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Résumé

Les zoonoses émergentes constituent un probléme de santé publique majeur. A l'image
des virus de l'i'mmunodéficience humaine (VIH), influenza, ou encore Ebola, la plupart des
pathogénes zoonotiques prennent leur origine chez la faune sauvage. Les chiroptéres sont des
réservoirs de virus zoonotiques qui peuvent provoquer des pathologies graves chez 'Homme,
comme le virus de la rage ou le coronavirus responsable de la pandémie du syndrome
respiratoire aigu séveére (SRAS) en 2003-2004. En Asie du Sud-Est, reconnue comme un point
chaud d'émergence, les chiroptéres sont régulierement en contact avec I'Homme du fait de
l'exploitation des mémes environnements et des activités de chasse et de consommation de ces
animaux sauvages. Le risque de transmission de potentiels virus des chiroptéres a I'Homme
reste encore trés peu étudié, notamment au Cambodge et au Laos. C’est dans ce contexte que
s’inscrit ce travail de theése, qui a pour but de détecter et de caractériser des coronavirus et des
astrovirus chez les chiroptéres de ces deux pays, et d'explorer les environnements ou le risque

de transmission a 'Homme serait plus €levé.

Un premier axe de travail a porté sur la détection et la caractérisation de ces deux familles
virales chez des chiropteres échantillonnés de 2010 a 2013. Une forte diversité de coronavirus
et d'astrovirus a été détectée chez de nombreux genres de chiroptéres insectivores et
frugivores. De nouveaux hodtes réservoirs et de nouvelles souches virales ont été mis en
¢vidence, dont certaines sont relativement proches de souches pathogénes chez 'Homme ou
chez d'autres espéces animales. Le deuxiéme axe d'étude visait une caractérisation plus
approfondie des virus. L'étude des protéines impliquées dans I'entrée cellulaire (protéines de
capside et de spicule pour les astrovirus et coronavirus respectivement), permet d'évaluer le
potentiel de passage de la barriére d'espece de ces virus. Plusieurs techniques de séquencage
ont été tentées, en particulier au niveau des génes d'intérét. Les résultats ont été trés limités, et
n'ont pas permis une caractérisation approfondie des souches. Néanmoins, ce travail a mis en
¢vidence les points critiques et les approches a envisager dans 1'optique d'un futur séquengage

de ces virus.

Enfin, le troisieme axe de recherche a porté sur I'étude des facteurs environnementaux qui
pourraient impacter les chiropteres et les potentiels virus zoonotiques qu'ils peuvent porter.
Bien que les données aient été limitées, l'approche méthodologique et les pistes d'étude sont a
retenir pour des études épidémiologiques futures. De plus les caractéristiques liées a la
transformation des paysages naturels par 1'Homme sont un aspect important a prendre en

compte.

Mots clés: zoonoses, virus émergents, chiroptéres, coronavirus, astrovirus, Cambodge, Laos



Abstract

Zoonoses are important public health issues, and represent 60% of emerging infectious
diseases. Most of zoonotic pathogens originate from wildlife, such as the Human
Immunodeficiency Virus, Influenza Virus or Ebola Virus. Chiroptera have been recognized as
an important reservoir of zoonotic viruses, such as the lyssavirus or the coronavirus
responsible for the pandemic of severe acute respiratory syndrome (SARS) in 2003-2004.
Southeast Asia is a hotspot for emerging diseases. Bats represent 30% of the biodiversity and
are in close contact with human populations, due to the exploitation of the same environment
and the use of bats as food in subsistence hunting. So far, there has been a lack of knowledge
and understanding concerning the viruses circulating in the bat population in this region,
especially in Cambodia and Lao P.D.R. The work presented in this thesis is dedicated to this
problematic, with a special focus on the detection and molecular characterization of
coronaviruses and astroviruses in bat populations in these two countries. The aim was also to
depict environmental aspects which increase the risk of potential transmission from bats to
humans.

The first part of this work was dedicated to the detection and typing of astroviruses and
coronaviruses in bats collected over a three-year period throughout Cambodia and Lao P.D.R.
A high diversity of these viruses was found in various insectivorous and frugivorous bats.
New bat reservoirs and new potential virus strains were detected, including some related to
strains known to be highly pathogenic for humans or livestock species.

The second part of this work therefore concentrates on a deeper characterization of the strains
of interest, targeting genomic regions involved in cell host entry, and thus in ability to cross
species barriers .

Several isolation and sequencing methods were implemented in order to characterize the
regions of interest, i.e. capsid and spike proteins. Results were limited and did not permit a
deeper characterization. Nevertheless, this work highlights the aspects which need to be
improved in order to sequence the viruses more effectively.

The final part of this thesis examined environmental factors impacting the distribution pattern
of bats, as well as the potential risk for virus transmission to humans. Transformation of
landscape by humans from natural to cultivated lands, appeared to be important factors to take
into account when investigating bat distribution, and the viruses they can harbor. Despite the
weakness of the dataset, the methodological approach is worth being considered in further

epidemiological studies on bat-associated viruses.
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Introduction générale

Les zoonoses, maladies animales transmissibles a I’Homme, représentent pres de
60% des maladies émergentes (Jones et al., 2008). La plupart des zoonoses sont originaires de
la faune sauvage, et plus particuliecrement des rongeurs, des primates et des chiropteres.
L'exploitation des territoires naturels pour le développement économique, agricole ou urbain,
augmente les contacts entre les populations humaines et ces potentiels réservoirs sauvages, et
ainsi le risque d'émergence de maladies zoonotiques (Jones et al., 2013). Avec
I’intensification des échanges internationaux, ces maladies peuvent se propager tres
rapidement et avoir des conséquences socio-économiques et sanitaires importantes (Morse,

2004, 1995; Wilson, 1995).

C'est dans ce contexte que le concept "une seule santé " a été crée en 2007 : il considére que
les santés humaine, animale et environnementale sont liées et doivent tre prises en compte
dans l'appréhension des maladies émergentes. Il fut adopté officiellement en 2008 par six
organisations internationales de premier plan, a savoir 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), I’Organisation des Nations unies pour 1’alimentation et 1’agriculture (FAO), I’Office
International des Epizooties (OIE), le Fonds des Nations unies pour 1’enfance (UNICEF), la
Banque mondiale et le bureau du Coordonnateur du systeme des Nations unies sur la grippe

(UNSIC) (Gibbs, 2014).

L'Asie du Sud Est (ASE), qui présente une forte biodiversité et de nombreux cas de proximité

entre populations humaines et réservoirs sauvages, fait partie des zones a haut risque
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d'émergence (Jones et al., 2008). Elle connait également un développement économique
considérable et une modification rapide des paysages (Bloom et Williamson, 1998; Stibig et
al., 2014). Ces 20 dernieres années, la région a vu I’émergence de plusieurs virus zoonotiques,
comme le virus Nipah ou encore le coronavirus associé¢ au syndrome respiratoire aigiie sévere
(SRAS), qui trouvent leur origine chez les chiroptéres (Woolhouse, 2008; Daszak et al.,
2013). Les chiropteres représentent 21% des especes de mammiferes et sont ubiquitaires
(Kunz et Fenton, 2005). Ils sont les réservoirs de nombreux virus zoonotiques émergents,
comme les lyssavirus (virus de la rage), les filovirus (virus Ebola et Marburg), les hénipavirus
(virus Nipah et Hendra) ou encore les coronavirus (virus du SRAS) (Calisher ef al., 2006; Han

et al.,2015; Wang et Cowled, 2015).

Depuis la pandémie du SRAS, les recherches sur les chiroptéres se sont multipliées en Asie.
Une tres forte diversité de coronavirus a été décrite chez un large panel d'especes, incluant des
souches appartenant au groupe des beta-coronavirus, qui comprend les souches zoonotiques
responsables des syndromes respiratoires séveres (Lau et al., 2013; Wacharapluesadee et al.,
2013; Yang et al., 2013, 2014, 2016; Chen et al., 2016; Kim et al., 2016). Ces découvertes
soulévent l'importance de connaitre leurs potentiels zoonotiques. Les mécanismes qui
permettent aux coronavirus de franchir la barriere d'espéce, et d'étre potentiellement
infectieux pour I'Homme ont été¢ décryptés (Li et al., 2003; Wenhui Li et al., 2005; Raj et al.,
2013). Ils représentent un axe de recherche a développer chez les coronavirus de chiropteéres

(Ren et al., 2008; Yu et al., 2010; Ge et al., 2013; Yang et al., 2014).

D'autres familles virales ont été également détectées chez les chiroptéres. Parmi elles, des
astrovirus, qui semblent &tre présents de manicre assez ubiquitaire (Chu et al., 2008; Zhu et
al., 2009; Li et al., 2010; Xiao et al., 2011; Hu et al., 2014). Les astrovirus sont responsables
de gastro-entérites chez 1'Homme et d'autres nombreuses espéces mammiferes et aviaires

(Matsui and Herrmann, 2003). La mise en évidence de la diversité génétique du virus, de co-
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infections par différentes souches chez un méme hote et du fort potentiel de recombinaison
des astrovirus indiquent que les transmissions inter-especes et I'adaptation des astrovirus a de
nouveaux hdtes semblent possibles (De Benedictis et al., 2011; Wolfaardt et al., 2011;
Karlsson et al., 2015). Ceci laisse présager 1'émergence de nouveaux astrovirus infectant

d'autres espéces, ou avec un potentiel zoonotique.

L’aire d'étude de ce travail de thése présente une forte diversité de chiropteres, avec
70 especes identifiées au Cambodge et 90 au Laos (Chheang et al., 2013; Thomas et al.,
2013). Leurs contacts fréquents avec les populations humaines, au travers de la chasse ou de
l'exploitation des mémes environnements, soulévent la question du risque de potentielles
transmissions de pathogenes zoonotiques a I'Homme. D'autres virus zoonotiques ont été mis
en évidence chez des espeéces synanthropiques et anthropophiles de rongeurs, comme les
hantavirus et les arenavirus (Blasdell et al., 2011, 2016). Cependant, les connaissances sur
I'épidémiologie, le potentiel zoonotique ou encore la pathogénicité de potentiels virus chez les
chiroptéres restent trés lacunaires (Salaiin et al., 1974; Olson et al., 2002; Osborne et al.,
2003; Reynes et al., 2004). Cette situation rend 1’évaluation des risques et la mise en place de
mesures de lutte adaptées difficiles, aussi bien en termes d’actions, de prévention que de

traitements.

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce projet de theése, en se focalisant sur la
détection, 1’identification et la caractérisation moléculaire de deux familles de virus chez les
chiropteres au Cambodge et au Laos, a savoir les astrovirus et les coronavirus. La recherche et
I’identification des zones qui présentent un haut risque de transmission entre les hotes

chiropteres et les populations humaines, fait également partie de ce projet de thése. En outre,
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ce travail de recherche s’efforce d’identifier la circulation éventuelle de ces virus chez ces
hotes, de les localiser, et d’en établir les caractéristiques en termes de phylogénie et de

pouvoir pathogeéne éventuel pour I’Homme.

Le premier chapitre de ce manuscrit décrit le concept d'émergence et les principaux
facteurs d'apparition des zoonoses émergentes, et expose les mesures dans lesquelles les
chiroptéres peuvent étre considérés comme des réservoirs de pathogénes zoonotiques
efficaces. Les caractéristiques générales et la pathogénicité des deux familles virales étudiées

dans cette theése sont également présentées.

La premiere partie du travail de theése s'est inscrit dans le projet "PREDICT", lancé
en 2010 par I'Agence américaine pour le Développement international (USAID), qui a pour
but de rechercher et d’identifier de nouvelles maladies zoonotiques chez les chauves-souris,
les rongeurs et les primates non-humains dans les régions a haut risque d'émergence. En Asie
du Sud Est, 1'Institut Pasteur du Cambodge (IPC) et la Société pour la Conservation de la Vie
sauvage (WCS) sont partenaires du projet. Entre 2010 et 2014, des milliers d’échantillons ont
¢été collectés chez divers mammiferes a travers le Cambodge et le Laos par la Société de
conservation pour la faune sauvage (WCS et testés a I'IPC pour la présence de familles virales
potentiellement zoonotiques. Mon travail a porté sur la détection, 1’identification et la
caractérisation moléculaire des astrovirus et coronavirus chez les chiropteres au Cambodge et

au Laos.

Le deuxiéme chapitre de thése est consacré a I'étude de la détection et la caractérisation des
coronavirus. Il s'agit de la premiére investigation menée sur les coronavirus de chiropteres

dans cette zone d'étude. La circulation de coronavirus chez ces animaux a été mise en
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¢vidence par diagnostic moléculaire et I'analyse des séquences obtenues a permis d'établir une
premiere caractérisation phylogénétique des virus détectés. Ce travail a fait 1'objet d'un
premier article soumis au journal Infections Genetics and Evolution (IGE) le 1¥ Aoit 2016
(Lacroix A., Duong V., Hul V., Sorn S., Holl D., Omaliss K., Chea S., Hassanin A.,
Theppangna W., Silithammavong S., Afelt A., Greatorex Z., Fine A.E., Goldstein T., Keatts
L., Frutos R., Buchy P. Genetic diversity of coronaviruses in bats in Lao PDR and
Cambodia). Il a également fait 1'objet de trois communications lors de conférences
scientifiques internationales : deux présentations orales en 2014 et en 2015 (/2th
International Conference on Molecular Epidemiology and Evolutionary Genetics of Infectious
Diseases, Bangkok, Décembre 2014; Symposium scientifique du réseau international des
Instituts Pasteur, Paris, Octobre 2015), ainsi qu'un poster scientifique (64eme meeting annuel
de I'ASTMH, American Society of Tropical Medicine and Hygiene, Philadelphie, Octobre
2015).

Le troisiéme chapitre porte sur la mise en évidence de la présence du virus chez ces hotes au
Cambodge et au Laos, et la détection du fort degré de polymorphisme chez ces virus. De
nouveaux hotes chiroptéres ont été détectés et une nouvelle espece d'astrovirus a aussi été
décrite chez un chiroptére frugivore. C'est la premicre étude qui décrit la circulation et le
polymorphisme des astrovirus dans cette zone d'étude et sur un vaste panel de genres de
chiroptéres. Ce travail a fait 1'objet d'un manuscrit récemment soumis au journal IGE en

septembre 2016. (Lacroix A., Duong V., Hul V., Sorn S., Holl D., Keo Omaliss, Chea S.,

Theppangna W., Silithammavong A., Hassanin A., Afelt A., Fine A.E., Goldstein T., Joly
D.O., Greatorex Z.F., Keatts L., Frutos R., Buchy P. Diversity of bat astroviruses in Lao PDR

and Cambodia).
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Un deuxieme axe de travail a porté sur une caractérisation moléculaire plus
approfondie des coronavirus et astrovirus détectés. Nous nous sommes focalisés sur la
caractérisation des zones du génome impliquées dans l'entrée des virus dans les cellules hotes,
et par conséquent impliqués dans le passage de la barriere d'espéce. De nombreuses
techniques de caractérisation ont ét¢ mises en place, avec des résultats trés limités, ne
permettant pas d'effectuer une caractérisation en profondeur des virus. Cependant, la mise en
place des différentes techniques a permis de mettre en avant les conditions limitantes et les
points critiques a améliorer pour le séquengage de tels virus. L'ensemble du travail est

présenté dans le quatriéme chapitre de ce manuscrit.

Enfin, face a la diversité des genres de chiroptéres collectés et a leur écologie, il
semblait intéressant d'explorer les parametres environnementaux qui pourraient influencer sur
le risque de transmission de virus entre ces hotes et les populations humaines. Le dernier axe
de travail a porté sur 1'étude d'éventuelles corrélations entre les caractéristiques
environnementales, dans les zones ou les chiroptéres ont été échantillonnés, et la présence des
virus chez les différents genres de chiroptéres. Cette ¢étude s'est basée sur les données
épidémiologiques associées aux ¢échantillons collectés (chapitres 2 et 3) ainsi que sur le
traitement de données environnementales par le systéeme d'information géographique.
L'échantillonnage irrégulier et hétérogéne a disposition ont limité l'analyse, cependant
'approche méthodologique qui a été développée et pourrait étre utilisée pour la mise en place
de futures ¢tudes épidémiologiques sur ces hotes. Ce travail fera 1'objet de 1’écriture d'un
article qui sera soumis au journal EcoHealth, dés que les données relatives a la détection des
coronavirus et astrovirus chez les chiroptéres auront été rendues publiques. L'ensemble de ce

travail est présenté dans le cinquieme et dernier chapitre de ce manuscrit.
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Chapitre 1 : Partie bibliographique
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I. Le concept d’émergence des zoonoses virales

Les maladies émergentes sont définies par 1'Office International des Epizooties (OIE)
comme des infections nouvelles causées par l'apparition ou la modification de 1I’épidémiologie
d'un agent pathogeéne existant au sein d’une population. Ce phénoméne existe depuis
longtemps et semble s’étre intensifié au cours du dernier siecle : depuis les années 1940, plus
de 300 maladies infectieuses ont émergé ou ré-émergé a travers le monde (Jones et al. 2008).
Les zoonoses, maladies animales transmissibles a I’Homme, représentent pres de 60% d’entre
elles. Parmi ces zoonoses, 72% trouvent leur origine dans la faune sauvage (Jones et al.,
2008), principalement chez les rongeurs, les primates, les chiropteres, ainsi que chez d'autres

especes mammiferes et non-mammiferes (Woolhouse et Gowtage-Suequeria, 2005).

Environ un tiers des pathogenes responsables des maladies émergentes sont d'origine
virale (Jones et al., 2008). De nombreux virus issus de la faune sauvage ont été¢ impliqués
dans les récents épisodes épidémiques et pandémiques, comme ceux liés au virus de
I'immunodéficience humaine (VIH), au coronavirus associ¢ au syndrome respiratoire aigiie
sévere (SRAS) ou encore du virus Ebola. Depuis sa découverte, il est estimé que le VIH aurait
infecté 78 millions et tué 35 millions de personnes (UNAIDS, 2016). La récente épidémie de
virus Ebola a touché 28 600 personnes (dont 11 310 déces) en Afrique de I'Ouest entre fin
2013 et 2015 (WHO, 2016). La vue de ces chiffres, et ’expérience de ces zoonoses, nous
rappellent a quel point le concept de " une seule santé ", en anglais " One Health ", qui vise a
renforcer les liens entre santé publique humaine, animale et gestion environnementale, n’a

jamais été autant d’actualité.
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Cette partie vise a exposer les différents facteurs intervenant dans 1'émergence des
maladies infectieuses de facon générale, pour ensuite se centrer sur la description des
différents stades d'apparition des zoonoses, illustrés par des exemples de zoonoses virales.
Ceci nous permettra de comprendre les raisons pour lesquelles 1'Asie du Sud-Est (ASE)

représente un point chaud d'émergence de zoonoses.

I. A. Les facteurs d’émergence des maladies infectieuses

Les populations animales sauvages constituent un réservoir d’agents infectieux
important et fournissent, selon Morse (1995), un "pool zoonotique" a partir duquel les agents
pathogénes, jusqu'alors inconnus chez 'Homme, peuvent émerger (Morse, 1995; Chomel et
al., 2007). Ces agents pathogeénes peuvent €tre des bactéries, des virus ou des prions, des

protozoaires, des champignons ou des helminthes (Cleaveland et al., 2007; Jones et al., 2008).

Dans une étude portant sur 1 415 agents infectieux, Taylor et al. (2001) démontrent
que 50% des bactéries, 76% des virus ou prions, 65% des protozoaires, 38% des champignons
et 95% des helminthes responsables de pathologies humaines, sont des agents pathogenes

d'origine zoonotique (Taylor et al., 2001).

Déja en 1992, Lederberg et ses collaborateurs évoquaient les principaux facteurs
contribuant a I'émergence des maladies infectieuses chez 'Homme sur le territoire américain
(table 1, figure 1). L'augmentation de la population humaine, ainsi que des activités
¢conomiques, l'urbanisation, la déforestation et l'intensification des activités agricoles,
modifient les paysages et l'aire de répartition des animaux sauvages. Ces phénomenes
augmentent I’interface entre ’Homme et les populations animales sauvages qui peuvent étre

le réservoir d'agent infectieux. Ils décrivent ’ensemble de ces changements comme un "pont
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épidémiologique" facilitant le contact entre les agents zoonotiques et les populations

humaines "naives" (Lederberg et al., 1992).

Ces facteurs sont identifiés et longuement analysés au fur et a mesure des cas
d'épidémies et de pandémies (Table 1) (Barrett et al., 1998; Desselberger, 2000; Taylor et al.,
2001; Morens et al.,, 2004; Morse, 2004; Cleaveland et al.,, 2007, Wolfe et al., 2007;
Woolhouse ef al., 2008). Un nouveau facteur a récemment ¢té identifié comme jouant un role
dans 1'émergence de maladies : celui du changement climatique (Patz et al., 1996; Khasnis et

Nettleman, 2005).
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Tableau 1

Résumé des principaux facteurs impliqués dans 1’émergence des maladies

infectieuses zoonotiques, et quelques exemples de maladies associées

Facteurs impliqués dans I'émergence des
maladies infectieuses zoonotiques

Références de revue

Exemples de cas

(1) Comportement humain et
démographie

(2) Développement économique et
utilisation de nouveaux territoires par
I'Homme

(3) Commerce des animaux, de 1'échelle
locale a internationale

(4) Mesures de santé publique

(5) Adaptation de I'agent pathogéne a son
hote

(6) Changements climatiques

(Taylor et al., 2001; Wilson,
1995)

(Jones et al., 2013)

(Chomel et al., 2007; Swift et
al., 2007)

(Gayer et al., 2007; Laaser et
Brand, 2014)

(Holmes et Drummond, 2007)

(Khasnis et Nettleman, 2005;
Patz et al., 1996)

Le virus du SIDA transmis par voie sexuelle
(Hahn et al., 2000)

Le virus de la dengue dans les zones urbanisées
(Sim et Hibberd, 2016; Telle et al., 2016)

La déforestation et le développement de
l'agriculture intensive vs. 1'émergence du virus
Nipah (Looi et Chua 2007; Chua, Chua, et Wang
2002)

La diffusion du coronavirus responsable du
syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) par le
commerce de civettes (Wang et Eaton, 2007)

Le systéme de prise en charge lacunaire des
patients dans 1'épidémie du virus a Ebola en
Afrique de 1'Ouest (Bausch et Rojek, 2016)

L'évolution de virus influenza animaux (avaires,
porcines) vers des souches pathogénes pour
I'Homme (Cunha, 2004; Shoham, 2006)

L’impact du phénomene El Nifio sur I'émergence
du virus Nipah (Chua, Chua, et Wang 2002)

La modification de I'aire de répartition d'Aedes
albopictus impacte I'épidémiologie de la dengue
(Lambrechts et al., 2010)

Morens et al. (2004) mettent en évidence des facteurs additionnels qui, dans une

moindre mesure ou de maniére plus ponctuelle, peuvent agir sur I'émergence des maladies

infectieuses, a savoir la susceptibilité de la population humaine a une infection, la pauvreté et
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les inégalités sociales, les épisodes de guerre ou de famine, et enfin, le bioterrorisme (Morens

et al.,2004).

