VVV. 

 

 

Figure 12: Représentation schématique de la notion de profondeur de couverture. 
Le schéma du haut représente un alignement des lectures appelées « reads » (en rose) 

sur un génome de référence. Certaines positions de génomes sont représentées par des 

barres verticales bleues. La profondeur de couverture à ces positions est écrite au-dessus 

des barres bleues et correspond au nombre d’intersection des barres bleues et roses. Le 

schéma du bas représente le graphique qui est établi après avoir calculé la profondeur 

de couverture pour toutes les positions du génome. 

 

Ces différents essais ont permis de démontrer les capacités de VVV à gérer l’intégralité du 

processus de traitement des données, de façon à pouvoir traiter l’ensemble des échantillons de la 

même façon, et ainsi permettre la détection de variants génétiques composant la population virale. 

Par ailleurs, la simplicité d’utilisation de VVV pourra aider des biologistes non-bioinformaticiens 

à approcher les thématiques d’études portant sur les populations virales et l’évolution de celle-ci. 

Ce travail a fait l’objet d’une publication dans Virus Research. 
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7 Enrichissement des échantillons en ARN viral 
Grâce au développement de VVV, les variants génétiques viraux pouvaient être 

identifiables facilement à partir de données NGS. Malheureusement, les premiers séquençages 

réalisés à partir d’échantillons de trachées issues de poulets infectés par IBV et à partir de contenus 

intestinaux de dindes infectés par le TCoV ont révélé un problème important : la capacité à obtenir 

des quantités suffisantes de lectures issues de génomes viraux pour atteindre une profondeur de 

couverture suffisante. 

Dans un échantillon de tissu, les acides nucléiques du virus à séquencer sont mélangés aux 

acides nucléiques issus des cellules qui composent le tissu. Grâce au NGS, tous ces acides 

nucléiques pourront être séquencés. Mais lorsque les acides nucléiques du virus sont présents en 

quantité minoritaire par rapport aux acides nucléiques eucaryotes, le grand avantage du NGS 

devient problématique, car il est alors difficile d’obtenir de grandes quantités de données d’origine 

virale, sans obtenir encore plus de données d’origine eucaryote. Et si l’augmentation de la quantité 

totale de données produites lors du séquençage pouvait permettre d’augmenter la quantité de 

données d’origine virale, cela augmenterait également la quantité de données d’origine eucaryote, 

conduisant à une augmentation du coût du séquençage. Le prix du séquençage devient alors un 

facteur limitant notamment à cause du grand nombre d’échantillons à séquencer. Un problème 

d’optimisation se posait donc : comment obtenir le maximum de données provenant des génomes 

viraux tout en limitant la quantité totale de données produites ? Différentes méthodes ont été 

envisagées afin de résoudre ce problème. 

Une amplification des ARN viraux a d’abord été envisagée via l’utilisation de la RT-PCR. 

Cette approche présentait l’avantage de permettre une amplification spécifique des ARN d’intérêt 

afin d’augmenter leurs proportions relatives dans l’échantillon. Malheureusement, bien que 

souvent utilisé ce type d’approche nécessite l’utilisation d’amorces produites à partir de séquences 

issues des bases de données. Leur utilisation peut donc entraîner l’apparition d’un biais 

d’amplification avec une hybridation préférentielle des amorces sur des séquences connues. Par 

ailleurs, l’utilisation de la PCR présentait également le risque d’incorporation de nucléotides 

erronés lors des phases d’élongations qui fausseraient les analyses de variants génétiques 

minoritaires. L’amplification PCR n’a donc pas été retenue. 

Une autre approche consistait à purifier les particules virales par l’intermédiaire de 

l’ultracentrifugation, ou de traiter les tissus biologiques broyés avec des exonucléases spécifiques 

de l’ARN (RNAses) de sorte à dégrader les ARN non protégés par des particules virales. Ces deux 

types d’approches permettent de retirer les ARN libérés par les cellules lors du broyage, mais 

nécessitent l’utilisation d’importante quantité de matériel de départ afin de pallier aux pertes 
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importantes subies lors du traitement de l’échantillon, ce qui fait que ce type d’approche a 

également été mis de côté. 

En virologie aviaire, une autre approche peut être envisagée : l’inoculation sur œuf. Cette 

méthode est largement utilisée pour amplifier les stocks viraux et selon la voie d’inoculation elle 

permet de combiner à la fois l’amplification et la purification partielle des particules virales. 

Dans le cas de l’IBV, un protocole de séquençage NGS préconisait d’effectuer une 

inoculation du virus dans la cavité allantoïdienne d’un œuf de poule embryonné de 9 jours d’âge 

et de récolter le liquide allantoïdien à partir duquel les ARN viraux étaient extraits (Keep et al., 

2015). Deux avantages étaient observés avec cette méthode : i) l’inoculation sur œuf permettait 

une amplification de tous les génomes viraux, indépendamment de la présence de variants 

génétiques, grâce à la réplication des virus dans la cavité allantoïdienne ; ii) le liquide allantoïdien 

était très pauvre en matériel génétique issu de l’hôte, permettant d’avoir très peu de données NGS 

d’origine eucaryote. Après avoir réalisé un essai en suivant le protocole d’inoculation et 

d’incubation des œufs mis au point au laboratoire ANSES de Ploufragan (incubation de six jours 

au lieu d’une journée comme indiqué par Keep et al.), une excellente amplification du virus a été 

obtenue et pour des quantités similaires de données NGS produites, une meilleure profondeur de 

couverture du génome viral a été obtenue après un passage sur œuf de poule embryonné (Figure 

13). 

 
Figure 13: Comparaison des profondeurs de couvertures issues du séquençage IBV, avant et 

après inoculation sur œuf de poule embryonné. Un total de 247896 lectures a été produit en NGS 

à partir d’ARN extrait du broyat de trachée infectée par IBV (profondeur de couverture obtenue en 

noir), et un total de 261549 lectures à partir d’ARN extraits du liquide allantoïdien (profondeur de 

couverture obtenue en bleu) issu d’un œuf de poulet embryonné inoculé avec le broyat de trachée 

séquencé auparavant. 
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Par ailleurs, en plus d’un enrichissement en ARN viral (sans augmenter la quantité d’ARN 

d’origine eucaryote, qui ne peut pas se répliquer dans l’œuf embryonné), le choix de cette méthode 

apportait également la preuve que les virus présents dans les organes des poulets infectés étaient 

réellement infectieux. 

Afin de pouvoir réaliser l’analyse des variants génétiques d’IBV après plusieurs passages, 

il fallait tout d’abord vérifier qu’un passage sur œuf permettait de conserver les populations virales 

présentes avant le passage sur œuf. En utilisant un stock viral préparé à partir de liquide 

allantoïdien, un passage supplémentaire de ce stock a été réalisé sur œuf embryonné afin de 

comparer les populations virales avant et après un passage sur œuf. En dépit de certaines variations, 

une majorité de variants génétiques présents dans la population virale avant passage sur œuf était 

retrouvée après passage sur œuf (Figure 14, points rouges). 

 

 

Figure 14: Comparaison des populations virales avant et après un passage sur œuf de 

poules. En haut, la carte des variants génétiques présents dans la population virale d’IBV avant 

passage sur œuf ; en bas, la carte des variants génétiques présent dans la population virale après 

passages sur œuf. Chaque point (noir et rouge) correspond à un variant génétique retrouvé dans 

la population virale. En rouge sont représentés les variants génétiques commun aux deux 

population virales. Six variants génétiques sur les neufs détectés avant passage sur œuf, sont 

également retrouvés après un passage sur œuf, soit 66%. 

 

En conséquence, il a été décidé que le séquençage de broyats de trachées et de reins infectés 

avec l’IBV se ferait sur des liquides allantoïdiens récoltés à partir d’œufs de poule embryonnés 

préalablement inoculés à 9 jours d’âge avec les broyats d’organes infectés. 

Même si le problème du séquençage d’IBV dans des échantillons tissulaires a pu être 

résolu, cette méthode d’enrichissement par inoculation dans la cavité allantoïdienne d’œufs 

embryonnés ne pouvait pas être appliquée pour le TCoV. En effet, pour multiplier ce virus dans 

des œufs de dindes, il est nécessaire de l’inoculer dans la cavité amniotique d’un œuf embryonné 

de 19 jours d’âge, afin que le virus puisse gagner les intestins du fœtus et s’y répliquer. Après 
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quatre jours d’incubation, les intestins sont récupérés dans un tampon salin, broyés et centrifugés 

afin que le surnageant constitue la nouvelle suspension virale. Mais à la différence du liquide 

allantoïdien, les intestins sont des tissus et contiennent de très nombreuses cellules eucaryotes. 

L’étape de broyage entraîne donc la libération d’importantes quantités de matériel génétique 

cellulaire, ce qui diminue la proportion relative des ARN viraux minoritaires dans l’échantillon. 

Afin de résoudre ce problème, il a été développé une méthode de préparation différente des 

suspensions virales afin d’améliorer le séquençage NGS et qui a été testée avec le TCoV 

coronavirus entérique aviaire. 

En partant de la méthode originale d’amplification des coronavirus entériques aviaires sur 

œuf embryonné, une seule modification de ce protocole a été apporté, remplaçant l’étape de 

broyage par une étape de vortexage, permettant ainsi de récupérer les particules virales présentes 

dans la lumière intestinale uniquement. Le but de cette modification est de maintenir au maximum 

l’intégrité des cellules composant le tissu intestinal et de limiter la libération des acides nucléiques 

cellulaires dans l’échantillon final. Cette méthode s’est avérée très efficace, puisqu’après 

quantification de l’ARN cellulaire et viral par RT-PCR quantitative, une réduction de la quantité 

d’ARNm GAPDH (gène de ménage utilisé pour refléter l’ensemble des ARN cellulaires) a été 

constatée, sans réduction de la quantité d’ARN viral. Après NGS, la proportion de lectures 

d’origine virale a augmenté lorsque les échantillons étaient préparés avec la nouvelle méthode 

(pour des quantités similaires de données NGS produites) et une meilleure profondeur de 

couverture était obtenue. Ces résultats ont permis de mettre en évidence un enrichissement des 

échantillons en ARN viraux, facilitant ainsi le séquençage de coronavirus entériques aviaires, dont 

le TCoV. 

 

Cette deuxième partie du travail a fait l’objet d’un communication courte soumise à 

Journal Of Virological Methods. 

  



75 

 

  



76 

 

 

  



77 

 

 

 

 

  



78 

 

 

 

  



79 

 

 

 

  



80 

 

 

 

  



81 

 

 

 

 

 

  



82 

 

 

 

  



83 

 

 

 

  



84 

 

 

 

 

  



85 

 

 

 

 

  



86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



87 

 

8 Evolution des Gammacoronavirus aviaires TCoV et IBV en absence 

et en présence d’immunité vaccinale préexistante 
Après avoir mis en place les méthodes et outils nécessaires au séquençage et à la détection 

de variants génétiques dans les populations virales, les analyses évolutives des coronavirus aviaires 

TCoV et IBV ont pu être conduites. 

À travers ces analyses, deux questions ont été posées : 

- i) « Comment évoluent les Gammacoronavirus aviaires au cours de plusieurs 

passages sur leurs hôtes ? » Pour répondre à cette question, l’évolution du TCoV a 

été suivie au cours de dix passages sur dindes en absence d’immunité pre-existante, et 

l’évolution de l’IBV a été suivi au cours de trois passages sur poulets en absence 

d’immunité pré-existante 

- « L’immunité préexistante vaccino-induite modifie-t-elle l’évolution des 

Gammacoronavirus aviaires ? » Pour répondre à cette question, l’évolution de l’IBV 

a été suivie au cours de trois passages sur poulets en présence d’une immunité pré-

existante vaccino-induite et comparer à l’évolution sur poulets sans immunité pré-

existante. 

8.1 Evolution du TCoV en absence d’immunité vaccinale pré-existante 

Au cours d’une étude précédente, il a été montré que le Fr-TCoV était hautement 

transmissible et la dose minimale infectante est extrèmement faible, inférieure aux limites de 

détections des méthodes moléculaires (Brown et al., 2018). Il a également été montré que des 

animaux infectés par le Fr-TCoV excrétaient du virus infectieux pendant une période d’au moins 

six semaines après l’infection (Brown et al., 2018). Au vu des caractéristiques du TCoV et en 

l’absence de mesure de contrôle de l’infection par TCoV comme la vaccination, il était important 

de caractériser l’évolution du TCoV afin de savoir si le TCoV pouvait générer rapidement diverses 

populations de génomes et de nouveaux variants génétiques. Avec cet objectif, dans cette étude, 

l’évolution de la souche Fr-TCoV (stock viral issu de six passages sur œufs de dinde) a été 

caractérisée par NGS au cours de dix passages du virus sur dindes EOPS. 

Les expérimentations sur animaux ont été réalisées dans les installations de biosécurité de 

niveau 2 du laboratoire ANSES de Ploufragan-Plouzané-Niort, conformément aux 

réglementations européennes et françaises sur le bien-être animal. Les dindes EOPS provennaient 

du service d’élevage et d’expérimentation avicole du laboratoire ANSES de Ploufragan-Plouzané-

Niort. Le protocole expérimental décris ci-dessous a été approuvé (Référence APAFIS # 10839-
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2017073115311452 v4)) par le comité d'éthique Anses / ENVA / UPEC enregistré sous le numéro 

16 et par le ministère de l'Enseignement supérieur, de la Recherche et de l'Innovation. 

Un premier lot de quinze dindes EOPS âgées de 10 jours d’âge (j.a.) a été écouvillonné par 

le cloaque afin de déterminer l’absence d’infection à TCoV. Puis, trois dindes de 10 j.a. ont été 

choisies au hasard (nommées A1, B1 et C1) et individuellement placées dans trois enclos séparés 

par des bâches en plastique au sein de l’animalerie 1. Le même jour, les dindes A1, B1 et C1 ont 

été inoculées par voie orale avec 250 µL (250 DIE50) de Fr-TCoV (nommé ensuite inoculum 

TCoV). Deux jours plus tard, des écouvillons cloacaux ont été prélevés sur les sujets inoculés et 

les écouvillons ont été remis en suspension dans 1 mL de milieu de culture MEMH. Ces 

échantillons ont été nommés A1_CS (écouvillon cloacal A1), B1_CS et C1_CS. Après 

écouvillonnage, les trois dindes (A1, B1 et C1) ont été euthanasiées par électronarcose suivie d'une 

saignée et les intestins ont été prélevés et conservés à -80°C. 

De nouveau, trois animaux choisis au hasard (A2, B2 et C2) ont été déplacés dans les 

mêmes enclos de l’animalerie 1 et ont été inoculés par voie orale avec 250 µL de A1_CS, B1_CS 

et C1_CS respectivement. Deux jours plus tard, des écouvillons cloacaux ont été prélevés sur les 

sujets inoculés afin de préparer les inocula du troisième passage (A2_CS, B2_CS et C2_CS) de la 

même façon que précédemment. Puis les dindes ont été euthanasiées afin de prélever les intestins. 

Le troisième passage a été réalisé dans une nouvelle animalerie (animalerie 2) contenant trois 

enclos séparés par des bâches en plastique et dans lesquels les dindes A3, B3 et C3 ont été 

individuellement placées et inoculées avec A2_CS, B2_CS et C2_CS. Deux jours plus tard, 

l’ensemble du protocole a été répété. Ceci a été effectué jusqu'au passage 5, à partir duquel un 

nouveau lot de quinze dindes EOPS de 10 j.a. (également négatives pour la présence de TCoV 

avant inoculation) a été utilisé pour réaliser cinq passages supplémentaires. Au total, dix passages 

ont été réalisés en suivant le même protocole. Tous les deux passages, chaque animalerie a été 

nettoyée et désinfectée à l'aide de peroxyde d’hydrogène et d'acide peracétique. 

 

Au cours de cette expérimentation, une excrétion virale a été détectée dans les écouvillons 

cloacaux de tous les passages. Aucun signe clinique n’a été observé chez les dindes à aucun des 

passages. 

Dans le but de procéder à des analyses de variants génétiques, les contenus des caeca issus 

des dindes utilisées lors des passages 1, 5 et 10 ont été passés une fois sur œuf de dinde embryonné 

et les intestins des embryons ont été récupérés et préparés avec la méthode nouvellement mise au 

point afin de séquencer plus facilement les populations virales en NGS. Après traitement des 

données NGS avec le pipeline nouvellement développé, cinq modifications (notées Cch1, 2, 3, 4 



89 

 

et 5, Tableau 2) de la séquence consensus de l’inoculum TCoV sont apparues dès le premier 

passage sur dindes et ont également été détectées après les passages 5 et 10 dans les trois répliques, 

indiquant une conservation de ces mutations tout au long de l’expérience. D’autres variations 

génétiques ou changements de consensus ont été observés lors des différents passages, mais 

aucune autre variation n’a été retrouvée lors des trois passages séquencés. Cette rapidité de 

sélection de variants pourrait être le résultat d'une sélection de variants génétiques présents dans 

la population virale de l'inoculum TCoV. Cependant, il n’est pas possible de confirmer ou 

d’infirmer cette hypothèse car la population virale de l’inoculum TCoV n’a pu être correctement 

déterminée du fait d’une quantité insuffisante de données NGS. 

 

Tableau 2 : Variants génétiques identifiés après sélection au cours des passages sur dindes lors de 

l’expérimentation Fr-TCoV 

  
Position 

génomique 

Nucléotides consensus 

de l’inoculum 

Nucléotide(s) 

sélectionné(s) après 

passage 

Région protéique 
Impact 

protéique 

Cch1 9901 C T PP1ab – NSP6 H-3125-Y 

Cch2 10450 T C PP1ab – NSP6 F-3308-L 

Cch3 15349 A C PP1ab – NSP13 Q-4941-T 

Cch4 20951 G T S1 S-196-I 

Cch5 21737 G A S1 S-458-Q 

 

À partir d'un unique stock de virus issu de six passages sur œufs, les mêmes modifications 

conservées de séquences consensus ont été retrouvées dans les trois répliques. Un tel résultat 

pourrait indiquer que l'évolution naturelle d'un coronavirus aviaire n'est pas aléatoire mais qu’elle 

tendrait vers un génome optimal adapté à la réplication dans l'hôte. Cela signifierait qu'à partir 

d'une population virale donnée, quel que soit le nombre d'inoculations effectuées, l'évolution du 

virus serait la même tant que les conditions de réplication restent inchangées. Cependant, comme 

les répétitions de chaque passage ont été effectuées dans la même animalerie, mais dans des enclos 

différents séparés par des bâches en plastique, il ne peut pas être exclu que des virus excrétés par 

les animaux aient pu être transmis par voie aérienne d'un enclos à un autre. Mais cela semble peu 

probable car des travaux antérieurs ont conclu que la transmission aérienne du TCoV n'était pas 

possible au-delà de 2-3 mètres de distance (Brown et al., 2018), indiquant donc que les bâches en 

plastique devaient être suffisantes pour éliminer le risque de transmission aérienne. 

L'impact des mutations sur la fonctionnalité des protéines a été analysé. Cch1, Cch2 et 

Cch3 ont provoqué des changements de séquences protéiques de NSP6, NSP6 et NSP13 

respectivement, mais il semble que ces changements ne modifient pas profondément la structure 

de la protéine. En effet, les séquences variantes de Cch1 et Cch2 sont retrouvées dans des 
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séquences IBV de la base de données du NCBI, et la séquence variante de Cch3 ne modifie pas la 

polarité ni la charge de la protéine à cette position. Cch4 et Cch5 ont provoqués une modification 

de la séquence de la protéine de spicule au niveau du domaine S1. Cch4 a remplacé une sérine 

(acide aminé polaire non chargée) par une isoleucine (hydrophobe). Cette position protéique est 

localisée à la surface de la protéine de spicule, et comme ces deux acides aminés ont des propriétés 

biochimiques différentes, la modification pourrait potentiellement avoir un impact important sur 

la structure de la protéine et, par exemple, pourrait induire un changement de la fixation de la 

protéine à son récepteur ou de la liaison à des anticorps neutralisants. Cch5 a remplacé une sérine 

par une asparagine, deux acides aminés polaires non chargés. Cette modification est donc supposée 

ne pas modifier considérablement la conformation de la protéine. Ainsi, en se basant uniquement 

sur la fonctionnalité des protéines, les raisons pour lesquelles ces mutations ont été sélectionnées 

dans tous les répliques restent inconnues. 

En conclusion, ces travaux ont montré que cinq positions dans le génome viral ont été 

modifiées au niveau du consensus dès le premier passage et ont été fixées jusqu'au dixième 

passage. Par ailleurs, les changements de séquences consensus maintenu au cours des passages ont 

été observés au cours de trois répliques, indiquant que l’évolution du TCoV n’est pas aléatoire. 

 

Ce travail sera repris pour une valorisation par un article qui sera soumis à Transboundary 

and Emerging Diseases. 
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Evolution of Turkey Coronavirus genome populations over ten passages in specific pathogen 

free turkeys. 

 

Introduction 

Turkey coronavirus (TCoV) is a Gammacoronavirus that belongs to the newly established 

Igacovirus subgenus (ICTV). TCoV has been described to be the principal viral agent of a 

multifactorial enteric disease of turkeys which is known as “poult enteritis complex” (PEC) 

(Barnes et al., 2000; Gomaa et al., 2008). PEC is found everywhere where turkeys are farmed and 

occurs in all ages of birds however, younger birds seem to be most susceptible. In certain cases 

this disease can be severe resulting in high mortality and in these cases is given the name “poult 

enteritis mortality syndrome” (PEMS). The most striking example of PEMS occurred in the United 

States of America between 1991 and 1997 and cost the industry an estimated 160 million dollars 

(Barnes et al., 2000). 

TCoV, much like its closest relative infectious bronchitis virus (IBV) with which it shares all but 

the spike glycoprotein S gene of its genome, is extremely infectious. Under experimental 

conditions, TCoV has been shown to be transmitted from one infected turkey to another every 2.5h 

(Brown et al., 2018) and to be infectious at a dose beyond the limits of detection by real-time RT-

PCR (Brown et al., 2018). In addition to these favourable characteristics for infection, the virus is 

also excreted as infectious virions for at least six weeks (Brown et al., 2018). In practical terms 

these characteristics highlight why TCoV infections are difficult to control once an infectious 

episode is launched and in virological terms highlight a virus that has great opportunity to generate 

and sustain diverse genome populations i) through its rapid infectious rate and ii) through the 

duration of infection. To date, the potential for TCoV to quickly generate diverse genome 

populations and new genetic variants remains a hypothesis, as limited full-length genome data 

exists in the database to correctly assess TCoV diversity in the field and as no experiments have 

been designed to test it under controlled conditions. However, field data on IBV genomes and 

recent experimental findings for IBV (Flageul et al., submitted-a), which showed rapid emergence 

and selection of genetic IBV variants upon passage in specific pathogen free (SPF) chickens under 

experimental conditions would seem to indirectly support the hypothesis. 

The current study was thus designed to assess the evolution of TCoV genome populations during 

passages in SFP turkeys. Specifically, the European isolate of TCoV (Fr-TCoV) was inoculated 

via the oral route to three turkey poults. Then, ten passages were performed for each of the three 

initial birds. The evolution of full-length viral genomes replicating in caecal tissues of the three 

birds from passage 1, the three from passage 5 and the three from passage 10 was determined by 
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high-throughput sequencing and processing data with VVV, the newly developed bioinformatics 

tool designed to detect viral genetic variants (Flageul et al., 2021). 

 

Material and methods 

Virus 

Fr-TCoV 080385d/6.3, was titrated on eggs [104.01 egg infectious dose (EID) 50 / mL] during a 

previous experiment (Brown et al., 2018). To constitute the inoculum of the first passage this virus 

was diluted in MEMH [MEM 9,66 g/L ; penicillin 50000 U/L ; streptomycin 0.05 g/L ; hepes 20 

mM ; NaHCO₃ 8.85 g/L; diluted in ultrapure water, pH 7.2 adjusted with NaOH 1N] to adjust the 

viral titer to 103 EID50/mL and was next referred as TCoV-inoculum. 

Experimental trial 

Animal experiments were performed in accordance with European Union and French regulations 

on animal welfare in experiments. The protocol was approved (Reference APAFIS#10839-

2017073115311452 v4) by the ANSES/ENVA/UPEC ethical committee registered under number 

#16. Experiments were carried out in ANSES’ biosafety level 2 facilities. Specific pathogen free 

(SPF) turkeys were provided by the Anses’ department for breeding and experimentation in poultry 

of the laboratory of Ploufragan-Plouzané-Niort. 

One batch of fifteen 10 day-old SPF turkeys were used. Cloacal swabs were taken to check the 

absence of avian enteric coronavirus infection at the start of the experiment. 

At the day of the inoculation (day 0), three randomly chosen 10 day-old turkeys (named A1, B1 

and C1) were placed in room 1 in three individual side by side pens separated at a height of one 

meter by plastic tarpaulin. A1, B1 and C1 were then orally inoculated with 250 EID50/bird of 

TCoV-inoculum. Cloacal swabs were collected two days post-inoculation on each bird and 

resuspended in 1 ml of MEMH. These samples were named A1_CS (A1 cloacal swab), B1_CS 

and C1_CS. The three turkeys (A1, B1 and C1) were euthanized by electronarcosis followed by 

bleeding two days post-inoculation. Intestines were sampled and stored at -80°C. 

Then, three randomly chosen animals (A2, B2 and C2) were moved in the same pens of room 1 

and were inoculated orally using 250µL of A1_CS, B1_CS and C1_CS respectively. Cloacal 

swabs were collected two days post-inoculation on these three birds to prepare A2_CS, B2_CS 

and C2_CS inocula for the third passage as previously described. Animals were euthanized and 

intestines were sampled. 

The third passage was carried out in a new clean room 2 with three separate pens with turkeys A3, 

B3 and C3 that were inoculated with A2_CS, B2_CS and C2_CS. Clocal swabs were collected, 

A3_CS, B3_CS and C3_CS were prepared and the same process as earlier was applied. This was 
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performed until passage 5. At that time, a new batch of fifteen 10-day old turkeys were used for 

the five further passages. Ten passages were performed in total using the same protocol. 

Every two passages, each room was cleaned and disinfected using H2O2 and acid peracetic. 

Preparation of intestinal contents for analysis of the variant population 

For each intestines, contents from the caecum intestinal segment were individually collected and 

homogenised in PBS at the concentration of 1 g/mL. The homogenates were vortexed for one 

minute (min) at maximum speed (2500 shakes/min) and then centrifuged at 3000 g for 15 min at 

4°C. Supernatants constituted the clarified intestinal contents and were frozen at -80°C. 