Daszak et al. (2000) suggérent que I'émergence de maladies a partir d’animaux
sauvages est d'abord un processus écologique. Ils décrivent un continuum hdtes-agents
émergents finement équilibré entre faune sauvage, domestique, environnement et populations
humaines. Tout changement dans I'environnement ou dans le comportement de 1'hote (facteurs
1, 2, 3 et 4) fournit aux agents infectieux de nouvelles niches €cologiques favorables a leur
émergence et qui leur permettent d'atteindre de nouveaux hotes animaux et humains (Morens
et al. 2004). La capacité de I'agent pathogene a franchir la barriére d’espece, a s'adapter a
I'environnement de I'hote et a s'y multiplier est cruciale dans le processus d'émergence
(facteur 5). Chez les virus, et en particulier chez les virus a ARN, cette capacité est
particulierement développée, grace aux taux de mutations, recombinaisons ou réarrangements
du génome bien plus ¢élevés que chez les organismes cellulaires (Domingo, 1994; Moya ef al.,
2004; Holmes et Drummond, 2007; Holmes, 2009). Leur adaptation a I’Homme et leur
virulence reposent néanmoins sur des dynamiques supplémentaires ayant un lien direct avec

le systéme hote-pathogéne.
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(1) Comportement humain et démographie
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Figure 1 : Les différents facteurs de I’émergence de maladies zoonotiques. Les facteurs
principaux sont numérotés de 1 a 6, en noir. Les conséquences sont présentées en rouge. Les
quatre entités représentées sont : l'environnement (vert), la faune sauvage (orange), les humains
(gris) et l'agent pathogene (bleu). Les activités humaines telles que l'intensification des activités
agricoles, la déforestation et l'urbanisation augmentent (1, 2, 3), ’interface entre ’Homme et les
populations animales sauvages ou domestiques constituent un " pont épidémiologique" qui offre de
nombreuses opportunités de passage de barriere d’espéce aux agents pathogeénes émergents. Sa survie
dépend de sa capacité a s'adapter a I'environnement de son hoéte (5).
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I. B. Le concept de zoonose : I'émergence d'un agent pathogene animal dans
la population humaine

Le processus de transformation d'un agent pathogéne uniquement animal en un agent
pathogéne humain peut étre décrit selon 5 stades, d’aprés Wolfe (figure 2) (Wolfe et al.,

2007). Le stade initial définit un pathogéne exclusivement animal.

Le stade 2 définit la transmission d'un agent pathogeéne d'origine animale, a 'Homme
par le biais d'un contact direct ou indirect. L'agent pathogéne franchit la barriere d'espéce et
infecte l'individu qui développe des symptomes, sans pour autant contaminer d'autres
hommes. A titre d’exemple, la rage (lyssavirus) est transmise par les canidés et chiropteres et
aboutit a la mort de l'individu humain infecté, sans que ce dernier n’ait infect¢ d’autres

individus.

La transmission effective de 1’agent pathogeéne aux humains est relativement rare.
Lorsqu'elle se produit, la transmission inter-humaine entretient 1’infection pendant une

certaine période (stade 3) ou de facon permanente (stade 4) (Bengis ef al., 2004).

Le passage du stade 2 aux stades 3 et 4 suppose que 1'agent pathogéne a la capacité de
franchir la barriere d'espece, puis de continuer son cycle viral chez I'hdte humain, avec une
contamination inter-humaine limitée si le cycle n'est pas entretenu par des contaminations
régulieres provenant du réservoir animal (stade 3). C'est le cas du coronavirus MERS, qui est
responsable du syndrome respiratoire du Moyen-Orient et transmis par les camélidés (Zumla
et al., 2015). Des transmissions inter-humaines entre patients et personnel de soin sont

rapportées mais restent cependant limitées (Assiri et al., 2013; Balkhy et al., 2016).

Le passage au stade 4 suppose que 1'agent pathogeéne puisse continuer son cycle viral

chez 'Homme qui est capable de le sécréter a nouveau, et de contaminer d'autres individus
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humains. C'est le cas du virus Ebola, qui est responsable de flambées de fievre hémorragique
chez I'Homme et de 'apparition de foyers ponctuels détectés depuis les années 70, mais aussi
de I'importante épidémie apparue en Afrique de 1'Ouest de 2013 a 2015 (Groseth ef al., 2007,

Leroy et al., 2009; Bausch et Rojek, 2016).

Le stade ultime de 1'émergence d'une zoonose se manifeste lorsque l'agent d'origine
animale a accumulé suffisamment de modifications au fil des générations dans 1'hote humain
pour présenter un phénotype exclusivement humain. C'est le cas du virus de
Iimmunodéficience humaine-1 (VIH-1), qui provient du virus de I'immunodéficience
simienne (VIS) touchant exclusivement les primates (Etienne et Peeters, 2010). C’est
¢galement le cas du coronavirus responsable du SRAS, transmis a I’Homme par la civette, en
Chine, puis devenu transmissible d'Homme a Homme par voie aérienne sans que le contact
avec I'hote initial ne soit nécessaire (Xu et al., 2004). Dans ces deux exemples de pandémie,
le contact (potentielles morsures, consommation de viande) avec la faune sauvage
(respectivement primates et civettes) a engendré une transmission du virus qui a évolué vers

un virus strictement spécifique a 'Homme (Wain et al., 2007; Xu et al., 2004).
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Figure 2 : Le processus d'émergence d'une zoonose : les 5 étapes de la transformation d'un agent
pathogeéne uniquement animal en un agent pathogene exclusivement humain (modifié¢ d'aprés Wolfe et
al. 2007).

I. C. L'Asie du Sud-Est, un point chaud pour I'émergence des zoonoses

En modé¢lisant les différents parameétres impliqués dans I’émergence de zoonoses
(facteurs climatiques, anthropologiques, socio-économiques, bio-écologiques), Jones et al.
(2008) ont cartographi¢ les régions du globe ou le risque d’émergence est tres fort (figure 2).
L’Asie du Sud-Est (ASE) regroupe de nombreux facteurs prédisposant a I'émergence de

nouvelles maladies et figure clairement parmi les zones a haut risque, dites de "point chaud".
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En ASE, comme pour la plupart des régions tropicales et sub-tropicales, la biodiversité
est supérieure a d'autres régions du globe. L'ASE regroupe 4 des 25 points chauds de
biodiversit¢ (Myers et al., 2000). De plus, c'est dans cette région que la croissance
¢conomique et démographique est la plus forte (Bloom et Williamson, 1998). Cette croissance
s'est accompagnée d'une intensification des activités agricoles et industrielles et d'une
modification forte des paysages. Dans son étude, Achard (2000) estime qu’a la fin du 20éme
siecle, le taux de déforestation en ASE était le plus élevé de toutes les régions tropicales, avec
une perte annuelle de 0.91% de la couverture forestiere, soit 2.5 millions d'ha de forét perdus
par an (Achard et al., 2002). On estime qu'en 2100, la région aura perdu les trois quarts de sa
couverture forestiére et 42% de sa biodiversité¢ (Sala et al., 2000; Sodhi et al., 2004).
L'exploitation de cette biodiversit¢ pour le commerce (par exemple, 1'exploitation de bois
précieux) ou la consommation personnelle (par exemple, la consommation de viande de
brousse) y est tres répandue (Sodhi et al., 2004). Ces facteurs favorisent les contacts entre les
populations humaines et la faune sauvage. Par conséquent, le risque de transmission de ces
agents, ainsi que celui de voir de nouvelles maladies émerger augmente. Enfin,
I’intensification des échanges internationaux entre 1'ASE et le reste du monde, accroit le
risque d’une rapide propagation de maladies émergentes, avec des conséquences socio-

¢conomiques et sanitaires notables.
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Figure 3 : Carte de la distribution des risques d’émergence de maladies infectieuses zoonotiques
dans le monde. (d’aprés Jones ef al. 2008). A partir d’une analyse des différents facteurs socio-
économiques, environnementaux et écologiques impliqués dans les événements d’émergence.

Enfin, si Jones démontre que les zones tropicales sont plus exposées au risque de voir
apparaitre des foyers d’émergence de maladies infecticuses que les autres régions, l'auteur
note également que les deux tiers des événements d’émergence qu’a connus le monde entre
1940 et 2004 ont été rapportés dans des pays développés (USA, Japon, Australie, Europe)
(Jones et al., 2008). La détection des maladies émergentes semble davantage liée au niveau de
développement économique d’une région qu'au niveau de risque réel d'émergence. Ces
données alarmantes reflétent la nécessité de prioriser les recherches et les efforts de santé

publique dans les zones a risque, et en particulier en ASE.

I. D. Les zoonoses virales émergentes et leur impact en santé publique

Cette these porte sur les zoonoses émergentes d'origine virale, qui ont eu un fort
impact en santé¢ publique depuis ces derniéres décennies (Wang et Crameri, 2014). Les

pandémies du SIDA, du SRAS, de grippe ou encore la récente épidémie de ficvre
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hémorragique a Ebola en Afrique de 1'Ouest ont marqué les esprits ces 40 dernicres années.
Nous ne développerons pas toutes les zoonoses existences dans cette partie, mais nous nous
focaliserons sur des exemples de zoonoses prenant leur origines chez les chiroptéres, et en

relation avec le continent asiatique.

Trois virus émergents ont eu un impact majeur en santé publique et dans la prise de
conscience de I'importance des chiroptéres en tant que réservoirs de virus émergents. Il s'agit
des hénipavirus (virus Hendra et Nipah), et du coronavirus responsable du SRAS. Nous
évoquerons la chronologie, les conséquences sanitaires et économiques associées a ces

épidémies, avant de soulever les problématiques engendrées par 1'émergence de ces zoonoses.

I. D.1. Les hénipavirus

L'émergence des virus Hendra (HeV) et Nipah (NiV) a conduit a la création d'un
nouveau genre Henipavirus de la famille des Paramyxoviridae, capables de provoquer une

maladie mortelle chez I'Homme (Wild, 2009).

I. D.1.a. L'épidémie du virus Hendra (1994)

Un premier foyer de pneumonie équine mortelle a été mis en évidence a Brisbane,
Australie en 1994, associ¢ a des syndromes respiratoires et encéphaliques chez les humains en
contact étroit avec des chevaux (Murray et al., 1995; Selvey et al., 1995). Un nouveau
paramyxovirus du genre Morbivillus a été identifié comme l'agent pathogene responsable de
cette zoonose mortelle. Ce virus nommé Hendra (HeV) peut provoquer chez 'Homme un état
grippal bénin qui peut s’aggraver en syndrome respiratoire grave et neurologique, mortel dans

57% des cas (WHO 2009). D’autres cas ont été documentés par la suite dans le Queensland,
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en 1995, 1999, 2004 et 2006, et tous étaient associé€s a une exposition a des chevaux infectés,
sans aucune transmission interhumaine rapportée (Wild, 2009). Les études sérologiques et
moléculaires de la faune alentour ont permis de confirmer la circulation saisonniére du virus
Hendra chez deux espéces de roussette (chiropteres frugivores, Pteropus poliocephalus et P.
alecto), définies comme le réservoir du virus (Young et al. 1996, Halpin et al. 2000). Les
foyers correspondent a I'aire de répartition de ces chiroptéres, infectés par ce virus de maniere
asymptomatique. La contamination des chevaux par le virus, se fait par contact avec l'urine
des chiroptéres infectéé. Les chevaux contaminés joueraient alors le role d’hdtes

intermédiaires dans la transmission du virus a I'Homme.

1. D.1. b. L'épidémie du virus Nipah

En 1998, dans la région de Nipah en Malaisie, une flambée d’encéphalite mortelle a
touché les ouvriers du secteur porcin. Elle était due a un virus proche du virus Hendra, baptisé
virus Nipah (NiV), transmis par voie aérienne par l'intermédiaire des porcs (Chua et al.,
1999). L’infection chez 'Homme peut provoquer des symptomes grippaux bénins, ainsi que
des problémes respiratoires aigus, accompagnés d’encéphalites qui peuvent évoluer en 48

heures vers le coma, puis la mort (Escaffre et al., 2013).

Dans les mois suivants, d’autres foyers ont ét¢ déclarés en Malaisie et a Singapour, au sein
des ¢levages porcins et des abattoirs (Paton ef al., 1999). Au total, 265 cas humains, dont 105
mortels, ont été répertoriés. L abattage de 1,2 million de porcs malaisiens a permis de stopper
I’épidémie, engendrant l'effondrement de l'industrie porcine et des bouleversements
¢conomiques sans précédent dans le pays (Chua, 2003; Ksiazek et al., 2011). L'impact
financier a été estimé a prés d'un milliard de dollars (US$) (Looi et Chua, 2007; Chiu Wan et

al., 2009).
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Avec I’expérience des virus Hendra et Menangle (un paramyxovirus détecté en 1997,
affectant les élevages porcins en Australie et dont la circulation chez les chiropteres et les
humains a ¢ét¢ mise en évidence), les épidémiologistes ont rapidement concentré leurs
investigations sur les chiroptéres qui évoluaient pres des structures d’élevage (Enserink,
2000). Le virus Nipah (NiV) a été isolé chez des roussettes (Pteropus poliocephalus et P.
alecto), et sa circulation a ét¢ mise en évidence chez d'autres especes chiroptéres frugivores
de Malaisie (Eonycteris spelaea, Cynopterus brachyotis). Les scientifiques ont ainsi confirmé
le role de réservoir que joue ce chiroptére pour ce virus zoonotique, pour lequel les porcs
jouent un réle d'hotes intermédiaires et amplificateurs (Halpin et al. 2000; Yob et al. 2001;
Kaw Bing Chua et al. 2002). Depuis, la circulation du virus Nipah a été mise en évidence au
Cambodge, en Inde, en Thailande et en Indonésie, chez d'autres roussettes du méme genre
(Pteropus hypomelanus, P. vampyrus, P. gigantecus et P. lylei) (Chua et al., 2000; Olson et
al., 2002; Reynes et al., 2005; Wacharapluesadee et al., 2010; Yadav et al., 2012; Sendow et

al., 2013).

D'autres foyers ont été détectés au Bangladesh (Hsu et al. 2004; Luby et al. 2006;
Hughes et al. 2009). La transmission du virus s’est opérée par le biais d'animaux domestiques
(caprins, bovins et porcs), mais aussi directement a 'Homme par la consommation de jus de
palme contaminé par les chiroptéres. Des transmissions interhumaines ont également été
rapportées durant les pics d’épidémies (Gurley et al., 2007; Hughes et al., 2009). Ces
"nouveautés" dans 1'épidémiologie du virus démontrent la capacit¢ de diffusion du virus
Nipah. De fait, si les circonstances en Malaisie laissaient a croire que le virus Nipah était au
"stade 2" sur 1'échelle de Wolfe (2009) présentée précédemment, 1'épidémiologie du NiV au

Bangladesh montre qu'il semble étre capable de passer au "stade 3".
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[. D.2. La pandémie du SRAS

En novembre 2002, des cas de pneumopathie aigiie atypique ont été rapportés dans le
Sud de la Chine (Rosling et Rosling 2003). Le syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) a
¢té signalé aux autorités sanitaires internationales pour la premiére fois en février 2003, a
Hong Kong (Tsang et al. 2003). Cette pathologie, qui s'est ensuite répandue trés rapidement
aupres d'individus ayant fréquenté le méme hotel 8 Hong Kong, ou le méme avion, a alerté les
autorités sanitaires (WHO 2003). En quelques mois, 8 098 cas (dont 774 morts) ont été
signalés dans 33 pays (Wang et al, 2006). La fin de cette épidémie sans précédent a
officiellement été déclarée le 5 juillet 2003 par 'OMS. Certains parlent de pandémie. Les
chercheurs ont identifié¢ un coronavirus (CoV) transmis par voie aérienne et trés contagieux,

comme ¢étant 1'agent responsable de cette pandémie (Peiris et al., 2003).

Les ¢études épidémiologiques ont rapidement confirmé l'origine animale du virus
(Guan et al., 2003). La civette palmiste (Paguma larvata), régulierement consommeée en
Chine, a ét¢ identifiée comme 1'hote initial du coronavirus SRAS a partir duquel 1'épidémie
s'est développée. Cet animal sauvage est chassé, ou élevé, puis vendu sur les marchés vivants,
ou les premiéres transmissions du virus a I'Homme auraient eu lieu (Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), 2003; Wang et Eaton, 2007). Aprés de nombreuses
investigations, le virus a aussi été détecté chez une chauve-souris insectivore (Rhinolophus

sp.), identifiée comme étant le réservoir principal du virus du SRAS (Lau et al., 2005).

Cette pandémie a engendré de nombreuses pertes économiques. Le tourisme a chuté
en Chine et les fonds d'investissements étrangers ont baissé de 62% a Hong Kong en mai
2003 (Lee et McKibbin, 2004). A 1'échelle internationale, Saywell estime la perte économique

associée a cette pandémie, a 11 milliards de dollars (US$) (Saywell et al., 2003).
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[. D.3. La prise de conscience de I'impact des zoonoses en santé publique

Bien que présentant un taux de Iétalité assez faible (10%), le virus du SRAS a frappé
par la rapidité et 'ampleur de la contamination a travers le monde. La pandémie du SRAS a
été¢ stoppée en quelques mois grice a un réseau d'alerte international efficace et au
déploiement de mesures sanitaires drastiques a 1'échelle internationale (mise en quarantaine,
contrbles sanitaires aux frontiéres, découverte rapide de 1'agent causal, etc.). Cependant, le
SRAS ¢était déja présent dans la province du Guangdong vers la fin 2002. Son importance
semble alors avoir été sous-estimée par les autorités sanitaires chinoises, avant que I'épidémie
ne prenne une dimension internationale quelques mois plus tard. Cette pandémie a permis une
prise de consciente considérable de la part des autorités sanitaires de la notion de santé

publique globale (Fontanet, 2007; Glasser et al., 2011).

En 2005, I'OMS a mis en place le Reglement Sanitaire Internationnal (RSI), signé
par les 194 pays membres, et qui a pour but de prévenir et répondre aux événements de santé
publique de portée internationale. Les efforts de santé publique se focalisent sur le
renforcement des capacités d'alerte et de détection précoce d'un agent pathogeéne émergent
(Merianos et Peiris, 2005). Ceci peut notamment se faire a travers le réseau mondial d'alerte et
d'action en cas d'épidémie (réseau GOARN, pour "Global Outbreak Alert and Response
Network", crée en 2000) et par le biais de la standardisation des mesures sanitaires a I'échelle

des pays (WHO, 2015).

L'épidémie de grippe porcine de 2009 (virus influenza HIN1), ou encore la récente
épidémie du virus Ebola (2013-2015) nous rappellent la difficulté de maitriser les zoonoses
apres leur émergence ou réémergence et la nécessité d'appliquer les mesures du RSI de 2005.
La mise en application de ces mesures reste encore difficile : en 2012, a peine 20% des pays

signataires du RSI avaient respecté leurs engagements (Braden et al., 2013).
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Au travers de ces exemples, nous retrouvons les facteurs associés a I'émergence des
zoonoses décrits en premicre partie de ce travail. Ils sont présentés dans le tableau 2 ci-apres.
La figure 4 détaille ces facteurs dans le cadre de I'émergence du NiV. Les cas du SRAS et du
Nipah illustrent a quel point il est nécessaire de comprendre 'écologie du réservoir biologique
du virus, mais aussi le commerce et le contexte social et culturel de la consommation de la

faune (sauvage et domestique).
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Tableau 2 : Les facteurs impliqués dans I'émergence du SRAS et de I'encéphalite a virus Nipah.

Facteurs impliqués dans 1'émergence
des maladies infectieuses zoonotiques

SRAS

virus Nipah

Stade selon Wolfe

Stade 4

Stade2 a3

(1) Comportement humain et
démographie

Diffusion trés rapide du virus apres
le patient "zéro"

Chasse et consommation de civette

Augmentation de la population, des besoins
alimentaires (dont la consommation de porc)

Consommation de jus de palme frais, contaminé
par le virus (Islam et al., 2016)

(2) Développement économique et
utilisation des territoires

Fermes d'élevage pour ces animaux
originairement sauvages

Intensification de la production porcine en
Malaisie

Multiplication  d'activités construction d’

exploitations porcines a coté de vergers

(3) Commerce des animaux, de 1'échelle
locale a internationale

Commerce de civettes, marchés

d'animaux vivants

Importation de porcs infectés a Singapour,
responsable de la diffusion de I'encéphalite sur ce

territoire

(4) Mesures de santé publique

Difficultés a identifier le virus responsable et I'origine exacte de la pandémie, a stopper
les flux de personnes pour enrayer la pandémie

(5) Adaptation de l'agent pathogéne a son
hote

Les spicules du SRAS CoV
présentent une grande affinité pour
certains  récepteurs
humains (ACE2)

cellulaires

Des cas de transmissions interhumaines ont été
documentés

(6) Changements climatiques

(Khasnis et Nettleman, 2005; Patz
et al., 1996)

Impact du phénomeéne El Nifio sur I'émergence du
virus Nipah (Chua, Chua, et Wang 2002)
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(1) Comportement humain et démographie

(2) Développement économique et utilisation des territoires
(3) Commerce des animaux

(4) Mesures de santé publique

(5) Adaptation de |'agent pathogéne a son héte

(6) Changements climatiques

L’exploitation des zones forestiecres en Malaisie pour le développement agricole

diversification des productions (ex :

et la

plantations de vergers combinées a I'exploitation porcine) a eu des

conséquences sur l'aire de répartition des chiroptéres. Ceux-ci se sont investis a proximité des plantations,
sources de nourriture. Il a été prouvé que des parametres environnementaux, comme 1'épisode d'El Nifio ont
également joué un role dans le déplacement des populations de chiroptéres. (Chua, Chua, et Wang 2002).
Cette zone de production est devenue une interface entre les chiroptéres et les porcs, propice a la
transmission du virus Nipah (Chua et al. 2003). Les porcs, trés sensibles a 1'infection, ont joué le role d'hotes
intermédiaires amplificateurs du virus. Les densités d’élevage ont conduit a une diffusion radicale du virus
chez le personnel travaillant aux contacts de ces animaux. De méme, le commerce d’animaux infectés a
travers le pays et I'exportation ont donné lieu a la propagation du virus jusqu'a Singapour.