Amplification of the viral population in clarified intestinal content by egg inoculation  

TCoV-inoculum and clarified intestinal contents were diluted (1/10) in PBS supplemented with 

penicillin (10 U/µL), streptomycin (10 µg/µL) and amphotericin B (250 µg/µL). After one hour 

of incubation at 4°C, diluted samples were inoculated in the amniotic cavity of 19 day-old 

embryonated SPF turkey eggs as previously described (Guionie et al., 2013) Eggs were incubated 

for 6 days at 37°C and candled every day. Turkey embryos that died during the first 24 hours of 

incubation were not kept. At the end of the incubation period, or after the death of embryos, 

intestines were harvested and suspended in 400 µL of PBS before being vortexed for one minute 

at maximum speed (2500 shakes/min) and centrifuged for 10 min at room temperature (Flageul et 

al., submitted-b). Supernatants constituted the amplification of individual turkey intestinal 

contents and were individually frozen at -80°C before RNA extraction. 

RNA extraction 

For each amplification of individual turkey intestinal contents, RNAs were extracted using the 

King Fisher automatic extractor using NucleoMag Vet kit (Macherey-Nagel). Briefly, 200 µL of 

each amplification were lysed with 300 µL of RLT buffer (QIAgen) supplemented with 3 µL of 

β-mercaptoethanol (SigmaAldrich) and 16 µg of glycogen (Invitrogen). After lysis, 20 µL of 

magnetic beads and 400 µL of isopropanol were added for RNA precipitation. Three washing steps 

were realised (two using washing buffers and one using 80 % ethanol). Finally, RNA was eluted 

using 100 µL of elution buffer. 

Quantification of TCoV genome copies by reverse transcription polymerase chain 

reaction (qRT-PCR) 

Quantification of viral RNA was performed using a pan avian coronavirus qRT-PCR as described 

previously (Callison et al., 2006). 
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Illumina sequencing and NGS data processing 

Samples from passages 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9 were not sequenced. Only the samples from TCoV-

inoculum, passage 1, 5 and 10 were subjected to sequencing. RNA libraries were prepared using 

the NEBNext Ultra II Directional RNA library kit. Briefly, ribosomal RNAs were removed with 

RNAseH and remaining RNAs were converted into double strand DNA (dsDNA) by random 

priming reverse transcription and second strand DNA synthesis. Then, sequencing adaptors were 

ligated to dsDNA and a short PCR enrichment was performed before sequencing. NGS was 

performed using NextSeq Illumina technology. 

To determine the consensus sequence of the TCoV-inoculum, NGS data were processed through 

the Viral Variant Visualiser (VVV) and compared to the previously published sequence of Fr-

TCoV (GenBank accession number KR822424.1) (Flageul et al., 2021). TCoV-inoculum 

consensus genome was deduced from VVV results. 

NGS data from TCoV-inoculum and from amplifications of individual turkey intestinal contents 

were processed twice with VVV. The first analysis involved all the reads in the NGS file while the 

second analysis removed reads considered as duplicates (identical reads). For reasons previously 

defined, (Flageul et al., 2021) only genetic variants detected in both analysis and present in the 

viral population above a threshold value of 7% were analysed. Data were considered robust when 

the median coverage depth was greater than 500 and when a minimum of 200 reads was present 

in locations where variants were detected. Other data were annotated as “low coverage”. 

Comparison of protein sequences with databases 

Predicted protein sequences from observed genomic mutations were compared to the non-

redundant database of NCBI using blastp with default parameters. For each of the predicted protein 

sequence, the 500 better scored matching sequences were used to performed a multiple sequence 

alignment using the MSA tool of the NCBI. 

 

Results 

Clinical symptoms and viral shedding 

No viral RNA was detected in the cloacal swabs taken from all animals three days before the first 

inoculation. No clinical signs (prostration or diarrhoea) were observed in all birds throughout the 

trial. 

The viral shedding was evaluated through the number of genome copies assessed in cloacal swabs 

(Table 1). The viral genomic load varied between 102.08 (one bird at the third passage) and 105.37 

genome copies/µL (one bird at the second passage). However, most of the samples (26/30) 

presented viral loads ranging between 103.5 and 105 copies/µL. 
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Viral population in the TCoV-inoculum 

Twenty-three genetic variants were detected in both analyses (with and without removing the 

duplicate reads), but all of them were annotated as ‘low-coverages’, supported by coverage depths 

below 271 for each of the position where variants were detected (data not shown). Thus, they were 

not considered as variants using the defined criteria. 

Evolution of TCoV in turkey through 10 passages 

To assess the evolution of TCoV-inoculum over passages in turkeys, the viral populations in 

amplifications of individual turkey intestinal contents were determined and compared to each 

other, for animals A1, A5, A10; B1, B5, B10 and C1, C5, C10 only. 

All detected variants were compiled into Figure 1. Each variant is indicated by a blue square, 

which is light if the variant frequency was less than 50% of the total sequences at that position or 

which is dark if the variant was above 50% of the total sequences meaning a change of the 

consensus sequence represented by TCoV-inoculum. 

For all samples, median coverage depths were comprised between 4118 and 32849 for the analysis 

that involved all reads, and between 312 and 417 in the analysis that removed reads considered as 

duplicates. For all samples, low coverage depth (< 200 reads per genome position) was detected 

at the 5’ extremity of the genome from position 1 to 53 for the analysis that involved all reads, and 

from position 1 to 72 for the analysis that removed reads considered as duplicates. Two other 

regions had low coverage between genome positions 15527 and 15757, and at the 3’ extremity 

from position 27599 to the end, but no genetic variants were detected in those regions (Figure 1). 

A total of 49 genetic variants were detected at passages 1, 5 and 10 in replicates A, B and C. In the 

three replicates, five positions led to a consensus change (noted Cch1, Cch2, Cch3, Cch4, and 

Cch5) and were selected after passages (Figure 1). Cch1 (modification C-9901-T) and Cch2 (T-

10450-C) were detected at the consensus level at passage 1 in replicates A and B and in all 

replicates at passage 5 and 10. Cch3 (A-15349-C) and Cch4 (G-20951-T) were detected at passage 

1 below or at the consensus level in replicate A and B respectively but was not detected in replicate 

C. However, at passage 5 and 10, Cch3 and Cch4 were detected in all replicates at the consensus 

level. Cch5 (G-21737-A) was detected at passages 1, 5 and 10 in all replicates at the consensus 

level. 
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Predicted protein impact of the non-synonymous selected mutations 

Potential impact of the main observed mutations on protein sequence was analysed and modified 

protein sequences were compared with protein sequences in the NCBI non-redundant database. 

The genomic mutation Cch1 (C-9901-T) was predicted to modify the coded protein sequence, 

replacing a Histidine by a Tyrosine at position 3125 of the polyprotein 1ab (NSP6 region). After 

blastp and multiple sequence alignment, Histidine and Tyrosine were both found at this position 

and no other amino acid was detected. 

The genomic mutation Cch2 (T-10450-C) was predicted to modify the coded protein sequence, 

replacing a Phenylalanine by a Leucine at position 3308 of the polyprotein 1ab (NSP6 region). 

After blastp and multiple sequences alignment, Leucine was the most present amino acid at this 

position and Phenylalanine was only found in two IBV sequences of the alignment [accession 

numbers from NCBI protein database: AFJ11174, ALH21109]. 

The genomic mutation Cch3 (A-15349-C) was predicted to modify the coded protein sequence, 

replacing an Asparagine by a Threonine at position 4941 of the polyprotein 1ab (NSP13 region). 

After blastp and multiple sequence alignment, Asparagine was the most present amino acid at this 

position but Serine was also detected. No Threonine was observed at this position. 

The genomic mutation Cch4 (G-20951-T) was predicted to modify the coded protein sequence, 

replacing a Serine by an Isoleucine at position 196 of the spike protein. After blastp and multiple 

sequence alignment, Serine was present in Fr-TCoV related sequences [ADK88938, CBA13338, 

CBB12677] but Glutamic acid was the most present amino acid at this position. Isoleucine was 

not detected at this position. 

The genomic mutation Cch5 (G-21737-A) was predicted to modify the coded protein sequence, 

replacing a Serine by an Asparagine at position 458 of the Spike protein. After blastp and multiple 

sequence alignment, Serine was the most present amino acid at this position, but Asparagine was 

also detected in the three Fr-TCoV related sequences and one duck coronavirus sequence 

[YP_009825008.1]. 

 

Discussion 

The present study focused on studying the evolution of the Fr-TCoV over ten passages in turkeys 

in the absence of selection pressure. 

During this experiment, it was observed that modifications of the consensus sequence of TCoV-

inoculum appeared in five positions as early as the first passage in turkeys and were not modified 

after further passages. This rapidity could be the result of a selection of genetic variants present in 

the viral population of the TCoV-inoculum. However as TCoV-inoculum has not been sequenced 



97 

 

with the minimum required amount of data, the composition of the viral population was not 

determined with sufficient confidence to validate this hypothesis. Indeed, coverages of the TCoV-

inoculum genome ranged from 52 to 165 at positions of Cch1 to Cch5. Therefore, genetic variants 

might have been present at these positions of the viral genome but were left undetected due to low 

coverages. 

The rapidity of selection echoed previously published work on avian coronaviruses. IBV was 

passaged three times in chickens and five selected mutations that have been identified to modify 

the protein sequences appeared as soon as the first passage (Flageul et al., submitted-a). Moreover, 

a rapid selection of genetic variants present in an IBV-Ark type vaccine was already observed after 

one passage in chickens (McKinley et al., 2008; van Santen and Toro, 2008). 

From a unique egg passage virus stock, the evolution of TCoV-inoculum was repeatable as 

evolution profiles were highly similar in the three replicates. Such results could indicate that 

natural evolution of an avian coronavirus is not random but could tends towards an optimal 

sequence adapted to the host. Also, this would mean that from a given viral population, no matter 

how many inoculations would be performed, the evolution of the virus would be the same as long 

as the replication conditions remain unchanged. 

The impact of these mutations on protein functionality has been analysed and it seemed that the 

mutations determined in the polyprotein 1ab did not deeply change the polarity or the charge of 

the amino acid. Mutations in the spike protein were located in S1, the most variable part of the 

spike protein. Cch4 replaced a Serine (polar uncharged) by an Isoleucine (hydrophobic). The two 

amino acids have different biochemical properties and because this protein position is located at 

the surface of the protein, when compared to IBV spike protein (Shang et al., 2018), the 

modification could potentially modified the binding of neutralizing antibodies or the binding of 

the spike protein to its receptor. Cch5 replaced a Serine by an Asparagine, two polar uncharged 

amino acids so this modification may not impact the protein conformation. This position is not 

located at the surface of the spike protein, which indicates that both amino acids cannot be targeted 

by neutralising antibodies. Thus, based only on protein functionality, the reasons for these 

mutations to be selected in all the replicates remains unknown. Possibly, the modified RNA 

sequence may allow a better replication of the viral population in turkeys but this hypothesis seems 

unlikely since the concentration of viral RNA in cloacal swabs taken from infected birds at the end 

of each passage was similar. 

In conclusion, this work showed that five positions in the viral genome have been modified at the 

consensus level as soon as the first passage and were fixed until passage 10, which supports the 

hypothesis that TCoV, like its close relative IBV has the potential to generate variants quickly. 
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This factor adds to difficulty of controlling TCoV infections because quickly generated variants 

help it survive different environmental and physical pressures. In light of the difficulties in 

controlling IBV despite numerous vaccines and vaccine programmes and the ongoing question of 

whether live attenuated vaccination is helping drive IBV evolution, it raises an important question 

of whether development of live attenuated TCoV vaccines are in the best interest of the turkey. 
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Table 1: Concentration of viral RNA in cloacal swabs at each passage 

  Passages 

Replicates 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A 4.95 5.37 2.08 4.63 4.41 4.36 4.18 3.52 4.87 4.15 

B 4.51 4.45 4.46 3.82 3.70 3.70 4.11 5.08 3.87 4.84 

C 4.93 4.73 4.58 4.60 4.76 4.69 5.09 4.79 4.63 3.84 

log10 (viral RNA copy number/µL)             

 

 

 

 

 

Figure 1: Evolution of Fr-TCoV during passages in turkeys. Evolution was assessed using NGS after passage 1, 5 and 10 and 

NGS data were processed through the Viral Variant Visualiser pipeline. Subjects are presented in lines A, B and C and detected 

genetic variants are presented in lines. Genomic regions, genome positions and predicted protein modifications are indicated above 

the graphic. If a genetic variant is present in a subject, a blue box is set: light blue colour for variants detected below the consensus 

level or dark blue colour for variants detected at the consensus level. Cch = Consensus change analysed in the text. 
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8.2 Evolution de l’IBV en absence ou présence d’une immunité vaccinale 

pré-existante 

Dans cette étude, l’évolution de la souche IBV-D388, stock viral issu de quatre passages 

sur œufs de poule, a été caractérisée par NGS au cours de trois passages du virus sur des poulets 

ayant ou non été préalablement vaccinés avec un vaccin vivant atténué IBV-H120 de type Mass 

(essai hétérologue IBV H120-D388). En parallèle, afin de vérifier l’efficacité de ce vaccin, un 

second essai a été réalisé en utilisant la souche IBV-M41 comme virus épreuve (essai homologue 

IBV H120-M41), selon le même protocole que pour l’essai H120-D388 (décrit ci-dessous). 

Les expérimentations sur animaux ont été réalisées dans les installations de biosécurité de 

niveau 2 du laboratoire ANSES de Ploufragan-Plouzané-Niort, conformément aux 

réglementations européenne et française sur le bien-être animal. Les poulets exempt d’organismes 

pathogènes spécifiés (EOPS) provennaient du service d’élevage et d’expérimentation avicole du 

laboratoire ANSES de Ploufragan-Plouzané-Niort. Le protocole expérimental décrit ci-dessous a 

été approuvé (Référence APAFIS # 5178-20l6041118128688 v5) par le comité d'éthique Anses / 

ENVA / UPEC enregistré sous le numéro 16 et par le ministère de l'Enseignement supérieur, de la 

Recherche et de l'Innovation. 

Trente poulets White Leghorn EOPS d’un jour d’âge (1 j.a.) ont été séparés en deux 

groupes de quinze oiseaux et chaque groupe a été placé dans un isolateur d'élevage. Le premier 

groupe (oiseaux vaccinés (VB)) a été inoculé à 1 j.a. par voie oculaire avec un vaccin vivant atténué 

IBV-H120 préparé dans du milieu STAB. Le deuxième groupe (oiseaux non vaccinés (NVB)) a 

été inoculé de la même manière avec le milieu STAB. Pour le premier passage dans chaque groupe, 

cinq oiseaux de 24 j.a., ont été déplacés vers un nouvel isolateur et éprouvés par voie oculaire avec 

104 DIE50 de virus épreuve IBV-D388 (nommé inoculum D388). À 29 j.a. les oiseaux éprouvés 

ont été euthanasiés par électronarcose suivie d’une saignée. Sur ces oiseaux, la trachée et les reins 

ont été prélevés et individuellement broyés avant d’être centrifugés. Les surnageants, qui 

représentent les stocks de virus issus de la trachée et des reins du premier passage de IBV-D388 

dans le groupe VB et dans le groupe NVB, ont été individuellement récoltés et étiquetés avec le 

numéro d'oiseau suivi de D388pass1TrVB ou D388pass1TrNVB pour les prélèvements de trachées ou 

de D388pass1KdVB et D388pass1KdNVB pour les prélèvements de reins et stockés à -80°C. Avant 

surgélation, 200 µL de chacun des cinq stocks de D388pass1TrVB et 200 µL de chacun des cinq 

stocks de D388pass1KdVB ont été mélangés ensembles pour créer un stock de virus groupé 

D388pass1TrKdVB. De même, 200 µL de chacun des cinq stocks D388pass1TrNVB et 200 µL de 

chacun des cinq stocks D388pass1KdNVB ont été mélangés ensembles pour créer un stock de virus 

groupé D388pass1TrKdNVB. Deux autres passages ont été réalisés selon le même protocole, avec à 
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chaque fois un étiquetage des stocks de virus individuels et des stocks de virus groupés qui a suivi 

le même format. Les animaux du passage 2 ont été éprouvés avec D388pass1TrKdVB ou 

D388pass1TrKdNVB selon leur groupe d’appartenance, et les animaux du passage 3 ont été inoculés 

avec D388pass2TrKdVB ou D388pass2TrKdNVB également selon leur groupe d’appartenance. Ce 

protocole a également été suivi en utilisant le virus épreuve Mass41. 

 

Au cours de l’expérimentation IBV homologue H120-M41, une réplication virale a été 

détectée lors des trois passages dans le groupe NVB. Aucune réplication virale n’a été détectée 

dans le groupe VB, à l’exception d’un sujet lors du premier passage. En conséquence, aucune 

comparaison évolutive de la souche M41 en fonction du statut immunitaire des sujets n’a pu être 

effectuée. Cependant, cette éxpérimentation permet de montrer que la vaccination H120 était 

fonctionnelle. 

Au cours de l’expérimentation IBV hétérologue H120-D388, une réplication virale a été 

détectée lors de tous les passages, dans les reins de tous les sujets du groupe VB et du groupe NVB 

et dans la trachée d’une majorité de sujets des deux groupes. Dans le groupe NVB, les sujets du 

troisième passage présentaient plus de lésions rénales (néphrite) que les sujets des passages 1 et 2, 

alors qu’aucune néphrite n’a été observée dans le groupe VB. 

Dans le but de procéder à des analyses de variants génétiques, les broyats de trachée et de 

reins ont été inoculés une fois sur œufs de poule embryonnés afin d’amplifier les populations 

virales présentes dans les échantillons expérimentaux et ainsi de les séquencer plus facilement en 

NGS. Après traitement des données NGS avec le pipeline nouvellement développé, des variants 

ont été détectés dans les groupes NVB et VB et une sélection de certains variants spécifiques de 

chaque groupe a été observée, provoquant un changement de la séquence consensus de l’inoculum 

D388 (Tableau 3). 

Dans le groupe NVB, il y a plus de variants génétiques détectés (58 dans la trachée et 50 

dans les reins) que dans le groupe VB (36 dans la trachée et 39 dans les reins). Par ailleurs, il y a 

plus de variants à avoir été sélectionnés dans le groupe NVB (Var1 à 7) que dans le groupe VB 

(Var8) (Tableau 3). Ces résultats peuvent être expliqués par des charges génomiques virales 

légèrement supérieures dans le groupe NVB que dans le groupe VB, traduisant un niveau de 

réplication virale plus faible dans le groupe VB réduisant ainsi les chances d'évolution ou 

d’identification de la population virale. Cependant, certains des variants sélectionnés dans le 

groupe NVB ont également été détectés dans le groupe VB mais sans être sélectionnés. Ceci 

pourrait donc indiquer que, dans ces conditions expérimentales, la vaccination a empêché la 
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sélection de ces mutations. Ces différents résultats peuvent donc indiquer que l’évolution de l’IBV 

pourrait dépendre du statut immunitaire des oiseaux vis-à-vis de l’IBV. 

 

Tableau 3: Variants génétiques identifiés après sélection au cours des passages sur poulets lors de 

l’expérimentation IBV hétérologue H120-D388 

Groupe Variant 
Position 

génomique 

Consensus de 

l’inoculum 

Nucléotide(s) 

sélectionné(s) après 

passage 

Région protéique 
Impact 

protéique 

NVB Var1 10673 C T PP1ab - NSP7 synonymous 

NVB Var2 10994 T G PP1ab - NSP8 H_3520_Q 

NVB Var3 15707 T G PP1ab - NSP13 F_5092_V 

NVB Var4 20328 TTGATTCTGATAdel  Spike - S1 FDSDN_20_Y 

NVB Var5 20458 ATGT GTGA Spike - S1 HV_64_RE 

NVB Var6 23736 T G Spike - S2 *_1157_E 

NVB Var7 25040 C T Membrane synonymous 

VB Var8 11624 C T PP1ab - NSP9 synonymous 
 

Dans chaque groupe, les mêmes sélections de variants ont été observées dans la trachée et 

dans les reins. Ceci est probablement le résultat d’un biais expérimental car à la fin de chaque 

passage, les homogénats de trachée et de reins ont été mélangés ensembles afin de constituer 

l'inoculum du passage suivant. Mais ce résultat a montré que les virus se répliquant dans la trachée 

étaient également capables de se répliquer dans le rein et vice versa, mettant en évidence le manque 

d'informations concernant le tropisme tissulaire de l’IBV. 

Dans les deux groupes, la sélection de variants a été rapide, car un seul passage a suffi pour 

que les variants sélectionnés modifient la séquence consensus. Une telle rapidité de sélection a 

déjà été observée avec un vaccin de type IBV-Ark. Dans ce vaccin, des variants génétiques ont été 

identifiés et certains ont été sélectionnés après un seul passage chez le poulet, modifiant la 

séquence consensus du génome vaccinal (McKinley et al., 2008; van Santen et Toro, 2008). Le 

même scénario est retrouvé ici puisque quatre des variants sélectionnés (Var2, Var3, Var4 et Var 

6) étaient présents dans la population virale de l'inoculum D388. Par ailleurs, Var5 (ATGT-20458- 

GTGA) n’était pas présent dans l’inoculum D388. Cependant le dernier nucléotide de Var5 

(correspondant à la mutation T-20461-A) était un variant présent dans la population virale de 

l'inoculum D388 et qui a ensuite été intégré à Var5 après un passage chez le poulet. Mais parmi 

les variants sélectionnés, certains n’ont pas été détectés dans la population virale de l'inoculum 

D388. Cela peut signifier que: i) les variants sont apparus pendant les passages sur poulet et ont 

ensuite été sélectionnés au niveau du consensus, ou bien que ii) les variants étaient présents dans 

la population virale de l’inoculum D388, mais en dessous du seuil de détection de 7%. 

Parmi les variants sélectionnés, seul Var2, Var3, Var4, Var5 et Var6 ont provoqué des 

changements de séquences des protéines encodées. 
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Var2 et Var3 ont provoqué une modification de séquences des protéines NSP8 et NSP13 

respectivement. En comparant avec les séquences protéiques présentes dans la base de données du 

NCBI, les séquences protéiques variantes correspondaient aux séquences les plus fréquemment 

retrouvées dans cette base de données. À l’inverse, les séquences protéiques de l'inoculum D388 

n'étaient pas (Var2), ou très peu (Var3), présentes dans les séquences d’IBV de la base de données. 

La fonctionnalité des protéines NSP8 et NSP13 après trois passages sur poulets ne semble donc 

pas impactée. 

Var4 et Var5 ont provoqué des modifications de séquence de la protéine de spicule, dans 

le domaine S1. Mais les changements de nucléotides du gène S n’ont pas permis de modifier la 

classification génotypique du virus variant basée sur S1 : l’inoculum D388 et le virus variant 

appartiennent tous les deux à la lignée GI-19. 

Var6 entraîne la suppression du codon STOP de la protéine de spicule de l’inoculum D388, 

permettant l’ajout de neuf acides aminés (EQYRPKKSV-stop) à son extrémité C-terminale. Dans 

cette extension protéique, se trouve un motif di-lysine (KKxx) correspondant à un signal de 

rétention des protéines cellulaires dans le réticulum endoplasmique (Ma et Goldberg, 2013). Ce 

motif a déjà été identifié dans la protéine S de plusieurs d’IBV, dont la souche IBV-Beaudette. Par 

ailleurs, au cours d’une expérience in-vitro, ce motif issu de IBV-Beaudette a été ajouté à 

l’extrémité C-terminale de la glycoprotéine de surface du virus de la stomatite vésiculaire, qui est 

normalement adressée à la membrane plasmique après sa production. Cet ajout empêchait 

l’adressage normal de la glycoprotéine à la membrane plasmique, en la maintenant dans le 

compartiment intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi (ERGIC) 

(Lontok et al., 2004). Or le bourgeonnement des particules virales d’IBV est effectué au niveau du 

ERGIC, et dans la population virale de l’inoculum D388, Var6 est un variant représentant 20% 

des séquences virales, ce qui implique que la majorité des protéines de spicules ne contiennent pas 

le motif di-lysine. Par conséquent, comment la majorité des protéines de spicule de l'inoculum 

D388 serait retenue dans l'ERGIC? Dans les bases de données, les deux types de séquences du 

gènes S, codant ou non l’extension protéique, sont retrouvées. D’autres motifs d’acides aminés 

pourraient également être impliqués dans la rétention de la protéine de spicule dans le ERGIC, tel 

qu'un motif tyrosine (Winter et al., 2008). 

Pour conclure, ce travail a révélé que l'évolution de l'IBV était très rapide et qu’elle était 

différente selon que les sujets avaient été vaccinés ou non. 

 

Ce travail a fait l’objet d’un article qui sera soumis à Journal of Virology. 
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Abstract 

Infectious Bronchitis virus (IBV) is a long time known avian coronavirus that causes significant 

economic losses for the chicken industry. Despite the fact that several IBV vaccines are available 

and widely used around the world, novel IBV strains continue to be characterized. Some authors 

have previously suggested that vaccine inducing protection, or partial protection, against IBV, may 

contribute to the emergence of new IBV strains. In order to study this hypothesis, three successive 

passages of a challenge IBV were made three weeks after having vaccinated or sham inoculated 

chickens at day of age. The evolution of full-length viral genomes replicating in the tracheas and 

kidneys of these birds was determined over passages by high-throughput sequencing and 

processing data with a newly developed bioinformatics tool that was designed to detect viral 

genetic variations that compose the minority of the viral population. All sequenced samples were 

compared to the inoculum sequence. 

In the unvaccinated group, a rapid but progressive selection of seven genetic variants was observed 

over the three passages, finally modifying the majority of the viral population and the consensus 

sequence. Among them, five were non-synonymous modifying the protein sequences. In the 

vaccinated group, one genetic variant was selected over the three passages and this modification 

was absent from the unvaccinated group. This nucleotide modification was synonymous. 

Interestingly, within each group, the same selection occurred in tracheal and kidney tissues.  

This work revealed that under these experimental conditions an IBV genome population evolved 

rapidly and completely differently in birds with different IBV immune status. 
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Introduction 

The Coronaviridae is a viral family characterised by a large single-stranded positive-sense RNA 

genome. In this family, two sub-families are described the Letovirinae and the Orthocoronavirinae. 

In the latter, four genus have been established, including the Gammacoronavirus genus in which 

the Infectious Bronchitis Virus (IBV) is the prototype virus. 

IBV was first isolated in the USA in 1933 by Bushnell and Brandly, from chickens with Infectious 

Bronchitis (IB), a respiratory disease of chickens initially described in 1931 by Schalk and Hawn 

(Delaha et al., 1954). Since the initial isolation, many different genotypes and antigenic types have 

been discovered around the world (Jackwood, 2012; Valastro et al., 2016) and some of these 

produce clinical manifestations other than or in addition to respiratory, including nephritis and 

false layer syndrome. All continue to cause serious economic losses for the poultry industry 

(Colvero et al., 2015). To date, no anti-viral treatments exists for IBV and so infection is controlled 

through vaccination with live-attenuated and inactivated viruses, and by strict attention to hygiene, 

such as complete cleaning and disinfection of animal houses. 