Figure 4 : Les facteurs de I’émergence du virus Nipah.



II. Les chiropteres, un réservoir de virus zoonotiques

II. A. Introduction générale sur les chiropteres

Vingt-et-un pour cent des mammiféres sont des chiroptéres (Wong et al., 2007).
Représentés par 1240 espéces, ils constituent le deuxieme ordre de mammiféres le plus
abondant sur terre aprés les rongeurs(Wilson et Reeder, 2005). Les chiroptéres sont trés
diversifiés et dispersés géographiquement (tableau 3). Ils sont présents dans tous les types
d’habitats a I’exception des régions polaires et de quelques iles. Les chiroptéres sont mal
connus, percus comme étranges et inquiétants. Ils ont pourtant un role écologique indéniable
dans le fonctionnement de la biosphére a travers la régulation des populations d’insectes, la

pollinisation des plantes a fleurs ou encore la dissémination des graines.

Les chiroptéres sont également impliqués dans la transmission de zoonoses virales. Ils
ont été identifiés comme le réservoir d’une soixantaine de virus, dont une grande partie est
pathogene chez I’Homme. C’est le cas des Rhabdoviridae (Lyssavirus), des Paramixoviridae
comme les virus Hendra, Nipah, des Filoviridae (virus Marburg et Ebola) ou encore des
Coronaviridae. Nous verrons que certaines caractéristiques associées a ces chiroptéres

expliquent et favorisent la circulation de ces zoonoses virales.

II. A.1. La vision des chiropteres a travers les cultures

Les chiropteres sont des animaux généralement mal aimés. Leur mode de vie, nocturne
et mystérieux, a longtemps ét€¢ méconnu et sujet a de nombreuses idées recues. Ils suscitent

des craintes fondées sur des croyances et légendes. Ils ont, par exemple, la réputation d’étre



hématophages alors que seulement trois espéces d'Amérique du Sud le sont vraiment
(Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata, Diaemus youngi) (Barquez et al., 2015, 2008;

Sampaio et al., 2008).

D¢ja dans la Rome antique, Davis Basilis décrivait les chiroptéres comme des étres "par
nature, apparentés au diable". Dans la religion chrétienne, ils sont également associés au
démon. Cette vision négative est depuis largement relayée dans la culture occidentale, a

travers de nombreuses illustrations et ceuvres cinématographiques (figure 5).

Toutefois, par le passé, les Mayas et les Aztéques les considéraient comme des étres
protecteurs. Le culte au dieu "chauve-souris", Camatzotz, serait né avec les zapoteques
(civilisation amérindienne pré-colombienne, environ 1500 av. J.-C.) dans la région d’Oaxaca.
Ce dieu, qui incarne la mort, a continué a étre vénéré par les Mayas en Amérique centrale, et
associ¢ a des sacrifices de sang et des rituels cannibales. En Chine, les chiroptéres incarnent
depuis la dynastie Qing (1644-1912), la chance, la longévité, la sérénité de l'esprit et le
bonheur. Dans certains pays, ils sont sacrés (Australie, Bosnie, Afrique de 1’Ouest, iles

Tsonga).
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Figure 5 : Exemples de la vision culturelle des chiroptéres par I'Homme. (A) Francisco Goya
(1923) illustre dans son ceuvre "Les Résultats", la folie de la guerre symbolisée par la chauve-souris
assoiffée de sang (Goya, 1903); (B) sculpture azteque de Camatzotz, le Dieu de la mort (crédit photo :
R.Colombo); (C) célebres exemples littéraires qui véhiculent I'image de terreur des chiroptéres: "The
moloch manceuvres" de Jim Mc Person (crédit photo : Phantacea Publications), "Dracula" de Bram
Stoker (1897) (crédit photo : Sterling publishing) .

Leur capacité a voler a suscité la curiosit¢ de nombreux scientifiques et physiciens.
Léonard de Vinci s’en est inspiré pour ses prototypes de machines volantes. Clément Ader a
construit ses premiers prototypes d’aéroplanes, inspirés directement de 1’anatomie des

chiropteres (Dollfus, Beaubois et Rougeron, 1965) (figure 6).

51



Figure 6 : L’avion III (I’Aquilon) créé par Clément Ader. L’engin posséde une envergure de 16
metres, il est testé au camp militaire de Satory en 1897, ou il décolle péniblement du sol (crédit photo:
Musée des arts et métiers).

II. A.2. Classification des chiroptéres

La classification traditionnelle des chiroptéres se base sur les données morphologiques
et paléontologiques et définit deux sous-ordres : les Megachiroptera et les Microchiroptera
(Dobson, 1875). Les mégachiropteres, communément appelés « chauves-souris frugivores de
I’ancien monde », sont incapables d’écholocation. Ils sont constitués de 42 genres et 195
especes organisées en une seule famille : les Pteropodidae. Les microchiroptéres sont doués
d’écholocation et sont généralement insectivores et nocturnes. Il en existe 1079 espéces
ubiquitaires réparties en 20 familles (Moratelli et Calisher 2015; Tsang et al. 2016), dont deux
récemment définies (Miller-Butterworth et al. 2007; Lack et al. 2010). Une forte diversité
d’especes est observée dans les tropiques (Wilson et Reeder 2005). Certains peuvent étre
frugivores, carnivores, omnivores voire hématophages (tableau 3). De manicre générale les
mégachiroptéres sont plus grands que les microchiropteres. Certaines espeéces peuvent
atteindre 1,50 m d’envergure (Pteropus sp.), alors que les plus petites pipistrelles ne mesurent

que quelques centimétres (Pipistrellus sp.) (Allen, 2004).
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La classification des chiropteres en groupes monophylétiques a été revisitée avec l'arrivée de
la phylogénie moléculaire et 1’étude de I’évolution de 1’écholocation. Sur la base des données
moléculaires, Koopman (1984) a établi le sous-ordre des Yangochiroptera qui inclut 14
familles de microchiropteres (figure 7). Springer (2001) a validé I’hypothése que le groupe
des Microchiroptera n’est pas monophylétique et définit le deuxiéme sous-ordre des
Yinpterochiroptera qui inclut les mégachiroptéres et cinq familles de microchiropteres
(Craseonycteridae, Hipposideridae, Megadermatidae, Rhinopomatidae et Rhinolophidae)

(Springer, 2001; Teeling, 2005; Springer, 2013).

Rhinclophidac

L Hipposideridae

—— Megadermatidac

Craseonycteridae
Rhincpomatidac

Yinpterochiroptera

— Nycleridae

- Emballonuridae

Phyllostomidae

——— Mormoopidae

~— Noclilionidae

—— Furipleridae

Thyropteridae

Mystacinidae

Yangochiroptera

Myzopodidae

— Vesperilionidae

‘ —— Cistugidae
Miniopteridae*

Molossidae

Natalidae

Figure 7 : Arbre phylogénétique simplifié des familles de chiroptéres (modifi¢ d’apres Jones et
Teeling 2006; Moratelli et Calisher 2015; Tsang et al. 2016). Les sous-ordres sont précisés en noir.
Les quatre super-familles de microchiroptéres sont les Rhinolophidea (vert), Emballuronidea (violet),
Noctillionidea (bleu) et Vespertilionidea (rouge). Les Pteropodidae constituent la seule famille de
mégachiroptéres.
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Tableau 3 : Vue générale de la diversité des chiropteres, par sous-ordre et par famille. Le nombre (nb) de genres et d'espéces, le régime alimentaire et la distribution
géographique de chaque famille sont précisés (d'apres Wilson et Reeder 2005; Wong et al. 2007, Tsang et al. 2016). Les sous-ordres sont définis sur la base des analyses
phylogénétiques (premiére colonne), ou plus communément sur la morphologie des chiropteres (deuxiéme colonne).

(*) familles de chiroptéres présentes en Asie du Sud-Est. En gris: familles de chiroptéres qui seront évoquées dans cette these.

Sous-ordre Sous-ordre Nb de genres Nom commun Régime alimentaire Distribution géographique

Famille

(morphologie) (nb d'especes)

(phylogénie)

Megachiroptera . Roussette Fruits, nectars, pollen, insectes Asie tropicale, Australie, Afrique
Pt didae* 42 (195 .
R (195) Renard volant ("flying fox")
Rhinolophidae* 1(88) Rhinolophe ("Horsehoes bat") Insectes é(r)lsszlzlonde, zones tempérées et
icales
Hivposideridae* 9 (90) Chauve-souris a feuille nasale Insectes Ancien monde, zones tempérées et
Yinpterochiroptera PP ("Old World leaf-nosed bat") tropicales
egadermatidae aux-vampire (' false vampire rthropodes, petits vertebres sie tropicale, Autralie, Afrique
Megad. idae* 4(5 18 pire ("fal pire" Arthropodes, peti Sbré Asie tropicale, Autralie, Afriq)
Craseonycteridae (1) Chauve-souris bourdon Insectes Thailande, Myanmar
* ("Bumblebee bat")
. ) Rhinopome Insectes Afrique du Nord, Inde
Rhinopomatidae 1(5) ("Mouse-tailed bat")
Yangochiroptera Phvilostomidae 55 (197) Chauve-souris a feuille nasale Fruits, nectars, pollen, insectes, Nouveau monde, zones tropicales
Y ("New World Leaf-nosed Bat") petits vertébrés, sang (3 especes)
Emballonuridae® 13 (54) glslflz:::};stzlillrei(si i gtlllsue gainée Insectes Monde, régions tropicales
Furipteridae 22) 51;;1:;521;2; fuligineuse Insectes Amérique du Nord et du Sud
Chauve-souris sans queue Insectes Nouveau monde, zones tropicales et
Molossidae* 16 (110 . .
olossidae (110) (" Free-tailed bat") sud-tropicales
. Chauve-souris a moustache Insectes Nouveau monde, zones tropicales
Microchiroptera ~ Mormoopidae 2(10) ("Mustached-bat")
Mustacinid 1) Chauve-souris a queue courte Fruits, nectars, pollen, insectes, Nouvelle-Zélande
stacinidae . . .
% ("New-Zeland short-tailed bat") petits vertébrés
) Chauve-souris a pieds ventousés Insectes Madagascar
Myzopodidae 1@ ("sucker-footed")
Natalidae 39) Chauve-souris a oreilles en entonnoir Insectes Nouveau monde, zones tropicales
("funnel-eared bat")
Noctilionid 1) Noctilion Arthropodes, poissons Nouveau monde, zones tropicales
octilionidae
("bull-dog bats", "fisherman bat")
Nycteridae 1 (16) Nyctere (" slit-faced bat ") Arthropodes Afrique, Asie du Sud-Est
. Chauve-souris a ventouses Nouveau monde, zone tropicale Amérique du Sud
Thyropteridae 1(5) ("disc-winged bat")
Miniopteridae™ 1(23) Minioptere (Miniopterus sp.) Insectes Ancien monde
Cistugidae 1(2) ("mouse-eared bat") Insectes Sud de I'Afrique
Vespertilion, murin (Myotis sp.) Insectes Monde
Noctule (Nyctalus sp.)
- . Oreillard (Plecotus sp.)
Vespertilionidae 48 (456) Pipistrelle (Hypsugo sp., Pipistrellus sp.)
Barbastelle commune (Barbastella sp.)
Sérotine (Eptesicus sp., Vespertilio sp.)




Ces 20 dernieres années, la multiplication des données moléculaires a permis d’affiner

la phylogénie des différentes familles de chiropteres (Jones et al., 2002).

La phylogénie actuelle des microchiropteres a cependant longtemps été controversée.
Kirsch et Pettigrew (1998) réfutent par exemple I’hypothese que la famille des Rhinolophidae
serait phylogénétiquement plus proche des mégachiroptéres que des autres familles de
microchiropteres. Ceci serait di a plusieurs biais selon leur théorie : (i) un grand nombre de
synapomorphies existe entre les microchiroptéres appartenant aux sous-ordres
Yinpterochiroptera et Yangochiroptera (incluant 1’écholocation); (ii) la forte proportion
d’adénine et de thymine (AT) dans les génomes des chiropteéres sous-estimerait les réelles
différences entre les mégachiropteres et les rhinolophes par I'é¢tude des génomes (Pettigrew,
1994; Pettigrew et Kirsch, 1998). Les ¢tudes récentes associant la paléontologie et les
analyses génétiques, valident cependant la paraphylie des microchiropteres et apportent des
données importantes sur l'origine et I'histoire évolutive des chiropteres (Teeling et al. 2005;

Teeling 2009; Jones et al. 2002; Springer 2013).

II. A.3. Origine et histoire évolutive des chiropteres

Les chiroptéres auraient divergé en deux sous-ordres Yinpterochiroptera et
Yangochiroptera il y a 60 millions d'années (Ma). Onychonycteris finneyi, datant de 1'éocéne
(52 Ma) est le plus ancien fossile chiroptére retrouvé (figure 8). Au cours de cette ere, qui est
la plus chaude du cénozoique, les températures tropicales favorisant I'augmentation de la
diversité¢ des angiospermes et des insectes, ce qui créa de nouvelles niches écologiques
exploitables. La diversification des chiroptéres en réponse a l'exploitation de ces divers
nouveaux environnements, était maximale il y a 30 a 50 Ma (Jones, Bininda-Emonds et

Gittleman 2005).
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Simmons (2005) qualifia cette radiation évolutive importante de "big bang de 1'Eocéne". Elle
concerne les régimes alimentaires et les stratégies de vol. L'écholocation se diversifia et
devint plus affinée chez les quatre super-familles de microchiroptéres (Emballuronidea,

Vespertilionidea, Noctillionidea et Rhinolophidea) (Simmons, 2005).

Loana Rikeli © 2008

Figure 8 : A gauche : Photographie du fossile d' Onychonycteris finneyi, le plus ancien fossile
chiroptére retrouvé (Musée royal de 1'Ontario). A droite : La représentation de la probable
apparence de O. finneyi (Loana Riboli, 2008). Le fossile date de 'Eocéne, au début de I'ére tertiaire
(cénozoique). Il a été retrouvé en actuelle Amérique du Nord (Colorado et Wyoming) dans la carriere
de la Riviere verte. Il est pourvu d'un systéme d’écholocation tres rudimentaire, et n'est pas capable de
voler, mais il est apte a planer ou effectuer des battements d’ailes (Gunnell et Simmons 2005).

D'apres les indices paléontologiques et moléculaires, les chiroptéres seraient originaires
de Laurasia (figure 9) : les Yangochiroptera auraient émergé en Amérique du Nord et se
seraient ensuite déplacés vers les autres continents grace a leur aptitude a voler (Teeling et al.,

2005).

Le sous-ordre des Yinpterochiroptera serait apparu au niveau de la région asiatique et se
serait diversifi¢ en deux sous-familles au paléocene inférieur (-58 a -55 Ma) : les
Rhinolophidae et les Pteropodidae (Teeling, 2009; Almeida ef al., 2011). Ils auraient ensuite

progressivement colonisé les territoires de l'ancien monde (I'Afrique, 1'Europe et 1'Asie).
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L'écholocation, qui ne serait apparue qu'une seule fois au cours de l'histoire évolutive, aurait

¢été perdue chez les ptéropodidés (Teeling et al., 2000; Springer et al., 2001).

50 Ma (Eocéne)

248Ma 206 Ma 142 Ma 65 Ma 54.8 Ma 34 Ma 24 Ma

-—

oligocene

Jurassique

Paléozoique Secondaire (mésozoique) Cénozoique I

Figure 9 : Schéma illustrant 1'évolution de la Pangée a 1'échelle des temps géologiques. Les
chiroptéres seraient originaires de Laurasia. Les Yangochiroptera proviendraient d'Amérique du
Nord et auraient colonisé¢ la surface du globe (symboles rouges). Les Yinpterochiroptera (vert),
originaires d'Asie, auraient colonisé les territoires de I'ancien monde (Afrique, Asie, Europe).

II. A4. Les chiroptéres, des mammiféres aux caractéristiques biologiques et
écophysiologiques particuliéres

Le vol et l'écholocation sont les caractéristiques principales qui distinguent les
chiroptéres des autres mammiféres (Arita et Fenton, 1997). En s'adaptant ainsi au vol, les
chiroptéres ont optimis¢é leur morphologie et ont ¢également développé d'autres
caractéristiques physiologiques spécifiques, comme 1'écholocation ou un métabolisme
exceptionnel pour minimiser le colt énergétique dépensé lors des déplacements (Norberg,
1985, 1994). Ces caractéristiques qui font des chiropétres des étres si particuliers, sont
détaillées dans cette partie. Elles nous permetteront de comprendre plus tard (partie I1.B), en
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quoi ces avantages biologiques influent sur I'importance des chrioptéres en tant que réservoirs

de zoonoses virales émergentes.

1. A.4.1. L’écholocation

1l. A.4.1.a. La découverte de l'écholocation chez les chiropteres

L’abbé et biologiste italien Lazzaro Spallanzani (1729-1799) a effectué en 1794 des
expériences cruelles mais pionniéres sur les chiroptéres. Avec son confrére Louis Jurine, il a
supprimé la vision des chauves-souris, pour prouver que celles-ci continuaient a se déplacer
aisément. En leur obstruant la bouche et les oreilles, ils ont montré que celles-ci restaient au

sol. I a été le premier a évoquer I’hypothese de la "vision acoustique" chez ces mammiferes.

D. Griffin réitéra les expériences de Spallanzani en 1937 avec un détecteur d’ultrasons. Il fut
le premier a enregistrer des ultrasons émis par des chiroptéres. Il démontra qu’en leur
obstruant 1’orifice buccal, ces derniers étaient incapables d’émettre des ondes tandis, qu'en
obstruant leurs oreilles, ils étaient incapables de s’orienter. Il prouva alors que les chiroptéres

¢taient aptes a se localiser en utilisant 1’écho, et a appelé ce phénomene "I’écholocation".

Figure 10 : Les deux pionniers de la découverte de I’écholocation chez les chiroptéres : Lazzaro
Spallanzani (1729-1799) a gauche, Donald Griffin (1915-2003) a droite.
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L’écholocation consiste a envoyer des ultrasons et en €couter les échos pour se localiser

(figure 11). C’est le systeme des sonars, aujourd’hui utilis¢ dans de nombreuses disciplines.

Il Ondes ultrason émises par le chiroptére
Vague d’échos d’ondes ultrason

Figure 11 : Schéma simplifié de I’écholocation. Les chiropteres émettent des ondes ultrasons pour
s’orienter et chasser leurs proies. En présence d’un obstacle ou d’une proie, les ondes sont réfléchies et
I’écho, détecté par les chiroptéres. Le délai entre 1’émission et la réception de 1’écho renseigne
I’animal sur la distance de I’obstacle, et la déformation de I’écho, renseigne sur sa nature.

1l. A.4.1.b. Fonctionnement de [’écholocation chez les chiropteres

Les microchiroptéres sont capables d’écholocation et ont une anatomie spécifique : le
pharynx produit les ondes ultrasons : elles sont focalisées et amplifiées au niveau de la trachée
ou de la feuille nasale de I'animal (Pedersen et Miiller, 2013). La réception des ultrasons se
fait au niveau de I’oreille interne : 1’arrivée des ondes sonores sur le tympan engendre des
vibrations de la membrane basilaire dans la cochlée. Ces vibrations sont ensuite intégrées et
analysées par le cortex auditif et permettent une visualisation 3D de I’environnement et une
adaptation des ultrasons émis en retour (Veselka ef al., 2010). Les chiropteres produisent des
sons d’une durée variant entre 0,3 et 300 ms et de fréquence variant de 8 a 210 kHz. La
plupart de ces ultrasons sont inaudibles pour I’Homme, qui n’est capable de percevoir que des

fréquences de 18 Hz a 20 kHz. Trois principaux types d’ondes sont émis par les chiropteres
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pour leur permettre de s’orienter et chasser efficacement (table 4). L'écholocation est

sophistiquée : en fonction des situations, les microchiropteéres sont capables d'émettre des

ultrasons de fréquence et d'intensité différentes, sur des durées et harmoniques variables

(Hiryu et al., 2010; Fenton, 2013)

Tableau 4 : Caractéristiques et roles des différents types d'ondes émises par les chiropteres
capables d'écholocation.

Types d’ondes émises par
les microchiroptéres

Roles

fonctionnements

Ondes de fréquence
constante (FC)

Ondes de fréquence
modulée et décroissante
(FM)

Ondes mixtes (FC-FM)

Détection des proies de taille supérieure
a la longueur d’onde du signal

Evaluation de la vitesse de déplacement
d’une proie

Localisation précise des proies et
appréciation des distances

Caractérisation fine des proies, poursuite
des proies

La mesure de la durée entre I’émission d’un ultrason et
la réception de son écho permet d’analyser la distance
de la cible.

Prise en compte de I’effet Doppler

La mesure de 1°écart entre les réceptions au niveau des
deux oreilles permet d’appréhender la direction de la
cible.

La déformation de I’écho renseigne sur le type de
cible: par exemple, un battement d’aile d’insecte
déforme 1’écho de maniére caractéristique.

1l. A.4.1.c. L'écholocation chez tous les chiropteres?

L'écholocation, qui ne serait apparue qu'une seule fois au cours de l'histoire évolutive,

aurait ¢€té perdue chez les ptéropodidés (Teeling et al., 2000; Springer et al., 2001). En
devenant frugivores ou nectarivores, les mégachiroptéres auraient développé leur olfaction
(Raghuram et al., 2009), audition et acuité visuelle nocturne (Ollivier et al., 2004), au
détriment de I'écholocation qui servait initialement a repérer les insectes (Jones et Teeling,

2006).

Les mégachiropteres utilisent cependant des cliquetis avec la langue pour s'orienter. Ce

systeme est moins sophistiqué que I'écholocation, mais son efficacité ne doit pas étre sous-
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¢valuée. Holland et al. (2004) ont démontré que la roussette d'Egypte (R. aegyptiacus) semble
appréhender l'environnement avec une résolution comparable a celle des microchiroptéres
(Holland et al., 2004). Pour certains, cette stratégie est considérée comme une convergence

évolutive (Li et al., 2008).