To date the live-attenuated vaccines are the primary source of protection and the inactivated 

vaccines serve as a support to boost the immune response. However, due to the diversity of IBV 

strains around the world, no single live-attenuated vaccine confers protection against all strains. 

This has led to the development of an impressive amount of live-attenuated vaccines derived from 

different IBV strains and their use in many different vaccination programs.  For instance, in Poland 

over a period of twenty months, more than 70 vaccination protocols were inventoried, including 

the simultaneous administration of six live-attenuated vaccines (Legnardi et al., 2019). This heavy 

use of live-attenuated vaccines has been suggested as a potential factor contributing to the 

emergence of new IBV strains either through the introduction of IBV vaccine strains that were not 

previously indigenous to the geographic region, through increased chances of recombination or 

pressure / selection imposed by pre-existing immunity (Jackwood et al., 2012; Toro et al., 2012). 

Concerning the effects of pre-existing immunity on IBV, full genome evolution through pressure 

/ selection there is currently no experimental data available. 

Thus, this question is addressed in the current study. Chickens with or without a pre-existing 

immunity to a Massachusetts type live-attenuated vaccine (strain H120) were used to perform three 

passages of a vaccine-homologous Mass41 IBV isolate or three passages of a vaccine-heterologous 

D388 IBV isolate. The full-length genomes of passaged viruses were sequenced using Next 

Generation Sequencing (NGS) to compare their evolution in chickens with different IBV immune 

status. 
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Material and methods 

 

Viruses and vaccine 

Lyophilized D388 IBV was re-suspended in 1 ml of stabilizing buffer (STAB, composed with 

Saccaharose [20 g/L], KH2PO4 [0.52 g/L], NaHPO412H2O [2.58 g/L]). Re-suspended D388 and 

a virus stock of the strain M41 were titrated in eggs (Kint et al., 2015), using the Reed and Muench 

method (Reed and Muench, 1938). D388 was diluted in STAB to adjust the viral titer to 105 egg 

infectious dose (EID) 50 / mL. M41 titer was 105.33 EID50 / mL and was not diluted. Lyophilized 

H120 vaccine was re-suspended in 100 mL of STAB, according to the manufacturer 

recommendation so that one dose of vaccine equals 50µL. 

 

Preparation of embryonic Chicken Kidney Cells (eCK) 

Chicken embryos of 19 days of age (d.o.a.) were euthanized. Then, kidneys were collected and 

washed with an excess of Phosphate Buffer Saline (PBS) at 37°C for three minutes in an 

Erlenmeyer flask with gentle agitation. After centrifugation at 375g for five minutes (min) at room 

temperature, the supernatant was carefully removed and excess of PBS supplemented with trypsin 

(0.05 %), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, 0.1%), penicillin (100 units / ml) and 

streptomycin (100 µg /ml) was added to dissociate the cells. Then the suspension was incubated 

for one min at 37°C again with gentle agitation. After centrifugation at 375g for five min at room 

temperature the supernatant was carefully removed and the dissociating step was repeated a second 

time. Then, foetal calf serum was added (10% final) and centrifuged at 375g for five min at room 

temperature. Supernatant was removed and cells were resuspended in a minimum of BHK medium 

(tryptose phosphate broth, Glasgow Modified Eagle Medium, penicillin (100 units / ml) and 

streptomycin (100 µg /ml)). Cell suspension was then filtered over six layers of sterile gauze band 

and cell concentration was adjusted to 5.105 cells per millilitre. 

 

Experimental trial 

All experiments were performed in accordance with EU and French regulations on animal welfare 

in experiments. The protocol was approved (Reference APAFIS#5178-20l6041118128688 v5) by 

the ANSES/ENVA/UPEC ethical committee registered under number #16 and by the French 

ministry of Higher education, research and innovation. 

Two experimental trials were carried out, i) H120-D388 (vaccination and challenge with vaccine 

heterologous D388) and ii) H120-M41 (vaccination and challenge with vaccine homologous 

M41). 
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i) Trial H120-D388 

Thirty specific pathogen free (SPF) one day-old White Leghorn chickens were separated into two 

groups of fifteen birds and each group was placed in a rearing isolator in ANSES’ biosafety level 

2 facilities. The first group (vaccinated birds (VB)) was vaccinated at 1 d.o.a. by eye drop with 

60µL of H120 live-attenuated vaccine. The second group (non-vaccinated birds (NVB)) was sham-

inoculated in the same way with STAB medium. At 24 d.o.a., blood samples were taken from all 

birds to check their IBV immune status. For VB and NVB, five animals at 24 d.o.a., were moved 

to a new isolator and then challenged with 104 egg infectious dose 50 (104 EID50) by eye drop 

with D388. At 29 d.o.a., challenged animals were euthanized by electronarcosis followed by 

bleeding. Blood, tracheal and kidney tissues were then collected from these birds. Tracheal and 

kidney tissues were individually homogenized in STAB medium (1 gram/1mL of STAB) and 

centrifuged (1000g, 10 min, 4°C). Pellets were discarded and supernatants collected. These 

supernatants were stored individually at -80°C and represented tracheal and kidney virus stocks of 

first passage D388 in VB and in NVB. Stocks were labelled with the bird number followed by 

D388pass1TrVB or D388pass1TrNVB for the trachea and with the bird number followed by 

D388pass1KdVB and D388pass1KdNVB for the kidneys. Two hundred microliters from each of the 

five D388pass1TrVB stocks and 200µL from each of the five D388pass1KdVB stocks were mixed 

together to create a pooled virus stock D388pass1TrKdVB. Equally, 200µL from each of the five 

D388pass1TrNVB stocks and 200µL from each of the five D388pass1KdNVB stocks were mixed 

together to create a pooled virus stock D388pass1TrKdNVB. 

At 29 d.o.a a new group of five VB and five NVB were moved from the rearing isolators to new 

isolators and challenged with D388pass1TrKdVB or D388pass1TrKdNVB respectively. After challenge, 

the process described above for passage one was repeated. This yielded individual virus stocks 

that were labelled with the bird number followed by, D388pass2TrVB, D388pass2TrNVB, 

D388pass2KdVB or D388pass2KdNVB and two pooled virus stocks: D388pass2TrKdVB and 

D388pass2TrKdNVB. 

At 36 d.o.a the final groups of five VB and five NVB were challenged with pooled virus stocks 

D388pass2TrKdVB or D388pass2TrKdNVB respectively in the rearing isolators. After challenge, the 

process described above for passage one and two was repeated. This yielded individual virus stocks 

that were labelled with the bird number followed by: D388pass3TrVB, D388pass3TrNVB, 

D388pass3KdVB or D388pass3KdNVB. 

Blood samples were taken at each passage just before challenge to check IBV immune status and 

all viral stocks were tested for the presence of viral RNA using an avian coronavirus RT-qPCR as 

previously described (Callison et al., 2006). Clinical signs (sneezing, rales, prostrations) were 
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monitored for the duration of the trial and during necropsies (for collection of tracheas and 

kidneys) macroscopic lesions were noted. 

ii) Trial H120-M41 

The only change from the trial described above was the use of M41 as challenge virus. Virus 

samples were coded in the same way, the only difference was the replacement of D388 by M41. 

As an example: the stock D388pass1TrVB of trial H120-D388 was labelled M41pass1TrVB in this trial. 

 

IBV Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assays (ELISA) 

Blood samples were centrifuged (1160 g, 15 min, 4°C) and sera were tested with commercial kit 

IBV CK119 (Biochek) according to the manufacturer’s instructions. Results were interpreted as 

recommended, with a positivity threshold of absorbance of 0.2. 

 

Preparation of viral samples for NGS 

All samples plus D388 inoculum were passaged one time in embryonated SPF chicken eggs to 

optimize samples for NGS. This system of optimization was chosen as it has been promoted as an 

efficient method in producing high levels of NGS data from IBV isolates (Keep et al., 2015). 

For this procedure, individual stocks were diluted (1/10) in PBS supplemented with penicillin (10 

U/µL), streptomycin (10 µg/µL) and amphotericin B (250 µg/µL) and incubated for one hour at 

4°C. These were then inoculated into the allantoic cavity of nine day old embryonated SPF chicken 

eggs. Eggs were incubated for 6 days at 37°C and candled every day to check for embryo mortality. 

Chicken embryos that died during the first 24 hours of incubation were discarded. At the end of 

the incubation period, or for embryos that died later than 24 hours post inoculation, allantoic 

liquids were harvested as previously described (Guy, 2015) then centrifuged at 1160 g for 15 min 

at 4°C to produce clarified inoculum and clarified virus samples. 

 

RNA extraction 

RNAs were extracted from the inoculum and all clarified virus samples using the King Fisher 

automatic extractor using magnetic beads, washing and elution buffers from NucleoMag Vet kit 

(Macherey-Nagel). Briefly, 200 µL of samples were lysed with 300 µL of RLT buffer 

supplemented with 3 µL of β-mercaptoethanol and 16 µg of glycogen. After the lysis step, 20 µL 

of magnetic beads and 400 µL of isopropanol were added for RNA precipitation. Three washing 

steps were realised: two using washing buffers and one using 80% ethanol. Finally, RNA was 

eluted using 100 µL of elution buffer. 
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Illumina sequencing and NGS data processing 

RNA libraries were prepared using the NEBNext Ultra II Directional RNA library. Briefly, 

ribosomal RNA were removed with RNAseH and remaining RNA was converted into double 

strand DNA (dsDNA) by random reverse transcription and second strand DNA synthesis. Then, 

sequencing adaptors were ligated to dsDNA and a short PCR enrichment was performed before 

sequencing. NGS was performed using NextSeq Illumina technology. NGS data were processed 

twice with the Viral Variant Visualiser (VVV) pipeline (Flageul et al., 2021) to assess IBV 

variants. The first analysis involved all the reads in the NGS file while the second analysis removed 

reads considered as duplicates (identical reads). For reasons previously defined (Flageul et al., 

2021), only genetic variants detected in both analysis and present in the viral population above a 

threshold value of 7% were analysed. Data were considered robust when the median coverage 

depth was greater than 500 and when a minimum of 200 reads was present in locations where 

variants were detected. Other data were annotated as “low coverage”. 

 

In silico and in vitro analysis of variants with modified protein sequences 

PSI-blast analysis (Altschul et al., 1997; Schäffer et al., 2001), using defaults parameters and 

restricted to the avian coronaviruses, was performed to research homologous proteins in the 

database. Variants with modified S proteins were analysed by phylogenetics and tested in virus 

neutralization assay as described below. 

 

Viral neutralization and immunofluorescence assays 

The D388 IBV inoculum, one clarified D388pass3TrNVB, one D388pass3KdNVB, one clarified 

D388pass3TrVB and one D388pass3KdVB were used for viral neutralization tests. Viruses were 

serially diluted from 10-1 to 10-5 and distributed into two duplicate 96 well plates (plate 1 and 2) 

using 75 µL of dilution / well. Then 75 µL of BHK medium was added to each well of plate 1 and 

this was incubated at room temperature for 1h. 75µL of anti-D388 polyclonal serum (diluted 1/27 

in BHK medium) was added to each well of plate 2 which was then incubated at room temperature 

for 1h. Following the 1h incubation period, 125µL of eCK cells were added to the wells of the two 

plates. Both plates were then incubated for two days at 37°C with 1% CO2. After the two-day 

incubation period, supernatants were removed and cells were washed three times with PBS. Cells 

were fixed for 20 min at -20°C with a mix of ice-cold ethanol/acetone (ratio 1:1). Ethanol/acetone 

was removed and cells were washed three times with PBS and were dried before storage at -20°C. 

For immunofluorescence assay, plates were frozen, washed three times with PBS and incubated 

for one hour at room temperature (around 21°C) with a mouse monoclonal antibody targeting the 
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IBV Membrane protein (mAb-IBV-25.1, Wageningen Bioveterinary Research, diluted 1/200 in 

PBS). After three washes with PBS, cells were incubated with the AlexFluor 488 goat anti-mouse 

IgG (H+L) (diluted 1/800 in PBS) for 45 min at room temperature. Cells were washed and stored 

in PBS at 4°C. Immunofluorescence was observed using FITC filter on an Olympus IX71 

microscope with CoolLED pE-300 as source of light. 

 

Phylogenetic analysis 

The phylogenetic analysis of the 15-D388pass3TrNVB clarified virus sample was performed as 

described previously (Valastro et al., 2016). Briefly, a phylogenetic tree based on the S1 gene was 

realized using the Maximum Likelihood method based on the General Time Reversible model (Nei 

and Kumar, 2000) with a discrete Gamma distribution to model evolutionary rate differences 

among sites (4 categories (+G, parameter = 1,0432)). The rate variation model allowed for some 

sites to be evolutionarily invariable ([+I], 10.76% sites). Bootstrap sampling method was used over 

1000 replicates. The resulted tree was drawn to scale, with branch lengths measured in the number 

of substitutions per site. The analysis involved 199 nucleotide sequences of S1 from the Valastro 

classification (Valastro et al., 2016) and two additional S1 nucleotide sequences from the current 

H120-D388 trial (D388 inoculum and 15-D388pass3TrNVB). A total of 1826 positions were present 

in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted using MEGA7 software (Kumar et al., 

2016). 

 

Statistical analysis 

Statistic tests (comparison of mean of two independent samples) were performed using Wilcoxon 

test. 
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Results 

 

H120-Mass41 trial 

Prior to vaccine/placebo inoculation, all birds were seronegative for IBV (data not shown). 

In the NVB group, birds were all seronegative prior to the different challenges (Table 1). 