De plus, Boonman a récemment démontré que de nombreux ptéropodidés (Eonycteris,
Cynopterus et Macroglossus) produisaient des cliquetis avec leurs ailes dont les échos
permettent de détecter et discriminer des objets dans I'obscurité. Ce systéme de repérage n'est
pas la forme ancestrale de 1'écholocation mais serait plutot un comportement primitif, propre a

ces chiroptéres (Boonman et al., 2014).

1l. A.4.2. La capacité a voler

Les chiropteres sont les seuls mammiferes capables de voler. Comme le nom 1’indique
(du grec "chiro-" signifiant "main" et "ptera" signifiant "aile"), 'aile des chiroptéres possede
un avant-bras, des métacarpiens et phalanges allongés (Cooper et Sears, 2013). Ils soutiennent
les membranes de peau trés fine et trés nervurée qui forment la surface portante de l'aile
(patagium) (Norberg, 1994). Cette morphologie est trés différente de celle de 'oiseau, dont

l'aile posséde un nombre trés réduit d'os (figure 12).
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carpiens

métacarpiens

phalanges

Figure 12 : Schéma comparatifs simplifié des os des membres antérieurs chez les Hommes (A),
les oiseaux (B) et les chiroptéres (C), (modifié d'aprés Cooper et Sears 2012). Les trois principales
parties stylopode, zeugopode et autopode de 'ossature sont représentées respectivement en jaune, bleu
et orange. L'échelle n'est pas respectée sur ce schéma. Chez les chiropteres, la partie autopode est
divisée en cinq doigts (L, 11, III, IV, V) qui soutiennent le pataguim.

La proportion des membres antérieurs du plus ancien fossile chiroptére retrouvé
(Onychonycteris finneyi) prouverait qu'il n'était pas encore capable de vol sensus stricto, mais
d'évoluer d'arbre en arbre en planant (Norberg, 1985). D'apres les analyses morphologiques
sur I'ensemble des fossiles, l'aptitude au vol aurait été acquise ensuite au cours de la radiation
évolutive de I'Eocéne vers environ -58 Ma, puis évolué parallelement chez les
Yinpterochiroptera et Yangochiroptera. Les études moléculaires sur ces fossiles sont
favorables a la théorie du "flight first", selon laquelle la capacité a voler aurait été acquise

avant celle de 1'écholocation (Adams et Shaw, 2013).

L'aptitude au vol permet aux chiroptéres de se déplacer sur de relatives longues

distances. Dans les environnements aux fortes variabilités saisonniéres, les microchiropteéres
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présents sont capables de migration jusqu'a 2000 km (Pipistrellus nathusii) (Fleming et al.,
2003). Dans les zones tropicales et sub-tropicales, les chiroptéres sont majoritairement
sédentaires. Néanmoins, les mégachiropteéres peuvent se déplacer sur plusieurs dizaines de
kilometres chaque nuit a la recherche de nourriture (Fleming et al., 2003; Weber ef al., 2015),
et jusqu'a 50 km selon Marshall (1983). Seules quelques études rapportent quelques cas de
migration chez les mégachiroptéres (jusqu'a 750 km) pour garantir 'accés aux ressources (par
exemple Eidolon, Epomophorus, Pteropus, Rousettus, Myonycteris, Nanonycteris) (Thomas

1983; Marshall 1983).

Pour permettre le vol, de nombreuses adaptations morphologiques et physiologiques ont
¢té mises en place au cours de l'évolution, comme par exemple l'allongement des os des
membres antérieurs, ou la forte vascularisation des ailes qui permet la régulation thermique
lors du vol (Simmons et al., 2008). Le métabolisme des chiroptéres est €¢galement une

caractéristique clé de 'adaptation au vol, et est détaillé dans le sous-chapitre suivant.

1I. A.4.3. Un métabolisme et une longévité remarquables

De nombreuses études démontrent que le colit énergétique 1i€ au vol et a 1'écholocation,
est extrémement élevé chez les chiroptéres. Thomas et Suthers (1972) ont montré que
l'activité métabolique chez le phyllostome fer-de-lance (Phyllostomus hastatus) est multipliée
par 34 lors du vol. En comparaison, chez les rongeurs de méme taille, elle est multipliée par 6
a 8 fois selon les especes, lors d'une activité physique intense. Les phyllostomes produisent
jusqu'a 14 battements de cceur par seconde lors du vol (Thomas et Suthers, 1972). Cet
exemple illustre l'aptitude des chiropteres a développer un métabolisme incroyable qui est une
caractéristique généralisable a l'ensemble des chiroptéres. Nous allons exposer quelques

aspects physiologiques et écologiques essentiels qui permettent d'expliquer comment ces
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animaux peuvent gérer cette turbine métabolique qui entraine pourtant une intense production

de chaleur et de déchets métaboliques.

1I. A.4.3.a. Un métabolisme capable de réduire le stress oxydatif

Au cours de l'activité métabolique, la réduction de I'oxygene en sous-produits appelés
especes réactives de I'oxygene (ERO), engendre un stress oxydatif important pour les cellules.
Ces ERO sont des dérivés non radicalaires ou des radicaux libres oxygénés. Ces ¢éléments
cytotoxiques peuvent endommager '"ADN mitochondrial, agir sur les télomérases et induire
une entrée en sénescence prématurée des cellules (Passos et von Zglinicki, 2005). Chez les
chiropteres, ce stress oxydatif généré semble remarquablement faible en dépit de 1'énergie
qu'ils peuvent dépenser lors du vol (Brunet-Rossinni, 2004; Wilhelm Filho ef al., 2007). Ceci
expliquerait la longévité remarquable de ces mammiferes. Il a ét¢é démontré qu'a
consommation égale d'oxygene, la petite chauve-souris brune (Myotis lucifus), dont la
longévité maximale est estimée a 34 ans, produirait 2,3 fois moins de radicaux oxygénés que

les musaraignes, dont 1'espérance maximale de vie est de 2 ans (Brunet-Rossinni, 2004).

Les scientifiques ont mis en évidence plusieurs déterminants de la modulation du stress

oxydatif a un niveau faible chez les chiropteres :

(1) Chez ces animaux, les ERO seraient neutralisés de maniere tres efficace des leur formation
au niveau des mitochondries, par des antixoydants et un arsenal d'enzymes (superoxide
dismutase) évitant des dommages cellulaires trop importants, retardant la mort cellulaire

(Brook et Dobson, 2015).
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(i1) La respiration cellulaire lors de l'activité métabolique est assurée au niveau des
mitochondries et accumulés en trés forte quantité au niveau des tissus adipeux bruns, présents
en grande proportion chez les chiropteres.

(ii1) Chez les ptéropodidés, le régime alimentaire frugivore ou nectarivore est naturellement
faible en ERO et permet de réduire I'apport exogeéne d'oxydants. Il constitue également une
source importante en vitamines E et C, caroténoides et polyphénol, qui sont des antioxydants

naturels (Wilhelm Filho et al., 2007).

11. A.4.3.b. Le controle de la temperature corporelle et du stress oxydatif par la

torpeur et l'hibernation

Les chiropteres sont hétérothermes. En ayant la capacité de moduler leur température
corporelle en fonction de la température extérieure, les chiroptéres peuvent également
moduler leur activité métabolique (Geiser et al., 1996; Geiser et Brigham, 2000; Geiser et

Stawski, 2011).

Les chiroptéres sont capables de rentrer en phase de torpeur, sorte d'état de repos ou ils
ralentissent le rythme de leur organisme (Geiser et Ruf, 1995). L'entrée en torpeur permet
d'abaisser la température corporelle, qui s'accompagne d'une diminution de 50% a 99% de
l'activité métabolique, selon les especes (Herreid, 1963; Hock, 1951; McNab, 1989; Geiser et
al., 1996). Cette stratégie contrebalancerait I'énorme énergie dépensée et l'augmentation de
température lors du vol. Elle est mise en place au cours de la journée par 96.7% des
chiropteres dans les régions tropicales et sub-tropicales : on parle de torpeur diurne (Geiser et
Stawski, 2011). Chez les renards volants ou roussettes (genre Rousettus), une fois suspendus
sur leur support, le déploiement des ailes permet également de ventiler leurs organismes et le

rabattement des ailes, de les protéger contre les pics de chaleur.
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Lorsque cet état de torpeur dure plusieurs jours voire semaines, on parle d'hibernation
(Geiser et Ruf, 1995). Cette stratégie est adoptée par de nombreuses espeéces de
microchiroptéres dans les zones tempérées pour faciliter le passage de la saison hivernale.
L'entrée en léthargie des especes hivernantes s'accompagne d'une forte baisse de la
température corporelle, ajustée a celle de 1'environnement, et d'un ralentissement du rythme
cardiaque jusqu' a un battement par minute chez certaines espeéces (Geiser et Ruf, 1995;

Currie et al., 2015).

Enfin, lors du vol, la vasodilatation des nombreux vaisseaux sanguins au niveau du
patagium permet également de réguler la température corporelle, par contact avec l'air

(Reeder et Cowles, 1951).

II. A.5. Les chiroptéres en Asie du Sud-Est

L'Asie du Sud-Est (ASE) est un point chaud de diversité. Trente pour cent des
mammifeéres de cette région sont des chiroptéres. De plus, I'ASE regroupe 30% des
chiropteres de la plancte, dont 9 familles (Tsang et al. 2016). Celles qui seront évoquées dans
cette thése sont colorées en gris dans le tableau 3 précédent (page 56). Les chiropteres
cavernicoles sont présents majoritairement dans les domaines karstiques et les affleurements
présentant des crevasses ou grottes. De nombreuses especes frugivores et insectivores sont
dépendantes des foréts et trouvent leur abris sous le feuillage des arbres ou dans la canopée.
Les especes anthropophiles, la plupart insectivores, trouvent abris au niveau des toits des
terrasses ou des batiments. Les renards volants s'investissent souvent prés des temples

bouddhistes, ou ils peuvent évoluer sans étre perturbés, ni chassés par I'Homme.
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1I. A.5.1. Le role écologique et économique des chiropteres en Asie du Sud-Est

La tres forte diversité des types d'habitats et régimes alimentaires des chiropteres fournit
un avantage écologique souvent sous-estimé par I'Homme. Les chiroptéres insectivores
interviennent dans le controle des populations d'arthropodes et les chiroptéres frugivores, dans
la dissémination des graines ou encore dans la pollinisation des plantes (Calisher et al. 2006).
Dans certaines régions du globe, notamment en Asie, les chiroptéres représentent une source
de gibier pour I’alimentation humaine. Le guano est de méme valorisé en tant qu’engrais en

agriculture.

1I. A.5.1. a. Les chiropteres impliqués dans la pollinisation des angiospermes et dans

la dispersion des graines

Dans les zones de tropiques, jusqu'a 99% des plantes a fleurs (angiospermes) sont
pollinisées par les animaux, i.e. insectes, oiseaux et chiroptéres (Bawa, 1990). Il a été calculé
que 528 especes d'angiospermes d'intéréts économique et agronomique (appartenant a 67
familles et 28 ordres) étaient pollinisées par des chiroptéres nectarivores (Fleming, Geiselman

et Kress, 2009).

Les chiroptéres pollinisateurs appartiennent aux familles des Pteropodidae et
Phyllostomidae, respectivement issus des sous-ordres Yinpterochiroptera et Yangochiroptera.

IIs ont une distribution tropicale et sub-tropicale (Kunz et Fenton, 2005).

Chez les ptéropodidés, 6 genres et 15 especes de la sous-famille Macroglossinae ont évolué il
y a 26-28 Ma vers un régime alimentaire frugivore a nectarivore. La spécialisation a

l'alimentation nectarivore aurait évoluée indépendamment plusieurs fois chez les
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Macroglossinae au cours du temps, en Asie, en Australie et plus récemment en Afrique. En

Asie du Sud-Est, la principale espece pollinisatrice est Eonycteris spelaea.

Chez les phyllostomes, seuls les chiroptéres de la sous-famille Glossophaginae se sont
spécialisés vers ce régime alimentaire. Au cours de 1'évolution, leur museau est devenu plus
allongé avec des feuilles nasales réduites et une langue pourvue d'un systéme papillaire tres
perfectionné pour aspirer efficacement le nectar par capillarit¢ (Gonzalez-Terrazas et al.,

2012) (figure 13 A et B).

D'autres genres de ptéropodidés et phyllostomes sont qualifiés de "pollinisateurs
opportunistes". Ils ne se nourrissent pas directement de nectar, mais en cherchant des fruits ou
insectes, ils butinent les angiospermes et emportent avec eux des pollens qu'ils disséminent.
C'est le cas de certains ptéropodidés du genre Pteropus (figure 13 G) et Epomorphus (figure
13 H) (Fleming, Geiselman, et Kress 2009), et des phyllostomes du genre Artibeus (figure 13

C) et Phyllostomus (figure 13 D).

Espéces nectarivores "pollinisateurs opportunistes”

Phyllostomes

Ptéropodidés

Syconycteris australis Eonycteris spelaea Pteropus poliocephalus Epomophorus gambianus

Figure 13 : Exemple d'espéces de chiroptéres pollinisateurs et pollinisateurs opportunistes
appartenant a la famille des Phyllostomidae et des Pteropodidae. A, B : phyllostomes nectarivores,
retrouvées principalement en Amérique centrale et du Sud. C, D : les phyllostomes "pollinisateurs
opportunistes. E, F : espéces nectarivores de la famille des ptéropodidés, Asie du Sud-Est. G, H :
especes de "pollinisateurs opportunistes" de la famille des Pteropodidae : (G) Pteropus poliocephalus
(750 g) d'Australie, Epomophorus gambianus (100 g) d'Afrique sub-saharienne (photo de Merlin D.
Tuttle, Bat Conservation International).
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Les chiropteres permettent d'acheminer une grande quantité de pollen d'une fleur a une
autre, sur des distances relativement longues. Les Eonycteris sont, par exemple, capables de
butiner a une distance pouvant aller jusqu'a 50 km de leur abri (Gould, 1978; Marshall, 1985).
En déposant une grande quantité de variants génotypiques de pollen, les chiropteres
contribuent a la diversité des angiospermes (Kelm et al., 2008). Les ptéropodidés frugivores
permettent la dispersion des graines a travers différents écosystémes et parfois méme
l'introduction de nouvelles espéces de plantes dans des écosystémes insulaires (Whittaker et
al., 1992) ou perturbés (Kelm et al., 2008). A plus grande échelle, les chiropteres contribuent

au maintien et a la diversité des foréts tropicales et équatoriales (Fleming ef al., 2009).

En Thailande, 1'étude du régime alimentaire des Eonycteris a montré qu'ils se
nourrissaient principalement sur des plantes ayant un intérét économique important pour le
pays (Bumrungsri et al., 2013), en particulier les bananiers (Musa sp.). C'est également le
principal pollinisateur du durian (Durio sp.), fruit reconnu en ASE pour ses valeurs gustatives

et olfactives indéniables (Bumrungsri et al., 2009).

11. A.5.1.b. Les chiropteres contribuent au controle des populations d'insectes et ont

un impact positif sur les foréts tropicales et la sylviculture

Plus de deux tiers des espéces chiropteres sont capables de se nourrir d'insectes (Kunz et
al. 2011). La diversité¢ des arthropodes consommeés (Iépidopteres, coléopteres, homopteres,
hémipteres, dipteres) par des colonies de millions de chiropteres, permet une régulation
importante des populations d'insectes (Kalka et al., 2008). En Thailande, les grottes de Khao
Chong Pran (province de Ratchaburi) abritent 2,6 millions de Tadarides (Tadarida plicatus)
qui ingérent chaque nuit, jusqu'a la moitié de leur poids en insectes (8 g) provenant des
rizieres alentours : au minimum, 17,5 tonnes d'insectes seraient consommeées chaque nuit
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(Leelapaibul et al., 2005). La consommation des chiroptéres varie considérablement en
fonction des espéces, des saisons et du cycle de reproduction. En période de lactation, les
microchiroptéres ingerent, chaque nuit, au minimum 70% de leur masse corporelle en insectes

(Kunz et al., 1995, 2011).

A T'échelle mondiale, la consommation des insectes par les chiroptéres atteint des
millions de tonnes, incluant notamment des espéces susceptibles de ravager des cultures. Elle
permet de palier naturellement a l'utilisation d'insecticides et de pesticides dans les cultures,
dont I’utilisation excessive contribue a I’augmentation dramatique des résistances (Kunz et al.
2011). En effet, I'institut des ressources mondiales (WRI) a dénombré plus de 400 especes
parasites de cultures ayant développé des résistances a un ou plusieurs pesticide(s). Ce
probléme concerne 13% des cultures aux Etats-Unis (Kunz et al. 2011; Naylor et Ehlrich
2012), et la surpression des chiropteres dans le paysage agricole entrainerait une perte

annuelle estimée a 3,7 milliards de dollars (Boyles et al., 2011).

La gestion des écosystémes par les chiroptéres et leur valeur économique sont sous-
¢valuées en ASE, ou elle reste peu documentée (Williams-Guillén et al., 2016). Néanmoins,
Leelapaibul a démontré 1'impact positif du Tadaride de Thailande (7adarida plicata) sur la
gestion des cicadelles (Sogatella furcifera), hémiptére ravageur de riz en Thailande
(Leelapaibul et al., 2005). La prédation de ce parasite par ce chiroptére permettrait
d'économiser 1,2 million de dollars et de prévenir la perte de prés de 2900 tonnes de riz par
an, assez pour nourrir la population entiere du pays pendant une semaine (Redfern et al.,
2012). En Indonésie, il est estimé que l'exclusion des chiropteres sur les plantations de cacao
engendrerait une baisse des récoltes de 20 %, soit une perte de 520 $ par hectare (Maas et al.,
2013). Maas démontre également l'importance de la prédation par les chiroptéres insectivores
dans la conservation des foréts tropicales indonésiennes et 1'économie associée a la
sylviculture (Maas et al., 2015).
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II. A.6. L'implication des chiropteres dans 1'économie en Asie du Sud-Est

II. A.6. 1. Les chiropteres, une viande de brousse

En ASE, 56 especes de chiropteres, soit 17% de la population totale des chiroptéres sont
chassées (Mildenstein et al., 2016). Cette pratique est présente dans 10 des 11 pays de la
région (Brunei, Myanmar, Cambodge, Indonésie, Laos, iles Timor, Malaisie, Philippines,
Thailande et Vietnam), a l'exception de Singapour (Mildenstein et al., 2016). Le manque de
régulation de ces pratiques constitue une vraie menace pour les populations chassées : parmi
les 92 especes de ptéropodidés chassées dans le monde, 66% d'entre elles sont sur la liste
rouge de 1'Union internationale pour la conservation de la nature (IUCN) des especes
menacées d'extinction (Mildenstein et al., 2016).

Les chiroptéres sont une viande de brousse prisée pour ses qualités gustatives et
nutritionnelles, supérieures a la viande issue des animaux d'élevage (Abulude, 2007). IIs
représentent une alternative pour les populations aux ressources limitées. Les produits de la
chasse sont, pour la plupart, destinés a la consommation familiale, mais peuvent également
étre vendus localement sur les marchés. C'est le cas au Cambodge et au Laos.

Les produits dérivés de ces animaux sont également prisés par d'autre pays. L'ajout des
ptéropodidés par la CITES (Convention sur le commerce international des espéces de faune et
de flore sauvages menacées d'extinction) en 1987-1989 a la liste des especes a protéger, a
permis de mettre un terme au commerce international de ces especes. Cependant, le marché
noir persiste (Samuel, 2013). Au Cambodge et au Laos, ce commerce officieux de chiroptéres

existe (WCS, communication personnelle), mais est peu documenté.
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11. A.6. 2. L'utilisation des chiropteres en médecine traditionnelle

La médecine traditionnelle utilisant des produits issus de la faune et la flore sauvages est une
pratique ancestrale profondément ancrée dans la culture asiatique (Tuladhar-Douglas, 2008;
Lee et al, 2014). Les chiroptéres sont encore prisés aujourd’hui pour la confection des
remedes tradtionnels (Walker, 2005), malgré la mise en place de lois protégeant la plupart des
especes en ASE (Mickleburgh et al., 2002; Mildenstein et al., 2016). Le déclin de la
population de roussettes de Malaisie (Pteropus vampyrus) sur I'ile de Bornéo est une
conséquence (Mohd-Azlan et al., 2001). Au Cambodge, une seule ¢tude expose l'utilisation
des chiropteéres pour la médécine traditionelle (Ashwell et Walston, 2008). Ces pratiques sont
rarement révélées au grand jour, ce qui rend quasi impossible 1'évaluation des risques de
potentielle transmission de virus de ces animaux a I'homme. Des investigations sur cet apsect
de santé publique sont nécessaires, mais il est difficile d'obtenir la confiance et la

collaboration des populations locales (Mildenstein ef al., 2016).

II. A.6. 3. La récolte du guano issu des chiropteres permet la fertilisation des sols et

est une source de revenu

Le guano produit par les chiroptéres contient des concentrations importantes d' azote
et de phosphate, principalement issus des parties non digérées des insectes (Gillieson, 1996).
Il peut étre utilisé ultérieurement comme fertilisant pour l'agriculture, et représente une
alternative aux engrais chimiques. A ce titre, I'excavation du guano dans les grottes est une
pratique courante. Elle est rapportée en République démocratique du Congo, Thailande et
Amérique du Sud (Li et al. 2010; Nzuki, Kinkwono et Sekle 2011; Wacharapluesadee et al.
2013). Cette activité existe également au Laos, dans la grotte de "Tham Chia", dans la
province d'Oudomxay. La vente du guano est une source de revenu importante pour les
populations locales : en Thailande, un kilogramme serait vendu entre 0,5 et 27 $ selon les
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régions et le type de guano. Dans la province de Ratchanaburi, la vente du guano collecté pres

du temple de Khao Chong Pran rapporterait 135 000 $ par an (Leelapaibul ez al., 2005).

Le guano produit par les chauves-souris constitue é¢galement une source d'énergie
primaire dans les écosystémes cavernicoles dont dépend la survie de nombreuses especes
d'invertébrés, d'amphibiens et de poissons coprophages (Fenolio et al., 2006). Ces espéces,
désignées comme "guanophiles", sont hautement adaptées et strictement endémiques de ces

¢cosystemes (Furey et Racey, 2016).

Au Cambodge, outre le ramassage du guano issu des chiroptéres cavernicoles, des
fermes spécialisées dans la collecte de guano existent (Thi et al., 2014). Dans ces fermes, des
colonies de Scotophilus kuhlii s'établissent sous des abris construits par I'Homme ou des
palmiers a sucre (Borassus flabellifer), pres des zones de rizieres et des parcelles d'eau. Le
guano est récupéré régulicrement au pied des abris puis destiné a la vente (figure 14). Cette
pratique existe depuis les années 60, et on recense actuellement des fermes de guano dans 10
des 24 provinces du pays (Kandal, Takeo, Pursat, Battambang, Banteay Meanchey, Kampong
Cham, Siem Reap, Kampot et Prey Veng). Cette activité existe également au Vietnam ou les
abris sont remplacés par des maisonnettes construites a partir de feuilles de palmier (figure

14D) (Chhay, 2012).
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Figure 14 : Les fermes de guano au Cambodge : des palmiers abritant des colonies de
Scotophilus kuhlii (A, B) dans une ferme de la province de Takeo. La collecte du guano au pied
des arbres (C). Au Vietnam (D), les abris sont remplacés par des maisonnettes (source photos :
Chhay Sokmanine, 2012).

1I. A.6. 4. La valorisation touristique des chiropteres au Cambodge et au Laos

Les visites des grottes de chauves-souris sont des attractions touristiques de plus en plus
prisées et constituent une source de revenu pour 1'économie locale. Au Cambodge et au Laos
elles se développent. Le site le plus connu est a Battambang, ou les touristes viennent chaque
jour au crépuscule, observer 1'envol d'une colonie de 4 millions de chauve-souris (Chaerephon
plicatus) depuis la grotte de Phnom Sampeau. Ce type d'attraction est également proposé dans
les provinces Cambodgiennes de Kampong Thom (chiroptéres frugivores) et de Kampot

(chiropteres cavernicoles), ainsi qu'au Laos dans la grotte de "Tham Chia".

74



II. B. L'implication des chiropteres dans les zoonoses

II. B.1. L'historique de la découverte des virus chez les chiroptéres

L’augmentation des découvertes de nouveaux virus chez les chiroptéres ces dernicres
années est a relier avec 1’intensification des études qui ont fait suite notamment aux zoonoses
du SRAS et d'encéphalites a hénipavirus évoquées précédemment. A ce jour, prés de 200
virus différents, dont une vingtaine associée a des pathologies humaines, ont déja été isolés ou
détectés chez 11 familles et 37 genres de chiropteres (Calisher, 2015). Ces virus sont listés
dans le tableau en Annexe 1, ainsi que leurs hotes majeurs associés. Cette liste évolue tres
rapidement suite aux nombres de projets de recherche en cours dans le monde, et risque d'étre

rapidement obsolete.

II. B.2. Des caractéristiques biologiques et écologiques spécifiques aux chiropteres qui
favorisent leur role de réservoir

La partie II. A. 4 de ce chapitre a évoqué les aspects biologiques qui font des
chiroptéres des étres si particuliers. Dans cette partie, nous allons examiner les différentes
caractéristiques écologiques et biologiques des chiroptéres qui jouent un réle majeur dans le
maintien et la transmission de virus zoonotiques, et qui permettent de qualifier ces animaux

d’importants réservoirs de zoonoses.
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1l. B.2.1. Leur nombre

Notons en premier lieu que les chiropteres sont trés nombreux, puisqu’ils représentent
21% des mammiferes sur la planéte, soit le deuxiéme ordre de mammiferes le plus nombreux
du monde, apres les rongeurs (Kunz et Fenton, 2005). Ils peuvent vivre en colonie de
plusieurs centaines jusqu'a plusieurs millions d'individus (Calisher et al., 2006). Ils
s'établissent dans des arbres ou des grottes, ou les contacts entre individus sont permanents.
Autant d’aspects qui contribuent & une transmission rapide et efficace, voire a une

amplification de virus (Drexler ef al., 2011).

1I. B.2.2. La capacité a transporter des virus sur de longues distances

De par leur capacité a voler, les chiroptéres peuvent déplacer et diffuser des virus dans
I’environnement qu'ils explorent sur des distances relativement grandes, notamment en cas de
migration (O’Shea et al., 2014). C'est notamment le cas des rhabdovirus dont la distribution
géographique suit celle de ses hotes (Brosset, 1990; Mondul ef al., 2003). Ainsi, en explorant
de nouvelles aires, les chiroptéres augmentent la probabilité de contacts avec de nouveaux

hotes, et par conséquent le risque de transmettre des pathogénes.

I1. B.2.3. La capacité a transmettre les virus

Les chiropteres capables d'écholocation produisent des signaux en faisant virbrer le
larynx. Ce mécanisme génére des fines goutelettes de fluide nasopharyngé, de mucus ou de
salive qui peuvent faciliter la transmission de virus par voie aérosole (Calisher et al., 2006),
aux individus a proximité. Cette hypothése a été étayée notamment par l'isolement de
rhabdovirus dans le mucus de Tadarides (Tadarida brasiliensis), chiroptéres de la famille des

Molossidae (Constantine et al., 1972).
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1I. B.2.4. Leur longévité

Il a longtemps ¢ét¢é admis que les organismes a métabolisme trés élevé ont une
espérance de vie réduite. En effet, un métabolisme trés actif engendre un stress oxydatif
important qui conduit a un vieillissement cellulaire prématuré (Sohal et Orr, 1995).
Cependant, la célebre théorie du "rate of living" soulevée par Rubner (1908) et Pearl (1928)
peine a s'appliquer aux chiropteres, qui peuvent facilement vivre 20 a 30 ans. Avec une si
longue espérance de vie, les chiroptéres peuvent accumuler de nombreux pathogénes au cours
de leur existence, sans étre directement affectés par l'infection de virus zoonotiques, qu'ils

peuvent des lors potentiellement transmettre lors de contacts avec I'Homme.

II. B.2.5. La variation saisonniere des hotes réservoirs

Les infections virales des chiroptéres peuvent perdurer chez leur hote a de trés faibles
concentrations. Cependant, les taux d'infections virales des chiropteres évoluent en fonction
de divers facteurs environnementaux (température, manque de ressources) ou biologiques
(cycle de reproduction, etc.) (Plowright et al., 2008; Wacharapluesadee et al., 2010; Drexler
etal.,2011; Amman et al., 2012; Escobar et al., 2015; Hayman, 2015). Durant les périodes de
reproduction et de post-partum, les taux d'infection des chiroptéres augmentent au sein des
colonies. Cela a été mis en évidence pour de nombreux virus comme les rhabdovirus, les
hénipavirus (Plowright et al., 2008), les filovirus (Leroy ef al., 2005; Amman et al., 2012), les
astrovirus ou encore les coronavirus (Drexler et al., 2011). Ce phénoméne est di a des
contacts plus nombreux durant les phases d'accouplement, qui favorisent les transmissions de
virus entre individus. Par ailleurs, le stress physiologique et la modification de la réponse
immunitaire, engendrés par la gestation et la lactation chez les femelles, favorisent la
réplication virale chez ces mammiféres. De méme le taux d'infection dépend de I'évolution
des ressources alimentaires, elles-mémes dépendantes des changements climatiques et de
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l'environnement par I'Homme. L'influence de la température extérieure sur le développement
de la réponse immunitaire a médiation humorale a ét¢ démontrée chez les microchiroptéres
infectés expérimentalement par des alphavirus et flavivirus (Seymour ef al., 1978; Sulkin et
al., 1966). Dans le cas de chiroptéres infectés par le virus de Il'encéphalite équine
vénézuélienne (VEEV), la réponse immunitaire a médiation humorale est inexistante en

période d'hibernation (Phyllostomus discolour), méme si le virus persiste dans les tissus.

1I. B.2.6. Les infections virales persistantes

Plusieurs scénarios existent apres une infection d'un chiroptere par un virus :
(1) le virus peut infecter et persister chez les chiropteres sans causer de maladie. C'est le cas,
par exemple, des virus Nipah, Marburg, ou du virus de l'encéphalite japonaise.
(i1) le virus peut €tre transmis a d'autres hotes susceptibles, avant qu'une réponse immunitaire
n'élimine l'infection chez I'hote chiroptere (virus ABLV, virus Tacaribe).
(i1) le virus peut étre transmis a d'autres hotes susceptibles, avant que I'hdte chiroptére ne

meure de l'infection par le pathogéne. C'est le cas de certains variants de rhabdovirus.

Les deux premiers scénarios font des chiroptéres de tres bons réservoirs de maladies
émergentes. Il a été prouvé que les chiroptéres n'éliminaient pas totalement la présence du
virus, mais €taient capables de limiter l'infection a une tres faible charge virale. La capacité de
vivre "avec" le virus permettrait d'en limiter les effets pathogenes. Elle est liée au
métabolisme (i) et au mode de vie des chiropteres eux-mémes (ii), mais aussi a une immunité

trés particuliere (iii).

Lors du vol, I'augmentation de la température corporelle chez les chiroptéres permet
de diminuer l'infection virale, de la méme maniére que la réaction fébrile chez d'autres

mammiferes (Kluger et al., 1998; O’Shea et al., 2014). En outre, le vol permet la stimulation
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du systéeme immunitaire par celle du métabolisme (Brook et Dobson, 2015). A l'opposé, lors
des périodes d'hibernation, la température corporelle et le métabolisme diminuent et seraient
¢galement associés a un ralentissement de la réplication virale (Sulkin et Allen, 1974; George

etal.,2011).

Les mitochondries jouent un role essentiel dans la signalisation cellulaire de la réponse
immunitaire (Arnoult et al., 2009; Ohta et Nishiyama, 2011). Chez les chiroptéres, leur
présence en grand nombre, qui s’explique par un métabolisme élevé, et en particulier au
niveau des tissus bruns adipeux, représenterait un avantage sélectif dans la mise en place des

réponses immunitaires (Brook et Dobson, 2015).

L'immunité des chiropteres semble jouer un role prépondérant, méme si nombre de ses
mécanismes restent encore a élucider. Le chapitre suivant porte sur les connaissances

actuellement acquises sur le sujet.

II. B.3. L'immunité des chiropteres

Comment les chiroptéres peuvent-ils contrdler des infections virales qui sont mortelles
chez d'autres mammiferes? Les chiropteres étant des modeles biologiques difficiles a étudier,
la recherche sur leurs mécanismes immunitaires avance tres lentement. L'immunologie est une
science trés complexe, et les données semblent parfois contradictoires. C’est pourquoi il est
encore aujourd’hui difficile d’expliquer précisément par quels mécanismes fins les chiroptéres

peuvent contrdler les infections virales.

Dans ce contexte, nous avons pris le parti de développer uniquement les principales voies de
la réponse immunitaire (RI) retrouvées chez I'ensemble des chiroptéres, accompagnés des
résultats connus jusqu'alors.
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Avec l'arrivée du séquencage a haut débit, plus de 500 génes impliqués dans la RI
innée et adaptative ont été décelés chez la roussette noire (P. alecto) (Papenfuss et al., 2012).
Les recherches seront certainement encore longues avant de comprendre en quoi les
mécanismes de la RI chez les chiropteres différent des autres mammiferes et semblent plus

efficaces.

1I. B.3.1. L'aptitude a ne pas développer de symptomes

" Peut-étre que l'aspect le plus intéressant de I'étude des infections virales naturelles et
expérimentales des chauves-souris est l'absence de réponse de I'hdte a l'infection établie." En
1974, l'observation de Sulkin sur les infections virales chez les chiroptéres récapitule in
extenso la situation : la plupart des chiroptéres infectés par des virus ne présentent aucun
symptome associé. C'est 'aspect essentiel de leur réle en tant que réservoir de pathogenes
(Sulkin et Allen, 1974). Cette observation a été vérifiée pour de nombreux virus zoonotiques,
comme les lyssavirus (ex : le virus de la rage), les filovirus (Ebola, virus Marburg), les
flavivirus (virus de l'encéphalite japonaise, JEV), les coronavirus (SRAS-CoV), les
hénipavirus (virus Hendra, Nipah) (George ef al., 2011; Leroy et al., 2005; Swanepoel, 2007,

Jones et al., 2015; Wild, 2009).

Selon Wang, I'adaptation du systéme immunitaire des chiroptéres en réponse a une infection
virale proviendrait de la longue co-évolution entre ces hotes et les virus (Wang et Cowled,
2015). Brook et Dobson poussent le raisonnement plus loin, en émettant I'hypothése que chez

les chiroptéres, la réponse immunitaire innée serait capable de rapidement diminuer la
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réplication virale a des niveaux trés bas, sans pour autant I'éliminer, de maniére a en limiter

l'effet immunopathologique chez ces hdtes (Brook et Dobson, 2015).

II. B.3.2. La présence de l'immunité innée

Des preuves de la présence des molécules impliquées dans la reconnaissance de virus
et la cascade de signalisation de la réaction immunitaire innée ont récemment été apportées

(figure 15).

II. B.3.2. a. La détection du virus par l'hote

Grace a l'avancée du séquengage, l'analyse des génomes de chiroptéres a permis de
caractériser la présence de PRRs (Pattern Recognition Receptors), récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires caractéristiques des pathogenes (PAMPs), dont des
virus. Les mécanismes semblent similaires a ceux retrouvés chez 1'ensemble des mammfiéres.
Deux familles de récepteurs, membranaires et cytologiques, jouent un role de la
reconnaissance de l'infection virale (figure 15 (1)) et activent la réponse immunitaire innée,

premicere ligne de défense contre 1'infection :

(1) Des récepteurs membranaires de type Toll (en anglais Toll-Like receptors, TLRs),
ont ¢été caractérisés chez trois especes de chiroptéres appartenant a trois familles
(Vespertillionidae, Pteropodidae, Phyllostomidae), notamment les TLR3, TLR7 et TLRS, qui
reconnaissent les particules virales (Iha et al., 2010; Cowled et al., 2011; Escalera-Zamudio et
al., 2015). Ces protéines sont bien conservées et I'expression de génes en amont est fortement
régulée (Cowled et al., 2011). Elles présentent également des sites spécifiques retrouvés chez

les chiropteres seulement, et qui seraient le résultat d'une pression de sélection positive due a
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l'interaction a long terme entre les hotes et des pathogenes spécifiques a ces hotes (Escalera-

Zamudio et al., 2015).

(i1) Des récepteurs cytosoliques de type RIG-I (pour Retinoacid Inductible Gene-Like
Receptors) qui reconnaissent I'ARN viral intracellulaire, ont été caractérisés chez la roussette

et des rhinolophes (Pteropus alecto, Rhinolophus sp.) (Cowled et al., 2012; Li et al., 2015).

Si l'activité des protéines correspondantes n'a pas encore pu étre mise en évidence in
vivo ou sur culture de cellules chiroptéres, leur présence dans le transcriptome signifie que ces

hotes utilisent ce systéme de défense immunitaire.

II. B.3.2.b. La transduction du signal et activation des défenses immunitaires

La détection d'un virus entraine la production d'interférons (INFs) qui enclenchent une
cascade de signalisation cellulaire (figure 15 (2)). Plusieurs types d'interférons sont présents

chez les chiropteres :

-Les INFs de type I (INF-a et INF-B) sont sécrétés par de nombreuses cellules, apres la
détection de virus via les récepteurs RIG-I. Ils participent au recrutement des macrophages et
des cellules tueuses (appelées NK, pour Natural Killer) qui vont agir contre les infections
virales et les cellules tumorales (Sulkin et Allen, 1974; Chawla-Sarkar et al., 2003). De la
méme maniere que chez les autres mammiferes, la production d'INFs de type I nécessite
l'intervention de la protéine MAVS transmembranaire, localisée sur la surface externe

mitochondries (Yoneyama et Fujita, 2009).

- Les INFs de type I (INFs- y) ont été les premiers a étre mis en évidence dans I'immunité des
chiropteres (Sulkin et Allen, 1974). Janardhana a mis en évidence in vitro le role des INFs- y

dans la réponse antivirale des cellules de roussettes (Pteropus alecto) a l'infection par le virus
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Hendra, alors qu'au contraire, I'infection de ces mémes cellules par le virus Nipah inhibe leur

production (Janardhana et al., 2012).

- Des INFs de type III (INFs -A) sont identifiés chez deux espéces de chiroptéres insectivore
(Myotis luncifugus) et frugivore (Pteropus alecto) (Fox et al., 2009; Zhou et al., 2011). Les
récepteurs correspondants sont exprimés dans de nombreux tissus, contrairement aux
récepteurs humains et murins ou l'expression varie selon les organes. Ceci laisse supposer le
role prépondérant et plus large des INFs de type III dans l'activité¢ antivirale chez les

chiroptéres (Zhou et al., 2011).

La cascade de signalisation cellulaire des INFs entraine l'activation des protéines
STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription). Le complexe de protéines
STATI a été caractérisé chez une roussette seulement (Rousettus aegyptiacus) (Fujii et al.,
2010). Ces facteurs de transcription stimulent I'expression des génes codant les protéines qui
inhibent la réplication virale (figure 15 (3, 4)). Cependant, les virus de la rage et les
hénipavirus inhibent cette voie (Rodriguez et Horvath 2004; Brzozka, Finke, et Conzelmann

2006).
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Figure 15 : Schéma simplifié des mécanismes de la réponse immunitaire innée, identifiés chez les
chiroptéres. La détection d'une infection virale par des récepteurs membranaires (TLR) ou
cytologiques (PRR), entraine la production d'INFS (2) qui vont intervenir dans la transduction
cellulaire du signal (3). La production d'INF I fait intervenir les protéines situées a la surface des
mitochondries (MAVs). La transduction du signal active le complexe protéique STAT, constitué de
facteurs de transcription qui vont migrer dans le noyau de la cellule infectée et activer la transcription
de geéne codant des protéines qui inhibent la réplication virale (4). Ces étapes de la RI innée sont
contrecarrées par certains virus.

Zhou a démontré que chez la roussette noire (P. alecto), le gene codant I'INF-a est
exprimé continuellement par des cellules primaires de rein, méme sans la présence d'infection
virale. Ceci pourrait expliquer la capacité des chiroptéres a survivre a des infections virales,

pourtant 1étales chez d'autres mammiferes (Zhou et al., 2016).

Cependant, la capacité de certains virus a inhiber la production d'INFs ou Ia
transduction du signal infectieux, souligne le fait que d'autres voies de défense immunitaire

existent chez les chiroptéres. C'est le cas lors d'une infection par les hénipavirus qui bloquent
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la signalisation des INFs-A, alors que I'hote infecté ne développe aucun symptdme (Rodriguez

et Horvath 2004).

1l. B.3.3. le complexe du complément

Le complexe du complément est un complexe de protéines présent dans le sérum et
impliqué dans les mécanismes d'élimination des pathogeénes en stimulant l'inflammation,
'opsonisation et la destruction par lyse ou phagocytose des cellules infectées (Abbas et al.,
2014). Il fait partie de I'immunité innée, méme si son fonctionnement est en collaboration

avec I'immunité acquise.

Le complexe du complément est activé par plusieurs voies biochimiques, dites "classiques",
comme la voie des lectines (reconnaissance des micro-organismes) ou des complexes immuns
(reconnaissance des anticorps, qui fait intervenir indirectement la réponse immunitaire
adaptative), mais également par une voie "alterne" par les virus ou bactéries. Chez les
chiropteres, la voie alterne est trés développée. L'opsonisation et la destruction de la cible par
lyse osmotique sont les voies d'action privilégiées, plus que Il'utilisation de cellules

dendritiques ou de phagocytes (Hatten et al., 1973).

Chez les especes hibernantes, cette activité reste stable quelque soit la température,
contrairement a d'autres mammifeéres ou especes chiropteres non hibernantes (Hatten et al.,
1973). Cette voie de défense semble maintenue pendant les périodes d'hibernation, et donc
étre importante pour le systeme de défense des chiropteres (Allen ef al., 2008; Baker et al.,
2013). Les mécanismes intimes de cette voie de défense sont cependant loin d'étre élucidés et
généralisables, car ils semblent trés spécifiques a chaque espéce et évoluer en fonction de

'environnement (Baker et al., 2013).
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Figure 16 : Schéma simplifié du mode d'action du complexe du complément dans la réponse
immunitaire (RI).

1I. B.3.3. La présence de l'immunité adaptative

L'immunité adaptative permet une protection spécifique et a long terme des
chiroptéres. Deux types de lymphocytes sont impliqués dans cette réponse : les lymphocytes
B qui sécrétent les anticorps (RI a médiation humorale) et les lymphocytes T qui détruisent les
cellules infectées (RI a médiation cellulaire) et coordonnent la RI adaptative. Les études ont
mis en évidence la présence de I'immunité adaptative a médiation cellulaire et humorale chez
les chiroptéres, avec des variations quantitative et qualitative en fonction des espéces mais

aussi de l'environnement (Allen et al., 2008).
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II. B.3.3.a. Réponse immunitaire a médiation humorale

La détection d'anticorps neutralisants contre les virus Hendra, Ebola, et SRAS-Like
CoV chez des chiropteres piégés dans leur milieu naturel, prouve que les chiroptéres sont
capables de réponse immunitaire a médiation humorale (Halpin et al., 2000; Lau et al., 2005;
Leroy et al., 2005). La réponse immunitaire a médiation humorale met en jeu les fonctions de
neutralisation, précipitation, hémagglutination, opsonisation, cytotoxicité cellulaire ainsi que
l'activation du complément via la voie classique, pour contréler une infection (Brook et

Dobson, 2015). La figure 17 résume le mode d'action de la RI a médiation humorale.
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Figure 17 : Schéma simplifié de la réponse immunitaire 2 médiation humorale. Les lymphocytes
B sécretent des immunoglobulines (Ig) appelés anticorps qui se lient spécifiquement a un ou plusieurs
antigenes. Cette liaison active la phagocytose de l'agent pathogene ou la destruction de la cellule
infectée par l'activation du complexe du complément (A). La liaison anticorps-antigéne permet ensuite
le recrutement de lymphocytes T auxiliaires qui activent la prolifération clonale des lymphocytes B.
ceux-ci se différencient en (i) plasmocytes producteurs d'anticorps (spécifiques a l'antigéne), ce qui
permet d'amplifier la réponse immunitaire spécifique (B), ou (ii) en lymphocytes B mémoire (C). Ces
derniers assurent une réponse ciblée et plus efficace en cas d'infection ultérieure par le méme
pathogene.