Throughout the trial, NVB challenged with M41 remained healthy and did not display any notable 

clinical signs. No gross lesions were observed during necropsies of any birds. Five days after 

challenge, viral RNA was detected in the trachea of all birds of all passages, while viral RNA was 

detected in the kidneys of two out of five, two out of five and four out of five birds at passage 1, 2 

and 3 respectively. 

In the VB group, two birds died suddently before challenge and therefore they were not taking into 

account in the experimental results. Two out of four, four out of five and three out of four were 

seropositive on the day of challenge at passage 1, 2 and 3 respectively. Throughout the trial, VB 

challenged with M41 remained healthy and did not display any notable clinical signs. No gross 

lesions were observed during necropsies of any birds. Viral RNA was only detected in one bird 

and uniquely in its tracheal sample (at a Ct value of 23.07). 

 

H120-D388 Trial 

Prior to vaccine/placebo inoculation, all birds were seronegative for IBV (data not shown). 

In the NVB group, birds were all seronegative prior to the different challenges (Table 2). Five days 

after the initial D388 challenge, one bird died suddenly. At necropsy, this bird had hypertrophied 

kidneys. During passage 2, another bird showed signs of prostration in the evening of the fourth 

day after challenge. The following morning this bird had died and at necropsy, had haemorrhagic 

liver, hypertrophied kidneys and petechial trachea. Clinical signs were not observed for any other 

animal throughout the duration of the trial. However, at necropsy all birds in passage 3 had 

nephritis whilst birds of passage 1 and 2 did not. Viral RNA was detected in tracheas and kidneys 

of all birds of all passages with the exception of one bird (passage 3) whose kidney sample was 

positive and tracheal sample was negative. 

In the VB group, two out of five, two out of five and five out of five birds were seropositive on 

the day of challenge at passage 1, 2 and 3 respectively. Neither clinical signs nor gross lesions 

were observed on animals throughout the duration of the trial except for one bird at passage 2 that 

had nephritis and petechial trachea. This bird was seronegative before challenge. Viral RNA was 

detected in kidneys of all birds at all passages, while viral RNA was detected in tracheas of three 

out of five, five out of five and three out of five birds for passage 1, 2 and 3 respectively. In the 
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VB group, viral genomic loads in tracheas and kidneys was lower than those found in the same 

tissues of the NBV animals (Figure 1). 

 

Comparison of D388 genome evolution in VB and NVB 

This section only concerns D388 as only one VB bird of the H120-M41 trial had a tracheal sample 

that was found positive for M41 viral RNA, making comparative analysis on the evolution of this 

genome in VB and NVB impossible. 

 

Sequencing of clarified D388 inoculum 

The consensus sequence of clarified D388 inoculum was established from NGS data that generated 

a median coverage depth of 78396 (Figure 2) and a coverage depth of 497 when identical reads 

were removed. Both sets of data resulted in the detection of nine viral genetic variants with 

percentage of presence comprised between 7 and 25% (Figure 2). Among them, two were in the 

orf1ab at positions 10994 and 15707 (coding sequences of NSP8 and NSP13 respectively) and the 

seven others were detected in the S coding sequence, at positions 20328, 20461, 21654, 22126, 

22417, 22921 and 23736. 

 

Data processing and compilation 

NGS data obtained from RNA extractions of the different clarified virus stocks and the clarified 

D388 inoculum were processed through the VVV pipeline (Flageul et al., 2021). VVV was 

programmed to compare D388 data from clarified virus stocks to the consensus sequence of the 

D388 inoculum. All detected variants were compiled into a single graphic which is shown in 

Figure 3. Each variant is indicated by a blue square which is light blue colour if the variant 

frequency was less than 50% of the total sequences at that position or dark blue colour if the variant 

was above the threshold of 50% of the total sequences, in other words meaning a consensus level 

change. 

For all data, analysis involving all reads resulted in median coverage depths comprised between 

5136 and 19647, except for one data obtained from an RNA extraction of D388pass1TrVB and 

another extraction of D388pass3TrVB  which were 105 and 124 respectively. 
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Evolution of D388 genome population in NVB 

A total of 58 variants were detected in the trachea and a total of 50 in the kidney. Seven of these 

variants (Var1 to 7) were selected over passage in both tissues and by the third passage had arrived 

at the consensus level in all birds except one which uniquely displayed the change in the trachea.  

Var1 was not detected in the genome population of the clarified D388 inoculum. Var1 first 

appeared at passage 1 in the kidneys of one bird and at the consensus level. At passage 2, this 

variant was detected in the trachea of four birds (three at the consensus level, one below). The 

same variant was detected in the kidneys in four birds at the consensus level. At passage 3, this 

variant was detected in the trachea of all five birds and in the kidneys in four birds at the consensus 

level. 

Var2 was present at 9 % in the genome population of the clarified D388 inoculum. At passage 1, 

Var2 was detected in the trachea of three birds (one at the consensus level, two below) and in the 

kidneys of two birds (one at the consensus level, one below). At passage 2, this variant was 

detected in the trachea of four birds (three at the consensus level, one below). The same variant 

was detected in the kidneys in four birds at the consensus level. At passage 3, this variant was 

detected in the trachea and kidneys of all five birds at the consensus level. 

Var3 was present at 8 % in the genome population of the clarified D388 inoculum. At passage 1, 

Var3 was detected in the trachea of two birds (one at the consensus level, one below) and in the 

kidneys of one bird at the consensus level. At passage 2, this variant was detected in the trachea 

of four birds (three at the consensus level, one below). The same variant was detected in the kidney 

in four birds at the consensus level. At passage 3, this variant was detected in the trachea and 

kidneys of all five birds at the consensus level 

Var4 was present at 10 % in the genome population of the clarified D388 inoculum. At passage 1, 

Var4 was detected in the kidney of one bird at the consensus level. At passage 2, this variant was 

detected in the trachea of all five birds (four at the consensus level, one below). The same variant 

was detected in the kidney in four birds at the consensus level. At passage 3, this variant was 

detected in the trachea and kidneys of all five birds at the consensus level. 

Var5 was not detected in the genome population of the clarified D388 inoculum. Var5 first 

appeared at passage 1 in the kidneys of one bird and at the consensus level. At passage 2, this 

variant was detected in the trachea of five birds (four at the consensus level, one below). The same 

variant was detected in the kidneys in four birds at the consensus level. At passage 3, this variant 

was detected in the trachea and the kidneys of all five birds at the consensus level. 

Var6 was present at 20 % in the genome population of the clarified D388 inoculum. At passage 1, 

Var6 was detected in the trachea of three birds (below the consensus level) and in the kidneys of 
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three birds (two at the consensus level, one below). At passage 2 and 3, this variant was detected 

in the trachea and kidneys of all five birds at the consensus level. 

Var7 was not detected in the genome population of the clarified D388 inoculum. Var7 first 

appeared at passage 1 in the kidneys of one bird and at the consensus level. At passage 2, this 

variant was detected in the trachea of five birds (four at the consensus level, one below). The same 

variant was detected in the kidneys in four birds at the consensus level. At passage 3, this variant 

was detected in the trachea and the kidneys of all five birds at the consensus level. 

 

Evolution of D388 genome population in VB 

A total of 36 variants were detected in the trachea and a total of 39 in the kidney. One of these 

variants (Var8) was selected over passage in both tissues.  

Var8 was not detected in the genome population of the clarified D388 inoculum. Var8 first 

appeared at passage 1 in the kidneys of one bird and at the consensus level. At passage 2, this 

variant was detected in the trachea of all five birds at the consensus level. The same variant was 

detected in the kidneys in four birds (three at the consensus level, one below). At passage 3, this 

variant was detected in the trachea of two out of three birds at the consensus level and in the 

kidneys of four out of five birds at the consensus level. 

 

Predicted protein impact of the non-synonymous selected mutations (NVB) 

Of the eight variants described above, Var2, 3, 4, 5 and 6 were predicted to modify the amino acid 

(aa) sequence. Some of these were a result of an impact on a particular codon others were the result 

of deletion modifications. 

Var2 (nucleotide (nt) mutation T-10994-G) modified the aa sequence (His-3520-Gln) of PP1ab in 

the NSP8 region. Var2 had replaced one polar positively charged aa by one polar uncharged aa. 

After two iterations of PSI-blast, 556 sequences of avian Gammacoronavirus NSP8 were collected 

and within these sequences the Glutamine of the variant was found in 555 sequences and the 

Histidine was not present (data not shown). 

Var3 (nt mutation T-15707-G) modified the aa sequence (Phe-5092-Val) of PP1ab in the NSP13 

region. Var3 had replaced one bulky hydrophobic aa by another of smaller size. After two 

iterations of PSI-blast, 438 sequences of avian Gammacoronavirus NSP13 were collected and 

within these sequences the Valine of the variant viruses was found in 413 sequences and 

Phenylalanine was present in four sequences (data not shown). 

Investigation of Var4 and Var5 were conducted together as they both took place in the S1 region 

of the spike protein (upstream and in the middle of the hypervariable region 1 respectively). Var4 
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had the deletion TTGATTCTGATA (20328-20340) that removed aa 20 to 24 (FDSDN) and 

resulted in the creation of aa Y at position 20. Var5 (nt mutation ATGT-20458-GTGA) modified 

the aa sequence (HV-64-RE), replacing one positively charged aa and one hydrophobic aa by two 

positively charged aa. Because of these substantial modifications in the spike protein it was 

hypothesised that they may result in a classification of the variant viruses apart from the D388 

inoculum and produce viruses that could not be neutralized by antibodies raised against the D388 

inoculum. Classification was assessed using the previously described S1 classification method of 

IBV (Valastro et al., 2016) and included the S1 sequence of D388 inoculum clarified virus sample, 

and of the 15-D388pass3TrNVB clarified virus sample. Only one S1 sequence of the ten passage 3 

viruses was analysed as all variants possessed Var4 and Var5. It was observed that both inoculum 

and the representative variant virus belonged to the GI-19 lineage (Figure 4). Neutralization studies 

showed that D388 was able to infect eCK cells in the absence of antibodies raised against the D388 

inoculum yet was not able to infect eCK cells after prior adsorption with the anti-D388 polyclonal 

serum. The same study showed that variants D388pass3TrNVB and D388pass3KdNVB were not able 

to infect eCK cells under any condition. To control whether this impossibility of infection could 

be attributed to Var4 and Var5, the same neutralization assay was performed using D388pass3TrVB 

and D388pass3KdVB in which Var4 and Var5 were absent. Again, these variants viruses were not 

able to infect eCK cells under any condition. 

Var6 (nt mutation T-23736 -G) replaced the stop codon of the spike protein by a glutamic acid and 

resulted in an extension of the spike protein by nine aa (stop-1157-EQYRPKKSVstop). This 

extended version of the spike protein has previously been deposited in GenBank databases for 

most IBV (444 out of 483 analysed S gene of IBV sequences). 

 

Discussion 

Since the initial isolation of IBV in the USA during the 1930’s, and despite global vaccination of 

chicken flocks, numerous IBV strains are still detected around the world. Previous studies have 

suggested that vaccination could be one of the driving factors of IBV genome evolution (Jackwood 

et al., 2012; Toro et al., 2012). In the current study, two trials were performed to compare the 

evolution of the genome population of IBV-D388 and IBV-M41 isolates over three passages in 

unvaccinated and vaccinated birds. In the H120-M41 trial, viral RNA was detected in all NVB, 

but was detected in only VB at passage 1 demonstrating the efficacy of the homologous 

vaccination. Unfortunately this meant that no further analysis could be performed to compare the 

evolution of this virus in the different groups of birds. 
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Concerning H120-D388 trial, NVB subjects of passage 3 had nephritis, but subjects of passage 1 

and 2 and subjects in VB did not, suggesting an increase of pathogenicity of D388 over passage in 

unvaccinated chickens. After processing NGS data with VVV (Flageul et al., 2021), a large 

number of variants were detected in both VB and NVB. Interestingly, only one variant was selected 

in VB upon passage and this variant was unique to this group, yet seven were selected upon 

passage in NVB. Of these eight variants, four were present in the clarified D388 virus inoculum 

and thus by default both groups of birds had the potential to select the same variants however, this 

did not occur. This may indicate that the seven variants selected by NVB were largely eliminated 

by the immunity induced by vaccination in VB. However it must be accepted that the slightly 

lower viral genomic loads in VB, could have reduced viral population diversity and this in 

conjunction with pre-existing immunity could have had an effect. 

A second striking observation was the fact that within a group the same selected variants were 

observed in both tracheal and kidney tissues. This may have been a result of the nature of the 

inoculum being a mixture of tracheal and kidney homogenates from the previous passage however 

it is clear that these selected variants did not alter the capability of D388 to replicate in both tracheal 

and kidney tissues. 

Three of the eight selected variants were not detected in the D388 inoculum viral population 

meaning that: i) they appeared during passages and then were selected at the consensus level, or 

ii) they were present in the viral population but below the 7% detection threshold. In addition, 

other variants present in the viral population of D388 inoculum were also detected in some birds 

at passage 1 before disappearing and many variants appeared sporadically in a limited number of 

birds before disappearing. These observations translate the capacity of the viral population to 

generate mutations that are continuously tested in a given environment and in which less fit 

mutations disappear. 

In both groups, the selection of variants was fast, appearing at the first passage and at the consensus 

level. Such quick selection has also been observed in IBV-Ark type vaccine, in which existing 

genetic variants were selected and also reached the consensus level after only one passage in 

chickens (McKinley et al., 2008; van Santen and Toro, 2008). 