Butler a montré que le nombre de classes d'immunoglobulines (Ig) dépendrait de
l'espece de chiroptere. Il détecte la présence des 5 geénes codant les 5 classes d'lg, présentes

chez les mammiferes (IgM, IgG, IgA, IgE et IgD) chez le vespertilion brun (M. lucifugus),
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mais seulement 4 chez le cynoptere, chiroptere frugivore (Cynopterus sphinx) (Butler et al.,
2011). Les IgM, IgG, IgA interviennent dans la voie alterne de 1'activation du complément.
L'absence de l'isotype Ig D chez les ptéropodidés n'est pas encore clairement expliquée. Elle
pourrait étre due a la perte de cet isotype au cours de I'évolution ou tout simplement aux

limites techniques de détection de 1'[gD en laboratoire.

Les premieres expériences de vaccination ou d'infection expérimentale des chiroptéres ont
permis de suivre 1'évolution de la réponse humorale. Il semblerait que 1'ampleur, la vitesse et
la durée de la réaction immunitaire humorale primaire serait plus faible que chez d'autres
mammiferes (lapins, cochons d'inde), et la réponse immunitaire secondaire serait quasi
inexistante (Sulkin et Allen, 1974; Sulkin ef al., 1966; Chakraborty et Chakravarty, 1984;
Sétien et al., 1998). La RI est aussi dépendante des conditions environnementales. Sulkin a
prouvé expérimentalement que, dans des conditions d'hibernation, la réponse humorale n'était
pas déclenchée apreés I’infection par le JEV chez la grande chauve-souris brune (Eptesicus
fuscus). Les premiers anticorps sont détectés 8 jours apres la disparition des symptomes

(Sulkin et al., 1966).

II. B.3.3.b. La réponse immunitaire a médiation cellulaire

Les cellules présentatrices de l'antigéne (CPA) ont a leur surface des molécules du
complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) qui assurent la présentation de I'antigéne aux
lymphocytes T, et les activent (figure 18, A). Les molécules du CMH peuvent étre de classe |
(CMH 1) et étre reconnues par les lymphocytes T CD8+, ou de classe II (CMH II) et
reconnues par les lymphocytes T CD4+. Une fois activés, les lymphocytes T (L.T) se

multiplient de maniere clonale et se différencient comme suit :
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(1) en L.T mémoire, capables de reconnaitre le méme pathogéne lors d'une prochaine infection
et d'intervenir de maniére plus efficace (figure 18, B).

(i1) en L.T effecteurs (figure 18, C1 et C2): soit L.T auxiliaires appelés aussi L.T. helpers
(Th) (issus de la différentiation des clones de L.T CD4+) ou L.T cytotoxiques (issus de la
différentiation des clones de L.T CD8+). Ces derniers sont capables de détruire les cellules
infectées par un pathogéne, tandis que les L.T auxiliaires agissent dans la régulation de

I'ensemble de la réponse immunitaire adaptative, par le biais de cytokines.
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Figure 18 : Schéma simplifié de la réponse immunitaire & médiation cellulaire.
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Le manque de réactifs adaptés explique pour l'instant qu'il soit impossible de
reconnaitre les différents types de lymphocytes T, ce qui empéche d'examiner la réponse

immunitaire a médiation cellulaire chez les chiropteres (Baker et al., 2013).

II. B.3.3.c. Des preuves de la présence de cellules immunocompétentes

McMurray et Thomas (1979) ont apporté¢ la preuve in vitro que des L.T
interviendraient chez Desmodus rotundus et Carollia perspicillata en réponse a une infection
par un ascomycete (Histoplasma capsulatum). Chakraborty et Chakravartyv (1983) ont mis en
évidence la présence d'une RI a médiation cellulaire chez Pteropus giganteus, et la présence
supposée de L. T et L. B. En 1991, Sarkar et Chakravarty ont visualisé pour la premicre fois
des cellules de type dendritiques, connues pour leur role de CPA dans l'activation des

lymphocytes (Sarkar et Chakravarty, 1991).

II. B.3.3.d. Des preuves de l'existance des molécules de signalisation

Les analyses in silico ont permis de détecter la présence des génes codant les protéines
du CMH 1I chez plusieurs espéces de microchiroptéres (genres Saccopteryx, Carollia et
Noctilio) (Mayer et Brunner, 2007; Schad et al., 2011), ainsi que des molécules du CMH 1
dans le transcriptome de la roussette (P. alecto) (Papenfuss et al., 2012). Le géne de la
glycoprotéine CD4 a ¢té détecté chez une roussette (Rousettus aegyptiacus) (Omatsu et al.,
2006). Si la présence de lymphocytes T auxiliaires n'a pas encore été démontrée, de
nombreuses cytokines jouant un rdle dans leur recrutement et leur activation ont été
répertoriées chez les chiropteres. C'est le cas des interleukines (IL)12 et INF-gamma qui

activeraient les Th2, ou encore les IL-6 et IL-23 qui activeraient les Th17 (Tha et al., 2009).
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II. B.3.3.e. Un délais dans la réponse immunitaire a médiation cellulaire

D'apres les études effectuées, la RI a médiation cellulaire est plus longue a mettre en
place chez les chiroptéres que chez d'autres mammiféres (McMurray et Thomas, 1979;
Chakraborty et Chakravarty, 1983; Paul et Chakravarty, 1986; Chakravarty et Paul, 1987).
Ceci suggere que d'autres mécanismes interviennent pour contrdler l'infection chez cet hote et
lui permettre de ne pas développer de symptomes. A ce jour, les mécanismes intimes et les

spécificités de la RI a médiation cellulaire chez les chiroptéres ne sont pas connus.

Selon L. Wang, l'aptitude des virus a ne pas déclencher les voies de signalisation
usuelles lors de l'infection, résulterait de la longue co-évolution entre les virus et leurs hotes,
(Wang et al., 2011). Chez les virus a ARN, le génome présente une fréquence élevée de
mutations et un haut potentiel de recombinaison, ce qui aurait favoris¢ la capacité d'adaptation
a leurs hotes chiroptéres au cours de 1'évolution (Alcami et Koszinowski, 2000; Holmes,

2009; Wang et al., 2011).
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IIl. Les astrovirus

III. A. Généralités sur le virus

Les astrovirus (astVs) sont des virus a ARN simple brin de polarité positive (ARN+).
Ces virus n'ont pas d'enveloppe et mesurent 28 a 30 nm de diameétre. IlIs présentent une
capside icosaédrique qui leur confére une morphologie en étoile, visible en microscopie
¢lectronique (figure 19). Cette morphologie caractéristique est a l’origine de son nom

astrovirus, du grec astron, qui signifie étoile. Ils forment la famille des Astroviridae.

1
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Figure 19 : Astrovirus en microscopie électronique. On distingue la morphologie caractéristique
en étoile des virions (crédit photo : E. Bohl et L. J. Saif).

Les astrovirus sont présents sur tous les continents et infectent de nombreuses especes.
Ils sont divisés en deux principaux genres : les Avastrovirus (AvAstVs), présents chez les
especes aviaires, et les Mamastrovirus (MAstVs), infectant de nombreux mammiféres, dont
I'Homme. Ils infectent les cellules de l'intestin gréle et sont responsables de troubles
intestinaux et de gastro-entérites chez leurs hotes.
Ils se transmettent par voie oro-fécale, par contact entre individus ou par l'intermédiaire
d'objets, d'aliments ou d'eau contaminés. Chez I'Homme, les astrovirus constituent, avec les
norovirus et les rotavirus, les agents étiologiques principaux de gastro-entérite (Huraux,

2003).
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Les infections a astrovirus peuvent survenir a tout age, et touchent essentiellement les enfants
et les personnes immunodéprimées. Les astrovirus sont notamment responsables d'un tiers des
épidémies de gastro-entérite virale chez les enfants.

La période d'incubation de 3 a 4 jours, est suivie d'une phase symptomatique de 3 a 5 jours
avec comme symptomes fréquents : nausées, crampes intestinales, fiévre, diarrhées,
vomissements (Meliopoulos et Schultz-Cherry, 2012). Les gastro-entérites aiglies les plus
séveres peuvent conduire a une déshydratation sévere nécessitant une prise en charge rapide.
Elles peuvent étre fatales chez les individus a risque, exposés a une malnutrition et/ou a des
conditions climatiques difficiles.

Les signes cliniques étant peu spécifiques, la distinction entre rotavirose et astrovirose est

difficile et repose sur le caractere aigu/subaigu de I’infection.

Les astrovirus chez I'Homme sont regroupés en trois clades distincts selon la classification
actuelle (figure 20) :

- Les souches Human-AstV (HAstV, groupe 1 sur 1’arbre) comprennent huit sérotypes (HastV
1 a 8). Le sérotype 1 est le plus fréquent (70% des infections a astrovirus), les sérotypes 2, 3,
4 et 5 représentent chacun 6 a 8% des infections. Les sérotypes 6, 7 et 8 sont plus rares.
L’immunité développée aprés une infection par un sérotype donné protégerait 1’individu
contre celui-ci a vie. Toutefois, étant donné I’absence d’immunité croisée, des infections par
d’autres sérotypes peuvent provoquer de nouveaux épisodes de gastro-entérite a 1’age adulte.
En France, 50% des enfants de 5 a 12 mois présentent des anticorps contre des astrovirus de
sérotype 1 (Huraux, 2003).

Des phénoméenes de recombinaisons entre des sérootypes au cours de co-infections ont

d’ailleurs déja été rapportés (Walter et al., 2001; Wolfaardt et al., 2011).
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- Les souches AstV-MLBI et AstV-MLB2 (groupe 2 sur l'arbre) sont génétiquement liées a

des astrovirus isolés chez des rats et des porcs (Chu et al., 2010; Shan et al., 2011).

- Les souches AstV-Al et AstV-A2 font partie du groupe HMO (abréviation de "Human,
Mink, Ovine") et sont génétiquement proches des souches d'astrovirus isolées chez des visons

et des caprins.
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Figure 20 : Classification simplifiée des astrovirus de mammiféres. Analyse phylogénétique basée
sur une portion du géne de la RdRp (422 nt), en utilisant un modele de Maximum de vraisemblance.
L'arbre obtenu est raciné par un astrovirus aviaire. Huit groupes d'astrovirus se distinguent: les
astrovirus humains se répartissent dans les 3 premiers groupes tandis que les astrovirus détectés chez
les chiroptéres forment des groupes monophylétiques 4, 5, 6, 7 et 8 (d'apres Finkbeiner et Holtz, 2012;
Guix et al., 2012).
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III. B. Génome et cycle de réplication des Mamastrovirus

1. B.1. Composition du génome

La taille du génome varie entre 6,17kb (astVs humains de souche MLB) et 7,7 kb
(AvAstV) selon les astrovirus (De Benedictis et al., 2011). Le génome viral est constitué de 3
cadres ouverts de lecture, ou Open Reading Frame en anglais (ORFs) : les ORFla et ORF1b
codent les protéines non structurales, et ’ORF2 code les protéines structurales. Il possede

¢galement des régions non traduites (UTR) aux extrémités 3’ et 5° du génome (figure 21).

- L'ORF1a est composé d'environ 2 800 nucléotides (nt) et code un polypeptide d'environ 900
acides aminés (aa) qui sera clivé en quatre protéines, dont une protéase (figure 21). Aucune
région codant 1'hélicase n'a, a I'heure actuelle, été identifiée dans le génome des Astroviridae,
ce qui est rare chez les virus a ARN simple brin de taille supérieure a 6 000 nt. L'hélicase
joue, en effet, un role important dans la réplication du génome (Méndez ef al., 2012). Une
région en amont de la protéase codant pour 6 motifs transmembranaires qui présentent des
sites de liaison et de catalyse similaires a ceux retrouvés chez I'hélicase, existe néanmoins.
Deux autres protéines peu caractérisées sont également codées par I'ORFIb : (i) une
superhélice a l'extrémité N terminale et (ii) une phosphoprotéine hypervariable ressemblant
fortement aux protéines VPg des calicivirus, jouant un role essentiel d'amorce dans la
réplication du génome viral, ainsi que dans l'initiation de la traduction du génome répliqué
(Daughenbaugh, 2005).

- L'ORF1b est constitué d'environ 1 500 nt et contient le géne de I'ARN polymérase ARN
dépendante (RdRp). Cette protéine prend en charge la réplication du virus a partir du brin

d'ARN viral.
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- Un chevauchement de 10 a 148 nt entre les ORF1la et ORF1b permet un décalage de phase
nécessaire a la traduction de I'ORF1b en RdRp. Un chevauchement supplémentaire entre
I'ORF1b et I'ORF2 est observé chez les astrovirus de mammiferes.

- L'ORF2 fait environ 2 500 nt et code pour trois protéines (VP34, VP27 et VP25 chez les

astrovirus humains) qui constituent la capside du virus.

ORFla ORF1b ORF2 UTR
5 SH TH protéase  VPg? EX
[ EEI = L7 [ o (A)n
UTR ESRY fi| uTR
Décalage de phase Décalage de phase
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(VP25, VP34, VP27)
SH TH protéase VPg? RdRp

protéines de la capside

Figure 21 : Schéma d'un génome d'astrovirus humain et des principales protéines. L'ORF1lab
code cinq protéines. Une sérine protéase (~27 KDa, V-pro) qui joue un rdle dans le clivage
polypeptides viraux, une protéine transmembranaire ayant des motifs similaires a I'hélicase (TH), une
ARN polymérase ARN dépendante (RdRp, ~57KDa) au niveau de I'ORF1b qui permet la réplication
du génome viral. Les deux protéines de superhélice (SH, 20K Da) et la potentielle protéine VPg (21-27
KDa) joueraient un role dans la régulation de réplication du génome viral, et par conséquent dans le
potentiel infectieux du virus. La VPg interviendrait également dans la traduction des ARN génomiques
et subgénomiques, mais le mécanisme reste toutefois a clarifier. Les portions hachurées représentent
les décalages de phase détectés. L'ORF2 code pour les protéines de la capside (87-90 KDa), il est
traduit a partir de I'ARN subgénomique. Chez I'Homme, 3 protéines sont générées VP34 : domaine
conserveé, VP25 et VP27 : protéines de spicule.
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Des analyses de séquences entre astrovirus issus d'hotes différents montrent une
variabilité importante entre les protéines structurales et non structurales. Ainsi, la séquence
d'acides aminés codant pour la RdRp peut présenter jusqu'a 25 % de différence entre diverses
souches d'astVs humains du méme groupe (HAstV-VAIl et HAstV-VA2, par exemple)

(Schultz-Cherry, 2012).

La longueur des ORFs varie également selon les astrovirus en raison des phénomeénes
d’insertions/délétions (in/del). La taille de I’ORF1a est la plus variable du fait de la présence
plus fréquente d'in/del prés de I’extrémité 3°. L’ORF1b qui code la RdRp est la région la plus
conservée du génome. Méme si I’ORF2 ne varie pas autant que I’ORF1la en longueur, cette
portion du génome présente la plus grande variabilité de séquence nucléotidique d’un virus a
I’autre. La portion codant la protéine VP34, principal composant de la coque de la capside,
reste assez conservée, tandis que les régions codant les protéines VP25 et VP27, en

interaction avec les récepteurs des cellules hotes, présentent de trés fortes variabilités.

III.B.2. Cycle de réplication

La culture in vitro des astrovirus humains et de certaines souches animales a permis de
comprendre et de caractériser le cycle de réplication des astrovirus, bien que de nombreuses
étapes nécessitent encore d’étre clarifiées. Les astrovirus spécifiques aux chiroptéres n’ayant
encore pas pu étre cultivés, la description du cycle de réplication ci-dessous s’applique aux

Mamastrovirus en général (figure 22).

Le cycle de réplication présente de nombreuses similitudes avec ceux des familles

Caliciviridae et Picornaviridae. Les astrovirus possédent cependant des caractéristiques de
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cycle biologique uniques, comme le processus de clivage protéolytique des particules virales
par les caspases cellulaires, nécessaire a la maturation et a la sortie des virions (Méndez et al.,

2012).

1. B.2.1 Entrée du virus dans la cellule

L'entrée du virus dans la cellule hote se fait par endocytose clathrine-dépendante. Les
mécanismes précis de l'entrée sont assez méconnus, mais nécessitent 1'intervention de trypsine
extracellulaire. Celle-ci clive les protéines VP25 et VP27 et induit des changements de
conformation qui rendent le virus infectieux. Lorsque le virus interagit avec les récepteurs
cellulaires, la perméabilité de la cellule augmente (Moser, Carter et Schultz-Cherry 2007).
Cette interaction active également des voies de signalisation cellulaire ERK/MAP kinase qui
jouent un rdle important dans l'efficacité de l'infection virale, méme si les mécanismes sont

encore méconnus.

1II. B.2.2. Multiplication du virus

Une fois le virus internalis¢ et 'endosome maturé, les éléments du virus sont relargués
dans le cytoplasme. L’ARN viral, de polarité positive (ARN+), est trait¢é comme un ARN
messager par la cellule hote : il est directement traduit par la machinerie cellulaire en

précurseur polyprotéique.

Deux précurseurs de protéines non structurales sont générés : les nspla et nsplab (figure 22).
Des protéases cellulaires et virales les clivent en 5 protéines nécessaires a la réplication du

génome viral et I’assemblage des virions.

L’ ARN+ génomique est ensuite répliqué par 'ARN polymérase nouvellement synthétisée en

une molécule d'ARN a polarité négative (ARN-) qui servira de matrice pour la synthése de
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nouveaux génomes viraux et d'ARN subgénomiques + (ORF2). Le précurseur de la capside

(VP90) est traduit a partir de cet ARN subgénomique.

La réplication et 1'assemblage des virus a ARN+ fait intervenir les membranes cellulaires de
I'hote (Miller et Krijnse-Locker 2008; Denison 2008; Novoa et al. 2005). L'infection par ces
virus engendre un réarrangement intracellulaire des membranes pour former un réseau de
vésicules a simple ou double membrane, formant des invaginations ou sphérules associées a la
synthése de 1'ARN viral et des protéines, ainsi qu’a I’assemblage de particules virales. Le
complexe de réplication est formé par des membranes dérivées du réticulum endoplasmique
(RE), de l'appareil de Golgi, des lysosomes, des endosomes, de I'ARN viral ainsi que des

protéines virales et cellulaires impliquées dans ces processus.

111. B.2.3. Assemblage et sortie des virions

A la fin du cycle de réplication, la polyprotéine VP90, synthétisée a partir de 'ORF2, est
dissociée des particules membranaires. Elle est clivée dans le cytosol par des capsases au
niveau de l'extrémité C' générant une nouvelle préprotéine plus courte VP70 (70-79 KDa), qui
est nécessaire pour la sortie des virions immatures de la cellule. La sortie des virions fait
intervenir des caspases intracellulaires de I’hote, dont le mode d'action reste encore peu connu
(Méndez et al., 2012). Des trypsines extracellulaires clivent VP70 en trois protéines (VP34,
VP27 et VP25), qui composeront la capside virale. A la suite de cette maturation
extracellulaire, le virus devient infectieux (Bass et Qiu, 2000). La protéine VP34 a l'extrémité
N', est la partie la plus conservée de la capside, tandis que les protéines VP25 (27-29 KDa) et
VP27 (25-26 KDa) contiennent des domaines variables. Ces motifs se fixent aux récepteurs
des cellules hotes dans les premiéres phases de l'infection et possédent les déterminants

antigéniques (Sanchez-Fauquier et al. 1994; Bass et Qiu 2000; Méndez et al. 2002).
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In vitro, des altérations et lyse des cellules ont été observées sur des lignées cellulaires
infectées (Meliopoulos et Schultz-Cherry 2012). L'infection par des astrovirus aviaires peut
engendrer une nécrose des cellules hépatiques chez certaines especes aviaires (Gough et al.,
1985). Cependant, les connaissances actuelles ne permettent pas de déterminer si l'infection

par les astrovirus conduit a un processus lytique ou non de la cellule infectée.

La production de virions commence entre 8 et 12 heures apres l'infection. Au bout de 24

heures, 30 a 50% des virus produits sont excrétés par les cellules infectées.

II1. B.3. Des connaissances lacunaires sur l'entrée dans les cellules et la capacité d'infection

des astrovirus

Le cycle cellulaire des astVs a été décrypté sur la base des observations in vitro.
L'endocytose clathrine-dépendante semble étre la voie utilisée par les astVs dans des cellules
Caco-2 (cellules d'adénocarcinome du colon humain) (Méndez et al., 2014). Mais la

compréhension des mécanismes d'entrée cellulaire des astVs in vivo reste encore lacunaire.

La disparité des résultats lors des expériences d'infection des lignées cellulaires par
différents astrovirus suggere qu'il existerait des différences dans les modalités d'entrée
cellulaires (De Benedictis et al., 2011). In silico, la cristallographie montre des structures
caractéristiques de domaines de liaison a un récepteur cellulaire, "Receptor binding domain"
en anglais (RBD) au niveau des protéines de capside des astVs. Elle montre également des
différences dans la morphologie entre les capsides des avastroviruses et des mamastroviruses

au niveau de ce site de liaison (Jonassen et al., 2001; Dong et al., 2011; DuBois et al., 2013).

De plus, des hotes accidentels exposés a des souches sont capables d'induire une réponse

immunitaire, prouvant bien le potentiel de transmission limité (Meliopoulos ef al., 2014).
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Ceci suggere que la connaissance de la configuration des protéines de capside et de la
présence de récepteurs cellulaires chez 1'hote potentiel, permettrait de mieux définir le
tropisme cellulaire, I'entrée des astVs dans la cellule cible et donc le potentiel de transmission

des astVs.

Les invesitgations in silico semblent les plus appropriées pour palier I'impossibilité d'isoler de
nombreux mamastVs en culture cellulaire. Cependant, relativement peu de séquences codant
les protéines structurales (ORF2) des astVs sont disponibles dans la GenBank. Concernant les
astVs de chiropteres, seulement 13 séquences complétes d'ORF2 existent et aucun génome
complet d'astV de chiroptére n'est disponible dans la GenBank (NCBI, 2016). Le manque de

données limite les analyses in silico du potentiel de transmission inter-especes.