Regarding the impact of new amino acid sequences coded by Var2 and Var3 on the functionality 

of NSP8 and NSP13 respectively, it was not assumed to have any affect as these amino acids were 

found at high percentage among Avian coronavirus sequences in the NCBI database. It would 

seem therefore that the variant changes represent a virus more adapted to the chicken than the 

parental D388 inoculum which had had previous successive replication in eggs to maintain viral 

stocks. However if this is the case then it is surprising that it was not selected in VB. 
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Var4 induced a protein modification (FDSDN-20-Y) that was not retrieved in the deduced amino 

acid sequences of Valastro et al. (2016) dataset. Replacement of the F by the Y amino acid has 

already been reported in 111 out of 199 Valastro sequences that did not belong to GI-19, but it was 

associated to other amino acids that partially or totally replaced the DSDN sequence. 

Var6 modification led to an increased size of the spike protein by nine amino acids and added a 

di-lysine motif (KKxx) at the C-terminal extremity of the protein. Di-lysine motifs are known to 

be Endoplasmic Reticulum retention signals (Ma and Goldberg, 2013) and the addition of this 

motif from IBV-Beaudette strain to the Vesicular Stomatis Virus Glycoprotein has been shown to 

maintain the recombinant protein in the intermediate compartment between the endoplasmic 

reticulum and the Golgi (ERGIC) (Lontok et al., 2004), which is the budding site of IBV. Most of 

the published IBV S-gene were predicted to code for the extended form of the spike protein and 

thus it would appear to be a preferred characteristic for the virus in the chicken. Interestingly 

though, although this variant was present in the inoculum, it was not selected or allowed to grow 

in VB. 

To conclude, this work revealed that D388 inoculum displayed unsual amino acid sequences in 

place of Var2 and Var6, which might be the result of egg amplification. Morever, this work 

revealed that under these experimental conditions an IBV genome population evolved rapidly and 

completely differently in vaccinated and non-vaccinated chickens. More variants were generated 

in non-vaccinated birds which most likely reflects the reduction of the viral population diversity 

through reduction of the viral load by the vaccine induced immunity. It is not know at this point 

what impact the different variants have on this strain or if they would be maintained upon further 

passage however it is clear that populations of viruses did not evolve the same in birds with 

different IBV immune status. 
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Table 1: Numbers of seropositive birds and viral RNA qRT-PCR positive organs in the H120-M41 trial 

  M41 NVB  M41 VB 

  Passage 1 Passage 2 Passage 3   Passage 1 Passage 2 Passage 3 

seropositivity (1 doa) 0/5 0/5 0/5   0/5 0/5 0/5 

seropositivity before Passage 1 0/5 0/5 0/5   2/4 3/5 1/4 

seropositivity before Passage 2  / 0/5 /   / 4/5 / 

seropositivity before Passage 3 / / 0/5   / / 3/4 

qRT-PCR positive trachea 5/5 5/5 5/5   1/4 0/5 0/4 

qRT-PCR positive kidney 2/5 2/5 4/5   0/4 0/5 0/4 

 

 

Table 2: Numbers of seropositive birds and viral RNA qRT-PCR positive organs in the H120-D388 trial 

  D388 NVB  D388 VB 

  Passage 1 Passage 2 Passage 3   Passage 1 Passage 2 Passage 3 

seropositivity (1 doa) 0/5 0/5 0/5   0/5 0/5 0/5 

seropositivity before Passage 1  0/5 0/5 0/5   2/5 2/5 3/5 

seropositivity before Passage 2  / 0/5 /   / 2/5 / 

seropositivity before Passage 3 / / 0/5   / / 5/5 

qRT-PCR positive trachea 5/5 5/5 4/5   3/5 5/5 3/5 

qRT-PCR positive kidney 5/5 5/5 5/5   5/5 5/5 5/5 

 

 

Table 3: Summary of selected genetic variations over passage in the H120-D388 trial 

  
Genomic 

Position 
Ref Alt Protein region Protein impact 

Var1 10673 C T PP1ab - NSP7 synonymous 

Var2 10994 T G PP1ab - NSP8 H_3520_Q 

Var3 15707 T G PP1ab - NSP13 F_5092_V 

Var4 20328 TTGATTCTGATAdel  Spike - S1 FDSDN_20_Y 

Var5 20458 ATGT GTGA Spike - S1 HV_64_RE 

Var6 23736 T G Spike - S2 *_1157_E 

Var7 25040 C T Membrane synonymous 

Var8 11624 C T PP1ab - NSP9 synonymous 
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Figure 1: Comparison of relative mean of viral 

RNA in both tracheas and kidneys of vaccinated 

and unvaccinated birds of H120-D388 trial. Error 

bars represent standard deviation, statistic test 

(comparaison of mean of two independent samples) 

were performed using Wilcoxon test. ** p-value 

below 0.01 ; *** pvalue below 0.001 

 

 

  



121 

 

 
Figure 2: Genetic variant map of the D388 inoculum. Clarified virus stock of the D388 inoculum 

was deep-sequenced and NGS data were processed through VVV. Upper graphic shows genome 

coverage. Middle graphic presents detected genetic variants over the viral genome. Table give details 

of the detected genetic variants. 
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Figure 4: Phylogenetic analysis of the S1 

protein of IBV. Phylogenetic tree was drawn 

using the Maximum Likelihood method based on 

the General Time Reversible model, a discrete 

Gamma distribution and the rate variation model 

that allowed for some sites to be evolutionarily 

invariable. The analysis involved 201 nucleotide 

sequences for a total of 1826 positions in the final 

dataset. Black triangles represent condensed 

group of sequence belonging to the same lineage. 

When not associated with a lineage, GenBank 

Accession Numbers represent unclassified 

sequences designed as Unique Variant in the 

Valastro classification (Valastro et al., 2016). 

“Inoculum S1 gene” is the S gene of the clarified 

D388 inoculum and “Variant S1 gene” is the S 

gene of the clarified 15-D388pass3TrNVB sample, 

both are indicated in red. 
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9 Discussion Générale 
L’objectif du travail présenté à travers ce manuscrit était d’étudier l’évolution de deux 

Gammacoronavirus aviaires, l’IBV et le TCoV, au cours de plusieurs passages des virus dans leurs 

hôtes en analysant les variants génétiques présents au sein des différentes populations virales avec 

ou sans pression de sélection pour l’IBV. 

9.1 Améliorer la détection des variants génétiques 

Dans un premier temps, un pipeline d’analyse a été développé afin d’automatiser la 

recherche de variants génétiques en utilisant un seul logiciel d’identification de variants, dit 

« variant caller ». Actuellement, bien que différents outils de recherches de variants existent 

(Koboldt et al., 2012; Lai et al., 2016; Wilm et al., 2012; Yang et al., 2013), aucun n’est capable 

de détecter l’ensemble des variants génétiques d’un échantillon (Sandmann et al., 2017). Ceci étant 

principalement à cause de la conception de ces outils qui utilisent des tests statistiques ou un 

ensemble de règles définies à respecter afin d’inclure ou d’exclure des variants génétiques 

potentiels. Pour pallier à ces problèmes, la combinaison de plusieurs outils de recherche de variants 

pourrait être envisagée afin d’augmenter la finesse de détection des variants génétiques sur la base 

d’une comparaison automatisée des résultats produits par chacun des outils de recherche de 

variants. 

En pratique, un variant doit être présent en proportion suffisante pour être détectable. À 

titre d’exemple, avec un seuil de détection de 1 % et une profondeur de couverture de 1000 lectures 

à une position donnée, il doit y avoir un minimum de 10 lectures possédant le variant génétique 

pour que celui-ci soit détectable. Or si la profondeur de couverture diminue, le nombre minimal 

de lectures nécessaires pour qu’une séquence variante soit détectée diminue également et il devient 

donc difficile de distinguer un variant d’une erreur de séquençage ou de PCR. En définissant une 

profondeur de couverture médiane (500), avec un minimum (200) pour les positions où des 

variants génétiques sont détectés, et en considérant un seuil de détection supérieur à 7 %, ces 

erreurs de séquençages et de PCR ont pu être discriminées dans les études présentées dans ce 

manuscrit de thèse. 

Afin de diminuer les erreurs de séquençage et de PCR et ainsi améliorer la détection de 

variants, il est également possible d’agir sur l’étape de préparation des librairies pour le séquençage 

NGS. En effet, des protocoles particuliers ont été développés afin d’identifier et d’éliminer les 

erreurs pouvant survenir lors de l’amplification par PCR et du séquençage, permettant ainsi de 

réduire le taux d’erreur dans les données finales (Lu et al., 2020). Deux types de protocoles peuvent 

être distingués : 
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- le séquençage circulaire (Acevedo et al., 2014; Li et al., 2016; Lou et al., 2013). Cette 

méthode consiste à circulariser les chaînes d’acides nucléiques de sorte que le 

séquenceur puisse lire plusieurs fois la séquence d’une même chaîne circularisée. À 

la fin du processus, la lecture correspondra à une répétition d’une même chaîne 

d’acides nucléiques. Après traitement bioinformatique, ces répétitions seront 

fusionnées en une seule lecture dont la séquence correspondra à la majorité des 

nucléotides rencontrés à chaque position. 

- le séquençage de chaînes d’acides nucléiques individuellement identifiées (Geller et 

al., 2016; Jabara et al., 2011). Cette méthode consiste à ajouter sur chaque chaîne 

d’acides nucléiques un identifiant unique, d’une taille définie et généré aléatoirement. 

Après séquençage, toutes les lectures possédant un même identifiant correspondront 

à une seule et unique chaîne nucléique de départ. Ces séquences pourront alors être 

comparées et fusionnées en une seule lecture dont la séquence correspondra à la 

majorité des nucléotides rencontrés à chaque position. Cette méthode présente 

également l’avantage d’identifier les lectures correspondant à des amplifications 

excessives de certain fragments (les duplicas de PCR). 

Cependant, ces protocoles ne sont pas proposés par toutes les plateformes de séquençage 

haut débit, ce qui limite leur utilisation. Par ailleurs, même en utilisant ces protocoles, des erreurs 

de séquence peuvent apparaître au moment de la transcription inverse de l’ARN en ADNc, avec 

l’incorporation de nucléotides erronés par les transcriptases inverses. 

9.2 L’évolution en l’absence d’immunité préexistante 

Dans le cas de l’expérimentation avec IBV, il a pu être constaté qu’en absence d’immunité 

préexistante, l’évolution du virus IBV-D388 était très rapide. Après seulement trois passages du 

virus sur des poulets EOPS non vaccinés, sept changements de séquence consensus ont été 

observés sur l’ensemble du génome, dont quatre étaient le résultat d’une sélection de variants 

génétiques présents dans l’inoculum de départ. Ces mutations ont été retrouvées chez tous les 

sujets lors du troisième passage et présentes chez certains sujets dès le premier passage. Parmi 

elles, trois sont supposées induire d’importantes modifications de la séquence en acide aminé de 

la protéine de spicule. 

Lors des passages successifs de la souche Fr-TCoV sur des dindes EOPS, cinq 

changements de séquence consensus ont pu être observés dès le premier passage du virus et se 

sont maintenus durant les 10 passages de l’expérience. Ces changements rapides de séquence 

consensus après seulement un passage sur dinde pourraient être attribués à une sélection de 
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variants génétiques présents dans l’inoculum de départ. Cependant en l’absence de données de 

séquençage de bonne qualité provenant de l’inoculum Fr-TCoV, il est impossible de confirmer ou 

d’infirmer cette hypothèse. 

Ces différents résultats montrent que l’évolution des Gammacoronavirus aviaires est 

rapide lors de passages successifs des virus chez des animaux non vaccinés. Mais puisqu’à chaque 

passage, les conditions d’élevages des animaux étaient contrôlées, il est intéressant de se poser la 

question suivante : qu’est-ce qui a permis la sélection rapide de ces différents variants ? 

Cette sélection rapide pourrait être attribuée à la nature des inocula IBV-D388 et Fr-TCoV 

qui sont des isolats viraux ayant été amplifiés respectivement quatre et six fois sur œufs 

embryonnés. Ceci fait écho à deux autres études, dans lesquelles la présence de variants génétiques 

au sein de plusieurs vaccins vivant IBV-Ark avait été identifiée par séquençage Sanger (McKinley 

et al., 2008; van Santen and Toro, 2008). Ces vaccins étaient le résultat de 50 passages sur œufs 

embryonnés et après inoculation chez des poulets, certains des variants composant la population 

virale du vaccin avaient été sélectionnés, entraînant des modifications différentes de séquence du 

gène S selon le vaccin (McKinley et al., 2008; van Santen and Toro, 2008). Bien que le nombre 

de passages sur œufs diffère grandement entre les souches virales (IBV-D388 et Fr-TCoV) et le 

virus vaccinal (IBV-Ark), il est possible qu’au cours des multiples passages sur œufs, des variants 

génétiques spécifiques de la culture sur œuf soient apparus et aient été sélectionnés, donnant 

naissance à une population virale parfaitement adaptée à ce système de culture. Puis, après 

inoculation de ces virus à leurs hôtes respectifs, une sélection rapide de variants génétiques ait été 

effectuée dès le premier passage pour s’adapter à l’hôte et permettre une meilleure réplication du 

virus dans l’hôte. 

Au cours d’une étude dans laquelle ont été réalisées quatre séries de 106 passages sur œufs 

à partir d’une seule souche d’IBV-M41_CK, le séquençage des virus issus du 106ème passage n’a 

révélé aucune modification du génome viral commune aux quatre amplifications (Oade et al., 

2019). Cependant, cette conclusion se base sur des quantités de données NGS insuffisantes pour 

certains échantillons, se traduisant par de faibles profondeurs de couverture sur de nombreuses 

régions du génome qui peuvent empêcher la détection de variants et donc fausser les résultats. 