1. Clivage par une trypsine

VP34 / VP27 [/ VP25 \/ VP70
, o — Y %
&

o e
\ o/

~f

2. Endocytose /
clathrine-dépendante

8. Clivage par .7

3. Maturation endosome caspases *
et libération génome *
VP90 *

\ 7. Assemblagé des virions

ARN+ L.
T 5. Transcription o

préprotéine VP 90

4, Traduction primaire d
du génome
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Figure 22 : Cycle de réplication des astrovirus (modifié d'aprés Mendéz et al.). RE : Réticulum
endoplasmique, ARN sg : ARN sous-génomique.
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III. C. L'évolution de la classification des astrovirus

Les astrovirus ont ét¢ décrits pour la premicére fois en 1975 chez les humains
(Appleton et Higgins 1975). Les infections chez d'autres mammiféres ont été décrites a partir
de la fin des années 1970, sur du bétail présentant des épisodes diarrhéiques. Les symptomes
communs a de nombreux autres agents pathogenes (bactéries, parasites, virus, etc.) rendent

difficile le diagnostic clinique de l'infection a astrovirus.

L'essor de la biologie moléculaire a considérablement amélioré le diagnostic des
infections a astrovirus permettant ainsi la découverte et la classification de nouvelles espéces
d'astrovirus chez un large spectre d'especes aviaires (Avastrovirus) et mammiferes marins et

terrestres (Mamastrovirus) (Cattoli, Chu et Peiris 2012).

En 1995, le comité international de taxonomie des virus (ICTV) a officiellement
reconnu la distinction entre les astrovirus et la famille des Picornaviridae et Caliciviridae,
pour classer les Astroviridae comme une famille a part entiere (Murphy et al., 1995). Leur
classification se base sur les études sérologiques et sur l'espece hote (Table 5). Celle-ci est
rapidement bouleversée par la quantité et la diversité d'astrovirus découverts. En effet, au fur
et a mesure des découvertes, il a ét¢ démontré qu’un hote pouvait étre infecté par plusieurs
especes différentes et que la spécificité d'hote n’était pas la régle. Une espece d'astrovirus peut
¢galement infecter plusieurs espéces hotes (Imada et al., 2000; Chu et al., 2008; Atkins et al.,
2009; Zhu et al., 2009). La difficulté d'isoler les virus in vitro, en particulier les astrovirus non
humains nouvellement découverts, limite les études sérologiques. C’est la raison pour laquelle
les critéres de classification ont évolué pour se baser sur les distances génétiques de la

séquence de la capside.

La nouvelle classification proposée par Bosch en 2010 et qui se base sur le

pourcentage de similarité des séquences d'acides aminés des ORF1b et 'ORF2 complétes a
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été adopté par 'ICTV lors du 9¢me rapport sur la taxonomie des virus. Les astrovirus d'une
méme espeéce présentent un pourcentage de divergence inférieur a 31,2% dans la séquence
d'acide aminés du géne de la capside, alors que deux astrovirus appartiennent a des especes

différentes si cette divergence est supérieure a 37.8% (King et al., 2012).

La liste des hotes mammiferes s'allonge : des astrovirus humains, porcins, caprins, félins,
bovins, murins, canins, de rat, vison, de la famille des otariidés et cétacés sont détectés et

caractérisés (De Benedictis et al., 2011).
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Tableau 5 : Evolution de la classification des astrovirus.

Date Evolution de la classification Criteres de classification pris en Référence
compte
1991 Les astrovirus (astVs) font partie des
familles de picornaviridae et Caliciviridae
1993 les astrovirus sont différents de la famille Analyse des protéines et ARN (Monroe ef al.,
des Picornaviridae et des Caliciviridae, ils synthétisés par des cellules infectées 1993)
forment une famille a part entiére dans le
phylum des virus a ARN
1995 La famille des Astroviridae est reconnue Classification des astrovirus au sein ~ (Monroe et al.,
comme une famille a part enti¢re par 'ICTV  de la famille selon I'espece hote et 1995; Murphy
(6éme rapport de I'ICTV) selon les caractéristiques etal., 1995)
Deux genres d'AstV sont définis : les sérologiques
Mamastrovirus et les Avastrovirus
1990- - Découverte de nouvelles especes d'AstV chez les Mamastrovirus,
2008 chez un large spectre d'hdtes mammiféres et 6 especes décrites :
aviaires Bovine astrovirus,
- Remarquable diversité génétique observée  Feline astrovirus,
chez les nouveaux AstVs détectés, au sein Human astrovirus,
d'une méme espéce hote Mink astrovirus,
Ovine astrovirus
Porcine astrovirus
et 33 génotypes :
de MAstV 1 a MAstV 33
chez les Avastrovirus,
3 especes décrites :
Chicken astrovirus,
Duck astrovirus ,
et Turkey astrovirus, ainsi que
7 génotypes : de AAstV 1 a AAstV 7
2001 Définition de nouveaux sérotypes chez les Les stéréotypes peuvent étre définis  (Taylor ef al.
astrovirus des espéces aviaires, humaines, en fonction du pourcentage de 2001; Taylor
caprines, porcines et chiroptéres similarité de 'ORF2 entre deux etal 2001;
astrovirus (>95% homologie dans la  Koci, Seal et
séquence nucléotidique) Schultz-Cherry
2000; Reuter
etal 2012;
Reuter,
Pankovics et
Boros 2011;
Chu et al.
2008)
2008 La classification standard ne permet plus de  Classification selon les critéres de
classer les astrovirus nouvellement détectés  similarité de séquences du géne
dans les groupes codant pour la capside
2011 (9¢me rapport de I'ICTV) Classification basé sur la prise en (Bosch et al.,
Modification de la nomenclature a adopter.  compte de deux critéres : 'analyse 2010a, 2010b;
L’ancienne nomenclature est néanmoins génétique de la séquence compléte King et al.,
conservée pour assurer la continuité avec les  de I'ORF2 et l'espéce d'hote 2012)

noms définis dans les anciennes
publications.

originale
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III. D. Les astrovirus chez les chiropteres

Les nombreux travaux sur les coronavirus menés chez les chiroptéres dans les années
qui ont suivi la pandémie du SRAS, ont permis de détecter également la présence d'astrovirus

chez ces hotes.

Les premiers astrovirus ont ét¢ mis en évidence par Chu et al. (2008), chez des
miniopteres (Miniopetrus magnater et M. pusillus) capturés a Hong Kong. La colonie suivie

présentait un taux d'infection de 55%.

Les ORF1b et ORF2 complets ainsi que I'ORF1a partiel d'un astrovirus de minioptére nain
(M. pusillus), ont pu étre séquencés (souche AFCD337, 5083 nt) (figure 23). Ces premiers
travaux ont permis de définir des amorces consensus utilisées pour la détection moléculaire

d'un large panel d'astrovirus chez les chiroptéres, tout en gardant une trés bonne sensibilité de

détection.
ORF1b
ORF1a (partiel) ORF2
(1471 nt)
(909 nt obtenus) (2553 nt)
€--------- 3
, Capside
5 |—|
Génome de batAstV AFCD337 <ommmmmmmoes (A) n
7 RdRp 7 UTR
(AN.EU847155) \L J/ J/
protease RdRp protéines de la capside

Figure 23 : Génome partiel de I'astrovirus AFCD337 isolé chez Miniopterus pusillus. Les
comparaisons des séquences d'ORF1b et ORF2 avec celles d'autres Mamastrovirus ont permis
d'identifier une nouvelle espéce d'astrovirus (Chu et al., 2008). La séquence d'ORF2 est la plus longue
des astrovirus, avec 2 553 nt. Contrairement aux astrovirus aviaires, humains, ovins ou porcins,
l'extrémité 3' de I'ORF2 ne présente pas de structure en épingle a cheveux chez les astrovirus
chiroptéres.
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Depuis, de nombreuses €tudes utilisant ces amorces, ont permis de détecter en Chine,
en Allemagne et en Hongrie, la présence d'astrovirus chez au moins 37 espéces de chiropteres,
principalement insectivores (Table 6). Des prévalences relativement élevées ont été observées
au cours de ces recherches. Les études longitudinales sur des colonies ont démontré que
I'évolution de la prévalence peut étre liée a I'évolution des populations réservoirs : dans 1'étude
de Chu, la prévalence étudiée est stable selon les saisons (Chu ef al., 2008). Drexler montre le
potentiel d'amplification des virus (astrovirus et coronavirus) d'une colonie de Myotis myotis
en Allemagne (Drexler et al., 2011).

Ces études n'ont pas rendu compte de symptomes visibles chez les chiroptéres infectés,
suggérant ainsi que ces animaux sont capables de supporter de multiples infections et

constituent des réservoirs de virus.

D'une maniere générale, les astrovirus sont détectés dans les feces ou les écouvillons rectaux
et tres peu dans les écouvillons oraux. Lorsqu'un individu présente un écouvillon oral positif,
1'écouvillon rectal I'est également (Zhu ef al., 2009). Le tropisme du virus chez les chiropteres

semble similaire a celui observé chez les autres hotes mammiferes.

Cinq ¢études menées en Chine ont permis d'identifier 27 espéces de chiroptéres
insectivores et une espece de roussette, comme réservoir d'astrovirus (Chu et al., 2008; Zhu et

al.,2009; Xiao et al., 2011; Wu et al., 2012; Hu et al., 2014).

Les amorces de détection actuelles permettent d'obtenir un fragment de 434 nt sur le
gene de la RdRp (ORF1), dont I'analyse comparative montre une trés forte diversité des

souches d'astrovirus circulant chez les chiropteres (figure 20).

Seules 14 séquences d'ORF2 d'astrovirus de chiropteres (dont 10 complétes) ont pu étre
obtenues, limitant considérablement la possibilité de caractérisation de nouvelles especes

selon les critéres de classification en vigueur (Chu et al. 2008; Zhu et al. 2009). En effet,
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devant la variabilité¢ génétique du virus, les amorces de séquencage appropriées sont peu
efficaces pour obtenir des fragments plus longs du génome. De plus, aucun isolement
d'astrovirus de chiropteres en culture cellulaire n'a encore été possible jusqu'a présent, ce qui

ne permet pas d'amplifier le matériel génétique viral en vue d'un séquencage a haut débit.

Le manque d'information sur les séquences d'ORF2 ne permet pas non plus d'étudier les
potentielles recombinaisons qui peuvent avoir lieu entre les différents sérotypes d'un méme
groupe d'astrovirus, comme cela a déja pu étre rapporté chez les astrovirus humains (Walter et

al.,2001; Wolfaardt et al., 2011).

Les premiéres études chez les chiroptéres laissent présager que la diversité réelle des
astrovirus chez ces hotes en Asie est bien plus importante que ce qui est actuellement décrit.
Compte tenu de la possibilité d’infection d’espéces différentes, du nombre d’hotes potentiels,
de la capacité de mutation et de recombinaison du virus, la recherche des astrovirus chez les
chiropteres devrait étre étendue a d’autres régions et les relations phylogénétiques avec

d’autres espeéces de Mamastrovirus, précisées.

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des études menées sur les astrovirus de chiroptéres, références
et principaux résultats obtenus.

Auteurs, année Titre de ’article Région du génome Lieu de Espéces de chiroptéres chez
analysée I'étude qui le virus a été détecté
Journal
Chu et al., 2008 Novel Astroviruses in ORF1la (partiel), ORF1b, Chine Miniopterus magnater
Insectivorous Bats ORF2 (2500 nt) Miniopterus pusillus

Journal of Miniopterus schreibersi

virology souche AFCD337 (5067nt) Mpyotis ricketti
Mpyotischinensis
Pipistrellusabramus
Rhinolophus rouxi

Zhu et al., 2009 Detection of diverse 380nt sur RdRp Chine Hipposideros armiger

astroviruses from bats

ORF2 (1 500 nt obtenus

Hipposideros larvatus

Journal of in China pour 8 échantillons) Hipposideros pomona
General Virology Rhinolophus ferrumequinum
(short 224 astrovirus Rhinolophus pearsonii
communication) FJ571065-FJ571140 la io

Miniopterus schreibersi
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Mpyotis ricketti

Myotis spp.

Pipistrellus abramus
Taphozous melanopogon
Megaderma lyra

Xiao et al., 2011 Isolation and 136 aa sur RdRp Chine Miniopterus schreibersi
phylogenetic 230 aa sur ORF2 (Yueyang Shaoyang Haikou)
Archive of characterization of bat Scotophilus kuhlii (Haikou)
Virology astroviruses in southern 229 astrovirus détectés Rousettus leschenaultia
China (Haikou)
Wu et al., 2012 Virome analysis for 387 nt sur RdRp Chine Moyotis rickeeti (Jiangxi)
identification of novel Rhinolophus sinicus (hunan)
Journal of mammalian viruses in Miniopterus schreibersii
virology bat species from Tylonycteris robustula
Chinese provinces (Hainan)
Hu et al., 2014 Detection of diverse 380 nt sur RdRp Chine Hipposideros armiger
novel astroviruses from  un génome complet Rhinolophus pusillus
Journal of small mammals in (Porcupine astV) obtenu Rhinolophus affinis
General Virology  China en séquengage Sanger Miniopterus schreibersii
(short Miniopterus magnater
communication) Mpyotis horsfieldii
Moyotis ricketti
Scotophilus kuhlii
Tylonycteris robustula
Kemenesi ef al., Molecular survey of 265 nt sur la RdRp Hongrie Myotis daubentonii
2014 RNA viruses in Plecotus auritus
hungarian bats:
Vector Borne and  discovering novel
Zoonotic Diseases  astroviruses,
coronaviruses, and
caliciviruses
Dufkova et al., Detection of Diverse NA République Myotis mystacinus
2015 Novel Bat Astrovirus Tcheque Eptesicus serotinus
Sequences in the Czech Pipistrellus pipistrellus
Republic Vespertilio murinus
Hypsugo savii
Myotis emarginatus
Rhinolophus hipposideros
Pipistrellus pygmaeus
Fischer et al., 2016 Insectivorous bats carry Amorces PCR décrites par ~ Allemagne Myotis nattereri

Infection,
Genetics and
Evolution

host specific
astroviruses and
coronaviruses across
different regions in
Germany

Chu

Mpyotis daubentonii
Mpyotis bechsteinii
Pipistrellis auritus
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IV. Les coronavirus

IV. A. Généralités sur le virus

Les coronavirus (CoVs) sont des virus de la famille des Coronaviridae qui
appartiennent a l'ordre des Nidovirales. Ce sont de virus de trés grande taille (80 a 160 nm de
diameétre), enveloppés et possédent une capside a symétrie hélicoidale, ce qui leur confére une

morphologie caractéristique en couronne, d'ou leur nom (figure 24).

Figure 24 : Coronavirus observés en microscopie électronique. (cliché : Fred Murphy, CDC).

Ils sont organisés en 4 groupes: alpha (aCoV), beta (BCoV) gamma (YCoV) et delta
(6CoV), récemment découvert (de Groot et al., 2012) (figure 25). Ils sont responsables
d'infections respiratoires et intestinales chez de nombreuses espéces aviaires (YCoV, dCoV)
et mammiféres (aCoV, BCoV, YCoV), dont 'Homme. Leur intérét en santé publique était
limité jusqu'a I'émergence de la souche zoonotique du SRAS-CoV, responsable du syndrome
respiratoire aigu sévere (SRAS) (Graham et al., 2013). En 2003, cette pandémie qui a touché
plus de 8000 personnes dans 33 pays, a accéléré les recherches sur cette famille de virus et sur
les zoonoses émergentes. L'émergence du MERS-CoV en 2012 a confirmé ['intérét
d'intensifier la surveillance des coronavirus, d'identifier les réservoirs animaux associés, ainsi
que d'étudier leur potentiel zoonotique.
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Ce chapitre présente les caractéristiques biologiques générales des coronavirus
(structure, génome, cycle de réplication). Nous nous intéresserons ensuite aux souches
circulant chez 1'Homme et chez les chiroptéres, puis nous établierons un bilan des

connaissances sur les coronavirus d'origine zoonotique afin de déterminer leurs potentiels

zoonotiques.
Virus Espéce Groupe
100 Miniopterus bat coronavirus 1A AFCD62 ¥ Miniopterus bat coronavirus 1

95 Miniopterus bat coronavirus HKU8 AFCD77 Miniopterus bat coronavirus HKU8
Porcine epidemicdiarrheavirus Porcine epidemicdiarrhea virus

%4100 Scotophilus bat coronavirus 512/2005 Scotophilus bat coronavirus 512 .

99 m“:Human coronavirus 229 Human coronavirus 229 Alphacoronayies

100 Human coronavirus NL63 Human coronavirus NL63
Rhinolophus bat coronavirus HKU2-GD/430/2006 Rhinolophus bat coronavirus HKU2
Transmissible gastroenteritis virus PUR46-MAD Alphacoronavirus 1
100 sap= Bovine ccronavirus Mebus Betacoronavirus 1

100 === Human coronavirus 0 C43 Human coronavirus 0C43 [A]
— Mouse hepatitis virus Murine coronavirus
w——— Human coronavirus HKU1 Human coronavirus HKU1

SARS-related coronavirus *  SARS-related coronavirus .

100 Rousettus bat coronavirus HKU9 *  Rousettus bat coronavirus HKU9 @ Betacoronaviyus
61 Tylonycteris bat coronavirus HKU4 %  Tylonycteris bat coronavirus HKU4
Pipistrellus bat coronavirus HKUS Pipistrellus bat coronavirus HKU5 @
78 MERS coronavirus
] Infectious bronchitis virus Avian coronavirus
_: Gammacoronavirus
100 Beluga whale coronavirus SW1 Beluga whale coronavirus SW1

Munia coronavirus HKU13-3514 Munia coronavirus
100 Bulbul coronavirus HKU11-934 Bulbul coronavirus Deltacoronavirus

100 k== Thrush coronavirus HKU12-600 Thrush coronavirus

| —

0.2

Figure 25 : Classification phylogénétique simplifiée des coronavirus (modifié d'aprés de Groot ef
al., 2013). L'arbre est basé sur l'alignement de séquences d'une région de la polyprotéine 1ab, avec une
méthode de neighbor-joining, avec 1000 répétitions. La séquence du virus équin Berne-virus
(torovirus) est utilisée pour I'enracinement. Les quatre couleurs correspondent aux principaux groupes
de CoVs Alpha-, Beta-, Gamma-, et Deltacoronavirus. Au niveau du groupe des BetaCoV, les 4 sous-
groupes A, B, C, D sont indiqués par un encadré. Les groupes ou des CoVs ont été isolés chez des
chiroptéres sont indiqués par un astérisque.
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IV. B. Caractéristiques virologiques des coronavirus

IV. B.1. Les protéines de structure

Cinq principales protéines structurales sont a l'origine de la morphologie du virus
(figure 26). Les protéines de nucléocapside (N) (50-60 kDa) se lient a I'ARN pour former la
capside lors de l'assemblage du virion. Elles sont liées aux protéines de membrane (M) (23-35
kDa) qui entourent la capside du virion. Les protéines d'enveloppe (E) sont plus petites (9-12

kDa) et interagissent avec les protéines M pour former I'enveloppe virale.

Les protéines de spicule (S) sont des glycoprotéines membranaires qui forment les pointes de
la couronne observée en microscopie €lectronique. Chaque protéine S est subdivisée en deux
sous-unités S1 et S2, correspondant a la partie globulaire et a la tige du spicule (figure 26).
Les protéines S (180-220 kDa) jouent un rdle primordial dans I’interaction hdte-virus. Elles
sont responsables de 1’attachement du virus a la cellule cible (via la sous-unité S1) et de la
fusion membranaire (sous-unité S2) qui permet l'entrée du virus dans la cellule. La spicule est
¢galement la cible principale des réponses immunitaires cellulaire et humorale de I’hdte et
induit la formation d’anticorps neutralisants. En conséquence, elle présente des régions
hypervariables lui permettant d’échapper a la pression immunitaire et d'élargir le tropisme

cellulaire.

La plupart des BCoVs présentent un glycoprotéine de surface supplémentaire, qui forme des
spicules plus petites : 1'hémagglutinine-estérase (HE) (65 kDa). L'HE a des propriétés
antigéniques par son activité hémagglutinante et acétyl-estérase et induit la formation
d’anticorps neutralisants (Brian et al., 1995). Elle jouerait également un role important dans
l'entrée du virus dans la cellule cible et accentuerait le caractére infectieux du virus

(Desforges et al., 2013).
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Figure 26 : Schéma simplifi¢ de la structure d'un beta-coronavirus.

IV. B.2. Les protéines non structurales

L’ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) est la principale protéine non-structurale des
coronavirus. Cette enzyme intervient dans la réplication du virus et permet la synthése d'ARN
subgénomiques (voir partie IV.C). L'hélicase (Hel) intervient dans la réplication du génome
viral, dans la régulation de la transcription et traduction ainsi que dans I'épissage des ARNm
(Toussaint, 1995). Son role crucial dans le cycle viral en fait une cible thérapeutique
intéressante. D'autres protéines non structurales sont présentes chez les coronavirus, dont le
nombre varie en fonction des especes, et le role est encore méconnu. Les principales sont la
protéase papain-like (PLP), la protéine MB (metal-binding) et la protéase-picornavirus-3C-

like3 (CLP).
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[V. B.3. Organisation du génome

Le génome des coronavirus est constitu¢ d'un ARN monocaténaire, lin€aire, non segmenté, de
polarité¢ positive. Il est de tres grande taille et varie entre 26 et 31,5 kilobases (Kb). Le
génome est organisé en 9 cadres de lecture ouverts et les génes sont arrangés dans un ordre
précis 5'-Polymérase-(HE)-S-E-M-N-3" quelque soit le coronavirus (figure 27). Ils codent
pour des protéines décrites précédemment, et un nombre variable d'autres génes codent des
protéines non-structurales accessoires. L'extrémité 5' du génome est suivie d'une séquence
"leader" de 65 a 98 nucléotides et d'une région non-traduite (UTR 5') de 200 a 400
nucléotides. A l'extrémité 3' est polyadénylée, avec en amont, une séquence non-traduite

(UTR3') de 200 a 500 nucléotides.

RdRp
r 4 \ polyA ,
" " ' i
20kb 30kb

-
-
-
-
-
-
-
-
-
- o
-
-
-
-
-
-
-

Figure 27 : Organisation schématique du génome d'un coronavirus. Les cadres de lecture ORFla et 1b
contiennent plusieurs génes codant 16 protéines non structurales (nsp) dont 'ARN polymérase ARN
dépendante (RdRp) et I'hélicase (Hel) Ils sont séparés par une zone de chevauchement (7-8
nucléotides). Les ORFs 1, 4, 5 et 9 contiennent les génes codant les protéines de structure, comme les
spicules (S), les protéines membranaires (M), les protéines de l'enveloppe (E) et les nucléocapsides
(N) sont également présentés (non dessinés a I'échelle). Les huit ORF accessoires (cases grisées) sont
ORF 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b et 9b. Les régions non traduites (UTR) aux extrémités 3' et 5' sont
représentées en bleu. Les séquences "leader" (1d) en 5' et de la queue poly(A) en 3' sont représentées
en vert et rouge respectivement.