Par ailleurs, l’étude d’Oade et al. (2019) est contredite pas des travaux antérieurs qui 

montrent qu’il existe des séquences virales spécifiques de la réplications d’IBV sur œuf, et d’autres 

spécifiques de la réplication d’IBV sur poulet (Callison et al., 2001; Cavanagh et al., 2005; 

McKinley et al., 2008). Au cours d’expériences alternant réplication sur poulet et réplication sur 

œuf, il a été montré qu’une souche IBV-793b issue du poulet avait changé de séquence consensus 

au niveau du gène S (le seul à avoir été séquencé) après un seul passage sur œuf. Dans ce cas 
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précis, la souche issue du poulet possédait un T en position 283 du gène S (différente des positions 

analysées lors de l’expérimentation IBV-D388) et après un passage sur œuf un G est devenu le 

nucléotide majoritaire à cette position, mais un T était également retrouvé en tant que variant 

génétique (Callison et al., 2001; Cavanagh et al., 2005). Puis, lorsque le virus issu de l’œuf a été 

inoculé à un poulet, le T était de nouveau majoritaire. Après 10 passages de ce virus sur poulet le 

T était toujours majoritaire mais le G n’était plus détecté. Enfin, après l’inoculation à l’œuf du 

virus issu du 10ème passage sur poulet, le G était de nouveau majoritaire et le T n’était plus détecté 

(Cavanagh et al., 2005). Une autre étude, utilisant une souche vaccinale IBV-Ark (produite sur 

œuf) a révélé l’apparition de mutations du génome vaccinal après un seul passage sur poulets. 

Ensuite, le virus issu du poulet a été utilisé pour une série de 10 passages sur œufs, au cours de 

laquelle certaines des mutations apparues chez le poulet ont été modifiées pour de nouveau 

correspondre à la séquence du génome vaccinal (McKinley et al., 2008). 

Ces changements de séquence consensus observés lors des expérimentations IBV et TCoV 

sont donc possiblement induits par le changement de système de réplication du virus (œuf/poulet). 

Si tel est le cas, il pourrait donc être imaginé qu’aucun autre changement « rapide » et durable ne 

survient tant que le virus reste dans le même hôte et dans les mêmes conditions de réplication. Par 

ailleurs, lors de l’expérimentation TCoV, les mêmes changements « rapides » et durables de la 

séquence consensus ont pu être observés dans les trois répliques, indiquant donc une répétabilité 

des changements génétiques. En conséquence, tant que le virus se réplique dans l’hôte pour lequel 

il est adapté, seuls des changements occasionnels et aléatoires pourraient survenir. 

9.3 L’évolution en présence d’une immunité préexistante 

Au début des années 2000, il a été suggéré que l’émergence de la souche IBV-GA98 était 

le résultat de la mise en place d’une vaccination contre la souche circulante de l’époque IBV-

DE072 (Lee et al., 2001). Par ailleurs, une autre étude suggérait une évolution différente d’une 

souche vaccinale IBV-Ark si les sujets avaient un système immunitaire fonctionnel ou défectif, 

résultat d’une infection par des virus immunosuppresseurs (tels que le virus de la bursite 

infectieuse ou le virus de l’anémie du poulet) (Gallardo et al., 2012). De plus, une autre étude a 

montré qu’une souche terrain IBV-Ark administrée à des poulets de 21 jours d’âge, préalablement 

vaccinés ou non à 5 jours d’âge avec un vaccin vivant IBV-Ark, évoluait différemment si les sujets 

avaient été vaccinés ou non (Toro et al., 2012). Cependant, ce résultat doit être considéré avec 

précaution, car au moment de l’inoculation avec un virus épreuve IBV-Ark (à 21 jours d’âge, soit 

16 jours post vaccination), aucun contrôle n’a été effectué afin de vérifier l’absence d’excrétion de 

virus vaccinal par les sujets vaccinés au moment de l’épreuve, alors même qu’un travail précédent 
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montrait que la souche vaccinale IBV-Ark pouvait être séquencée chez certains sujets, vingt jours 

après l’inoculation du vaccin (Gallardo et al., 2010). Or il se trouve que les populations virales 

identifiées après épreuve avec la souche terrain, correspondent à celles identifiées lors d’études 

analysant l’évolution de la souche vaccinale IBV-Ark (Gallardo et al., 2010; van Santen and Toro, 

2008), ce qui tend à conclure que les populations virales identifiées dans l’étude de Toro et al. 

(2012) sont issues du vaccin et non de la souche épreuve. Dans de telles circonstances, il est 

logique que les populations virales identifiées chez les sujets vaccinés et non vaccinés soient 

différentes puisqu’elles ne sont pas issues du même inoculum. 

Lors de l’expérimentation IBV-D388, une sélection de variants génétiques a été observée 

chez les sujets vaccinés avec IBV-H120, indiquant qu’une évolution virale est possible lorsque 

l’immunité vaccinale ne suffit pas à stopper la réplication du virus. Ceci est le cas sur le terrain, 

lorsque le virus vaccinal ne correspond pas aux souches circulantes (Colvero et al., 2015), mais 

pourrait également être le cas, lorsque des doses insuffisantes de vaccins sont administrées à des 

sujets, entraînant une mauvaise stimulation de leur système immunitaire. Par ailleurs, la sélection 

de variants génétiques qui s’est effectuée chez les sujets vaccinés est différente de celle observée 

chez les sujets non vaccinés, mais certaines des variations génétiques sélectionnées chez les sujets 

non vaccinés, ont également été détectées chez les sujets vaccinés sans qu’aucune sélection ne 

s’opère. Devant de tels résultats, il semble donc que la présence d’une immunité préexistante soit 

capable de modifier l’évolution naturelle de l’IBV, en empêchant la survenue de mutations qui 

seraient apparues en absence d’immunité préexistante, et en permettant l’apparition de mutations 

qui ne seraient pas survenues en absence d’immunité. Ces résultats mettent donc évidence la 

nécessité d’utiliser un vaccin capable de stopper efficacement la réplication du virus. 
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10 Perspectives 
Sur la base des expériences réalisées dans ce projet de thèse, de nouvelles analyses 

pourraient être effectuées. 

Dans le cadre de l’expérimentation IBV, il serait intéressant d’effectuer le séquençage des 

différents passages de la souche IBV-M41 chez des animaux non vaccinés afin de comparer 

l’évolution avec celle observée pour IBV-D388. En effet, IBV-M41 étant également un isolat passé 

plusieurs fois sur œufs, il serait intéressant de voir si une sélection rapide de variants génétiques 

est aussi observée. 

Ensuite, recommencer l’expérimentation IBV décrite dans ce manuscrit, en utilisant les 

mêmes stocks viraux de départ, permettrait de comparer les résultats avec la première expérience. 

En cas de résultats identiques, cela confirmerait que l’évolution observée est soumise à des 

phénomènes spécifiques qui restent encore à identifier. En cas de résultats différents, cela 

indiquerait que les résultats observés pourraient être dus au hasard. Cependant, cette dernière 

hypothèse semble peu probable car les résultats obtenus lors de l’expérimentation TCoV montrent 

que les sélections au niveau de certaines positions du génome ont été détectés dans les trois 

répliques réalisées avec le TCoV. Il serait intéressant d’étudier l’impact des modifications 

génétiques sélectionnées lors de l’expérimentation IBV vis-à-vis d’un échappement à la réponse 

immunitaire induite contre l’inoculum IBV-D388 de départ. Ainsi, les virus variants seraient 

utilisés lors d’une nouvelle expérimentation animale dans laquelle les sujets seraient vaccinés 

contre l’inoculum D388 et éprouvés avec les virus variants. 

Il pourrait être également intéressant d’étudier l’impact du type d’immunité dans 

l’évolution virale, en se posant la question suivante : les vaccins inactivés modifient-ils l’évolution 

virale ? Pour cela, l’expérimentation IBV pourrait être de nouveau réalisée en ajoutant un troisième 

groupe de sujets recevant un vaccin inactivé. 

Dans le cas de l’expérimentation TCoV, séquencer le contenu des caeca de dindes lors de 

chacun des 10 passages pourrait permettre d’améliorer le suivi de la dynamique évolutive des 

populations virales et ainsi confirmer si les variants sélectionnés ont été maintenus au cours des 

10 passages, ou si leur détection était fluctuante. Par ailleurs, l’intégralité des intestins de dindes a 

été récupéré au cours de cette expérience, permettant ainsi d’évaluer l’évolution du TCoV dans les 

différents segments intestinaux et de comparer avec l’évolution observée dans les caeca. 

Les travaux qui ont été menés au cours de ce projet de thèse ont permis d’apporter des 

éléments de compréhension quant à l’évolution de deux Gammacoronavirus aviaires mais ont 

également soulevé de nombreuses questions. Il a été constaté que l’évolution du virus IBV était 

possible et différente de l’évolution naturelle, lorsque le virus se réplique en présence d’une 
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immunité préexistante non protectrice, induite par l’usage d’un vaccin IBV non adapté à la souche 

épreuve. 

Or, il se trouve que la vaccination anti-IBV est une problématique complexe de la filière 

avicole. En effet, de nombreux vaccins anti-IBV existent et beaucoup sont des vaccins vivants 

atténués après de multiples passage sur œufs, qui peuvent donc subir un retour à la virulence après 

passage sur poulet, par sélection de variants présents dans les populations virales vaccinales 

(comme cela a pu être observé chez les animaux non vaccinés de l’expérimentation IBV-D388) 

ou par recombinaison avec des souches virales circulantes, ou d’autres souches vaccinales lors de 

l’administrations simultanées ou différées de plusieurs vaccins vivants dans le but d’augmenter les 

protections croisées. Devant ces risques, il est nécessaire de travailler sur le développement de 

nouveaux vaccins capables d’allier efficacité de protection et sécurité d’emploi. 
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Résumé : Les deux principaux Gammacoronavirus 

aviaires, sont le virus de la bronchite infectieuse (IBV) du 

poulet et le coronavirus de la dinde (TCoV), deux virus 

génétiquement très proches, à l’exception de leur gène S. 

Malgré leur ressemblance, la diversité génétique au sein 

des deux virus est très différente. L’IBV présente une 

grande diversité génétique qui a été supposée comme 

étant le résultat d’une vaccination intensive des élevages 

de poulets qui aurait forcé l’évolution de l’IBV. En contraste, 

très peu de souches de TCoV ont été détectées et aucun 

vaccin n’est disponible. L’objectif de ce projet de thèse était 

donc d’analyser au cours de plusieurs passages ces deux 

virus dans leurs hôtes en analysant les variants génétiques 

présents au sein des différentes populations virales avec 

ou sans pression de sélection pour l’IBV et ce par 

séquençage haut débit. Pour cela, le développement d’un 

outil permettant la détection de variants génétiques viraux 

a été réalisé. 

Par ailleurs, des méthodes ont été développées afin 
d’enrichir les échantillons en ARN viral dans le but de mieux 
les séquencer. 
L’analyse des populations virales au cours des différents 
passages a permis de constater des changements rapides 
de séquence consensus. Pour IBV, une évolution différente 
du virus a été observée en fonction du statut immunitaire des 
sujets, avec une sélection de sept variants chez les sujets 
non vaccinés, contre un chez les sujets vaccinés. Pour 
TCoV, trois séries de dix passages ont été réalisées au 
cours desquels cinq changements de séquence consensus 
ont été observés dès le premier passage et se sont 
maintenus au cours des passages 5 et 10. Ces 
changements ont été retrouvés dans les différentes 
répliques expérimentales, indiquant donc que ces sélections 
ne sont pas aléatoires. En conclusion ces travaux montrent 
que l’évolution des Gammacoronavirus aviaires est rapide, 
dès le premier passage, chez leur hôte naturel. 

Title : Avian Gammacoronaviruses: Evolutionary dynamics of viral populations during experimental infections 

in chickens and turkeys. 

Keywords : Avian Gammacoronaviruses, Evolution, Next Generation Sequencing 

Abstract : The infectious bronchitis virus (IBV) and the 

turkey coronavirus (TCoV), are the two major avian 
Gammacoronaviruses. Both are genetically related except 
for their S gene. Despite their similarity, the genetic diversity 
within the two viruses is different. IBV exhibits a huge 
genetic diversity which has been suggested to be the result 
of a massive vaccination of chicken flocks that would have 
forced the evolution of IBV. In contrast, very few TCoV 
strains have been detected and no vaccination of turkeys 
was performed because no vaccine is available. The 
objective of this thesis project was to analyze the evolution 
of these two avian coronaviruses in their hosts during 
several passages by analysing the genetic variants present 
in the viral population using NGS with or without selection 
pressure for IBV. 
To this purpose, a bioinformatic pipeline that allows the 

detection of variants has been developed. 

Also, methods have been developed to improve viral RNA 

sequencing. The analysis of the viral populations during the 

different passages revealed rapid changes in consensus 

sequence of IBV and TCoV. For IBV, viral evolution was 

different depending on the immune status of the subjects, 

with a selection of seven variants in the unvaccinated 

subjects, against one in the vaccinated subjects. For TCoV, 

three series of ten passages were performed in which five 

modifications of consensus sequence were detected as 

soon as the first passage and were retrieved during 

passages 5 and 10. The changes were found in the different 

experimental replicates, indicating that these selections are 

not random. In conclusion, this work shows that the 

evolution of avian Gammacoronaviruses is rapid as soon as 

the first passage, in their natural host. 