Les ORF1la et ORF1b codent pour deux polyprotéines ppla et pplb. Entre les ORFla

et ORFla 1b, une séquence "glissante" de 7 a 8 nucléotides forme une structure en pseudo-
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noeud qui engendre décalage de lecture au cours de la traduction, avec une efficacité de 30%
(Brian et Baric, 2005). La traduction de 'ORFlab donnera une polyprotéine plus longue
pplab, qui inclut 'ARN polymérase ARN-dépendant (RdRp) et d'autres domaines
fonctionnels, comme les protéines PLP (protéase papain-like), 3CLP (protéase picornavirus
3C-like), ou encore 1'hélicase (Hel). Environ deux-tiers de I'ARN viral sont occupés par ce
gene (figure 27). Le tiers restant du génome (~9-10 kb) contient 8 ORFs et comprend les
geénes codant pour les protéines structurales et d'autres protéines non-structurales (nsp)

accessoires, dont le role dans le cycle de vie des coronavirus n'est pas totalement ¢lucidé.

IV. C. Le cycle de réplication des coronavirus

Le cycle de réplication des coronavirus est exclusivement intra-cytoplasmique.
Cependant, chez le SRAS-CoV, un signal de localisation nucléaire (SLN) est présent au
niveau du géne codant la protéine N (Shi et al., 2003). Des particules virales ont également
¢été détectées dans le noyau des cellules Vero E6 infectées in vitro lors de l'infection par le
SRAS-CoV (Qinfen et al., 2004). Cette partie expose les étapes principales du cycle de

réplication des CoVs retrouvées chez I'ensemble des coronavirus (figure 28).

IV. C.1. L'entrée dans la cellule

La fixation spécifique du virus a son récepteur cellulaire est la premiére étape de
l'infection virale. Cette liaison se fait via la protéine de spicule (sous-unité S1). La spécificité
d'hote et le tropisme cellulaire sont essentiellement déterminés par la présence des récepteurs

cellulaires (Gallagher et Buchmeier, 2001). Selon le coronavirus, le récepteur utilisé différe
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(table 7). Un clivage protéolytique par la L-cathepsine de I'hdte est nécessaire pour activer la

sous-unité S2 du spicule qui agit dans la fusion des membranes virales et cellulaires (Bosch et

al., 2008) (figure 28 (1)).

Tableau 7 : Récepteurs utilisés pour l'entrée de différentes souches de coronavirus dans leurs

cellules cibles

Souche d
ouche .e Hote principal Nom du récepteur Tropisme du récepteur référence
coronavirus
HCoV-229E  Homme aminopeptidase N Cellules intestinales, (Yeager et al., 1992)
(CD13) pulmonaires, rénales, jonctions
TGEV CoV porc synaptiques, macropahges (Delmas et al., 1992)
HCoV-OC43 Homme acide N-acétyl-9-O- Cellules du tractus respiratoire ~ (Vlasak et al., 1988)
neuraminique (Neu9Ac)
Bovine CoV bovins Cellules du tractus respiratoire ~ (Schultze et Herrler,
et du tractus gastro-intestinal 1992)
PEDV-CoV porc -CD13 Cellules du tractus gastro- (Li et al., 2007; Liu et al.,
-acide N-acétyl-5- intestinal 2015)
neuraminique
HCoV-NL63 Homme angiotensin-converting Cellules endothéliales des (Hofmann et al., 2005)
enzyme 2 (ACE2) vaisseaux cardiaques, cellules
SRAS-CoV  Homme, rénales, bronches, parenchyme  (Lj e al., 2003)
chiroptére, pulmonaire, tractus gastro-
civette intestinal
Mers-CoV Camélidés dipeptidyl peptidase 4 Cellules épithéliales non ciliées  (Raj et al., 2013)
Homme (DPP4) des bronches

IV. C.2. La réplication du virus

1V. C.2.1. La traduction primaire

Une fois le virus internalisé et décapsidé, 'ORF1 est directement traduit. Cette

premiére étape (Figure 28 (4)) est commune a tous les virus a ARN+. La RdRp et 15 autres

protéines non structurales sont synthétisées et s’associent pour former le complexe de

transcription/réplication (CTR), qui intervient dans la réplication du génome viral ARN+ en

ARN- et la transcription.
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1V. C.2. 2. La transcription de l'ARN viral

Dans un premier temps, le CTR réplique le génome viral en une molécule d’ARN-
complémentaire appelée antigénome. L’antigénome est un intermédiaire de réplication qui
sert de matrice pour la réplication d’un nouveau génome (ARN+). La réplication est
discontinue et stoppe au niveau des séquences de régulation de la transcription (séquences
TRS). Ainsi, l'antigénome est un jeu d'ARN-sous-génomiques (sg) de longueurs différentes,
qui vont servir de matrice a la synthése d'ARNm sg (+). Ces ARNm (sg) sont nommés de 1 a
7 selon leur taille décroissante (Figure 28 (5)). Cette particularité est propre a l'ordre des
Nidovirales auquel appartiennent les Coronaviridae, dont le nom provient du latin Nidus (nid)

en référence a ce jeu d'ARNm (sg) produit lors de I'infection (de Vries et al., 1997).

L'ARNmI1 (sg) qui est le plus long, comprend 1'ensemble du génome viral et sera encapsidé
pour la formation de nouvelles particules virales. Les autres ARNm (sg) seront traduits en
protéines utilisées pour la synthése de nouveau virons. Durant tout le cycle de réplication, les

coronavirus utilisent également la machinerie cellulaire de I'hte infecté.

1IV. C.2. 3. La traduction des ARNm (sg) en protéines et la formation de nouveaux

virions

Les ARNm (sg) sont traduits en protéines nsp et structurales (Figure 28 (6)). Les
protéines N se fixent a 'ARN+ viral pour former la nucléocapside, qui est assemblée aux
protéines structurales M, S, HE et E au niveau du réticulum endoplasmique (RE), ou elles
subissent leur maturation. Une fois assemblés, les virions sont dirigés vers l'appareil de Golgi

ou ils subissent une nouvelle maturation par glycosylation (Figure 28 (7)).
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IV. C.3. La sortie du virus par exocytose

Les vésicules contenant les virus matures bourgeonnent de l'appareil de Golgi puis
fusionnent avec la membrane cellulaire avant que les virions ne soient libérés (Figure 28 (8)).
Les CoVs entrainent une cytolyse in vitro (Qinfen et al., 2004), mais leur capacité a tuer la

cellule apres une infection in vivo n'est pas généralisable a I'ensemble des CoVs.

1. Liaison CoV-ACE2, clivage S

Récepteur

/@

l/ 2. Endocytose

®

\ 3. Décapsidation

ARN(+)

4. Traduction primaire / 0%

du génome

CTR

5. Transcription discontinue
ProtéinesS, M, E

Génome entier

.Il\

6. Traduction des ARNm sg

ARNmM(+)sg

antigénome ARN (-)sg

Figure 28 : Schéma du cycle de réplication du coronavirus. RE : réticulum endoplasmique; Golgi :
appareil de Golgi; CTR : complexe de transcription/réplication; S : protéine de spicule; M : protéine de
membrane; E :protéine d'enveloppe; ACE2 : Enzyme de conversion 2 de l'angiotensine.
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IV. D. Les coronavirus humains

Six CoVs sont pathogénes chez I'Homme, provoquant des maladies trés diverses allant
du rhume banal au syndrome respiratoire aigu. Les CoVs humains (hCoVs) les plus fréquents
sont les hCoV-OC43, hCoV-229E, hCoV-NL63 et hCoV-HKUI. Les coronavirus
responsables de syndrome respiratoire aigus sont les souches du SRAS-CoV et du MERS-
CoV qui a récemment émergé au Moyen-Orient. Leurs principales caractéristiques sont

résumeées dans le tableau 8.

IV. D.1. Pathologie des coronavirus humains (hors SRAS et MERS)

Avant la pandémie du SRAS, les hCoVs étaient considérés comme d'intérét mineur en
santé¢ publique. Ils engendrent des infections respiratoires bénignes des voies aériennes
supérieures. Avec les rhinovirus, les coronavirus sont considérés comme les principaux agents
du rhume (Myint, 1995; Vabret et al., 1998). Ce sont des virus ubiquitaires qui touchent
toutes les tranches d'age et la séroprévalence est €¢levée au sein de la population humaine.
Chez les populations vulnérables comme les nouveau-nés, les personnes agées ou les
immunodéprimés, ils peuvent Etre responsables de pathologies plus graves des voies
respiratoires inférieures, comme la pneumonie, 1’asthme, ou encore certains syndromes de
détresse respiratoire (Vabret et al., 2005). Les coronavirus humains se transmettent
principalement de facon directe, via les sécrétions nasopharyngées dispersées par la toux et

les éternuements d’une personne infectée.

Des ¢études récentes démontrent que les hCoVs sont également neurotropiques (Desforges et
al., 2014). Leur potentiel neuro-invasif a été mis en évidence et pourrait étre associé au

déclenchement et l'exacerbation de certaines maladies neurologiques (Arbour et al., 1999).
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Chez des patients atteints de sclérose en plaques, l'infection par les coronavirus OC43 et/ou

229E participerait a la dégénérescence des cellules myélinisées (Arbour ef al., 1999, 2000).

IV. D.2. Aspects pathologiques du syndrome respiratoire aigu sévere chez I'Homme

L'infection par le SRAS-CoV engendre des symptomes grippaux banals et peu
pathognomoniques durant les 4 a 6 premiers jours de l'infection (hyperthermie, frissons,
courbatures, anorexie). Ils sont suivis de troubles respiratoires (toux, dyspnée) et de douleurs
pharyngées. Dans 20% des cas, des troubles digestifs sont également rapportés (nausées,
vomissements, diarrhées). Un patient sur cinq va évoluer vers un syndrome de détresse
respiratoire aigu sévere, nécessitant une assistance respiratoire. L'état évolue vers une
aggravation de la fonction respiratoire (Iésions alvéolaires, atélectasie, inflammation et
cedéme pulmonaires) pouvant entrainer la mort, ou vers la guérison. Chez ces derniers, des
séquelles pulmonaires (fibrose des tissus pulmonaires) ou des effets des secondaires dus a la
corticothérapie prolongée, peuvent apparaitre (Vabret et al., 2005). Le taux de mortalité
dépend du statut immunitaire et de 1'age des individus infectés. Lors de la pandémie de 2003-

2004, ce taux était d'environ 10%.

Le MERS-CoV, qui a été détecté pour la premiere fois en 2012, engendre des
symptomes initiaux similaires au SRAS, qui évoluent plus fréquemment vers une pneumonie
sévere nécessitant 'hospitalisation et une assistance respiratoire. Le virus a un fort tropisme
pour les cellules épithéliales bronchiques non-ciliées (Chan et al., 2014). Chez certains
patients, l'infection par le MERS-CoV entraine des défaillances viscérales, dont rénale aigue.

La maladie évolue vers la mort dans 36% des cas (Vijay et Perlman, 2016).
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Les virus du MERS et SRAS se transmettent par voie aérienne. La transmission interhumaine
du virus du SRAS est extrémement efficace (8000 cas dans 33 pays en quelques mois), tandis
que celle du MERS reste limitée et nécessite un contact étroit avec un patient infecté . Aucune
transmission interhumaine durable n'a encore été rapportée pour ce virus (Zumla et al., 2015).
Les cas rapportés proviennent souvent d'une contamination des sujets par les camélidés

infectés par le virus MERS (Memish ef al., 2014).
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Tableau 8 : Les souches de coronavirus circulant chez I'Homme.

Nom de la souche hCoV-0C43 hCoV-229E hCoV-NL63 hCoV-HKU1 SRAS-CoV MERS-CoV
groupe BCoV, lignée A aCoV aCoV BCoV, lignée A BCoV, lignée B BCoV, lignée C
Premiére 1965 1965 2004: Amsterdam, 2005: détecté¢ a Hong | - Emergence : 2002, premiers 2012, Arabie Saoudite
description (Hamre et Procknow, (Tyrrell et Bynoe, chez un bébé de 7 Kong chezu patient cas (Guangdong, Chine) (toujours en cours)
1966) 1965) mois, présent une revenant de Shenzen | - Février a Juillet 2003:
bronchiolite aigue (patient 71 ans) pandémie de SRAS déclarée
(van der Hoek ez al., (Woo et al., 2005) officiellement par 'OMS
2004)
Principales -Agents communs d'infections respiratoires bénignes (rhumes) et saisonniéres o )
e . . . . ., . . Agent de syndrome respiratoire sévére aigu et pneumopathie grave
caractéristiques -peut s'aggraver selon le statut immunitaire (personne immunodéprimée, maladie neurologique,
coinfection.) et 'age du patient (nouveau-nés, personnes agées) 8098 cas (774 décés) rapportés | 1769 cas (633 déces) rapportés a ce
-distribution mondiale dans 33 pays jour dans 26 pays
Transmission Par voie aérienne
interhumaine Par voie aérienne Par voie aérienne Transmission limitée, nécessite un
(gouttelettes de sécrétions oropharyngées) contact trés étroit avec la personne
infectée
Contagiosité e ++++ +
L . Transmission interhumaine trés | Pas de transmission interhumaine
Transmission interhumaine efficace
efficace durable
Eﬁ:ﬁﬁbaﬁon 243 jours 2410 jours
Symptomes -Infection des voies respiratoires supérieures, toux, dyspnée
initiaux -symptomes grippaux rapportés (hyperthermie, frissons, courbatures, anorexie) - Symptomes grippaux dans les | -Hyperthermie, toux, difficulté

.. le rhume, la 4 a 6 premiers jours respiratoire
- thinite, thume, maux | Agent commun de la | Agent de laryngo- e . . o
- . L bronchiolite et la -toux, infection respiratoire
de gorge rhinite trachéite .
pneumonie,

Autres symptomes

-troubles digestifs parfois rapportés

-Troubles digestifs (dans 20%
des cas)

-troubles digestifs
-défaillance organique
-insuffisance rénale grave

Evolution de la

-Guérison dans la majorité des cas, aggravation selon ['état initial du patient.

- Evolution dans 20% des cas,

-Evolution une pneumopathie

ladie/mortalité . . . . e d iratoi Sy i iratoi
malaciermortalite | i maladie neurologique, possibilité d'aggravation de la pathologie (démyélinisation des :erérl;n syndrome respiratoire severe, assistance respiratoire
\%
neurones) -mortalité : 10%des cas * -mortalité :70% des cas*
Source du virus o CoV endémique chez
Hypothese d'une H}./p.othese d u1.1e Hypothése d'une I'Homme. hypothése | Zoonotique:
origine zoonotique origine zoonotique origine zoonotique d'une origine - hote intermédiaire: civette Zoonotique:
(souche de CoV (sc?uche‘ de CoV (CoV de chiroptere) zoonotique non palmée - contact avec Camélidés infectés
bovine) Ch;r(;? telre) (Huynh ez al., 2012a) | vérifiée (Al-Khannaq | - réservoir: chiroptere -origine probable: chiroptére
(Vijgen et al., 2005) %595 cetal, etal.,2016; Woo et (Rhinolophus sp.)

al., 2006b)

*Dépend de I'age et du statut immunitaire de la personne infectée




IV. E. Les coronavirus d'origine animale

IV. E.1. Les coronavirus touchant les mammiferes d'élevage

Les CoVs ont un vaste panel d'hdtes aviaires et mammiféres, qui ne sera pas détaillé
dans ce travail. Chez les mammiféres d'élevage, notamment les bovins et porcs, ils

représentent une problématique importante.

Chez les bovins, les coronavirus sont responsables de la dysentrie hivernale et
d'infections respiratoires courantes. Des souches d'aCoV affectent 1'élevage porcin: la souche
PRCV (pour Porcine Respiratory Coronavirus) engendre des infections respiratoires
importantes (Laude et al., 1998). Les virus de gastro-entérite transmissible (TGEV) et de la
diarrhée épidémique porcine (PEDV) provoquent des épisodes de gastroentérites séveres qui
augmentent significativement la mortalité dans les élevages porcins (Savey et Laude, 1979).
Depuis 2013, le PEDV est devenu un réel probleme sanitaire aux Etats-Unis, en Asie et en

Amérique centrale et du Sud (Song et al., 2015).

[V. E.2. La circulation des coronavirus chez les chiroptéres

Outre la détection de nombreux virus zoonotiques chez les chiroptéres (lyssavirus,
hénipavirus), la détection des souches de CoV apparentées au SRAS (nommées SL-CoV pour
SRAS-like CoV) chez des rhinolophes (R. pussilus et R. ferrumequinum) a confirmé le rdle
des chiroptéres en tant que réservoirs de maladies émergentes (Li et al., 2005). Cette

découverte a impulsé les études sur la circulation des CoVs chez ces hotes.

A ce jour, 45 études rapportent la circulation de CoVs chez plus de 130 especes de

chiropteres, représentant 11 familles et 44 genres a travers le monde (Annexe 2). Une forte
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diversité d'aCoVs et BCoVs a été détectée chez de nombreuses espéces chiropteres frugivores
(ptéropodidés) et insectivores dans divers environnements : urbains, naturels, forét, grottes,
guano. Il est important de souligner que certaines de ces especes sont en contact plus étroit
avec 'Homme a cause de la modification des paysages et 1'exploitation de 1'environnement et
des ressources. Si certains CoVs semblaient présenter une spécificité d'hotes, cette hypothése
semble étre réfutée pour la plupart des CoVs, au fur et a mesure des recherches et de la
détection des souches chez un nombre croissant d'espéces hotes. C'est le cas des BCoVs du
sous-groupe D (BatCoV-HKUY), attribués aux roussettes uniquement (Woo et al., 2007),
jusqu'a la découverte de souches similaires en Thailande et en Indonésie chez des chiropteres
du genre Hipposideros et Dobsonia respectivement (Anindita ef al., 2015; Wacharapluesadee

et al., 2015).

Le groupe des BCoVs requiert particulierement l'attention des scientifiques car il
inclut les sous-groupes du SRAS-CoV (sous-groupe B) et du MERS-CoV (sous-groupe C)

pour lesquels le potentiel zoonotique a déja été prouvé.

Les CoVs apparentés au SRAS-CoV, SL-CoV ont été détectées chez 6 espeéces de
chiroptéres insectivores dans diverses provinces de Chine, a Hong Kong et a Taiwan (Li et
al., 2005; Lau et al., 2005; Tang et al., 2006; Woo et al., 2006a; Yang et al., 2013; Chen et
al., 2016). Muller et Tong ont mis en évidence la circulation de souches SL-CoV chez 8
especes de chiropteéres en Afrique, sans avoir pu isoler le génome (Miiller et al., 2007; Tong
et al., 2009). En 2010, Quan détermine le génome complet d'un SL-CoV chez l'espéce

Hipposideros commersoni (Quan et al., 2010) au Nigeria.

Woo et al. (2006) ont identifi¢ deux souches de CoVs différentes (BatCoV-HKU4 et
BatCoV-HKUS) chez des chiropteéres du genre Pipistrellus et Tylonycteris a Hong-Kong.

Elles forment un sous-groupe distinct parmi les fCoVs, le sous-groupe C (Woo et al., 2006a,
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2007). La souche zoonotique du MERS-CoV, qui a émergé en 2012, appartient également a
ce sous-groupe. La proximité de BatCoV-HKU4 et BatCoV-HKUS avec la souche du MERS-
CoV (respectivement 85,3% et 88,7% d'identité sur les séquences protéiques) souleve une
potentielle origine chiroptére du MERS-CoV (Lau ef al., 2013; Wang et al., 2014), méme s'il
a été prouvé que la transmission a I'Homme des CoV-HKU4 et CoV-HKUS n'est pas efficace
(Yang et al., 2014). En 2014, la détection du NeoCoV chez une sérotine d'Afrique du Sud
(Neoromicia capensis) présentant 97.2% de similitude avec le génome du MERS-CoV

confirme I'hypothése de 1'origine chiroptére de la souche (Corman et al., 2014).

Plusieurs auteurs ont identifi¢ des aCoVs chez de nombreux genres de chiropteres
(Annexe 2). Sur la base du géne de la polymérase, ces aCoVs présentent de 54 a 75 % de
similarité au niveau des acides nucléiques avec les autres CoVs non chiropteres. Ces souches
sont tres divergentes mais restent génétiquement plus proches de souches isolées chez les
animaux domestiques que les CoVs humains, a I'exception d'un aCoV identifi¢ chez un
Hipposideros, qui présente 92% de similarité avec le hCoV-229E (Corman et al., 2015;
Pfefferle et al., 2009). Ceci consolide 'hypothése de 'origine zoonotique et chiroptére de

nombreux CoVs pathogénes chez I'Homme (Huynh et al., 2012; Corman et al., 2015).

D'une maniere générale, la diversité des coronavirus est plus importante chez les
chiropteres et les especes aviaires (Woo et al., 2009). Ceci serait en lien avec leur diversité
d'espéces, leur capacité de vol, les pressions environnementales subies par ces especes et leur
mode de vie en communauté. Les analyses moléculaires soutiennent I'hypotheése que les
delta-coronavirus se seraient diversifiés a partir d'un pool génétique de CoVs aviaires. De la
méme manicre, les aCoVs et BCoVs auraient évolués a partir d'un pool génétique provenant

de CoVs chiroptéres, en se diversifiant et acquérant l'aptitude a franchir la barriere d'espece
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(figure 29). Ceci peut également conduire a 1'émergence de souches zoonotiques aux

conséquences dramatiques (Vijaykrishna et al., 2007; Woo et al., 2009).
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Figure 29 : Hypotheses sur 1'origine et 1'évolution des coronavirus (CoVs) des groupes alpha
(aCoV), beta (BCoV) gamma (YCoV) et delta (6CoV). Chez les fCoVs, le sous-groupe est indiqué
entre parenthéses. Les fleches représentent les voies d'évolution des CoVs. Les voies de transmission
inter-espéces hypothétiques, fleches pointillées (modifié d'aprés Vijaykrishna et al., 2007; Woo et al.,
2009).
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IV. F. Le potentiel zoonotique des coronavirus

La partie I de cette synthése bibliographique a expliqué les mécanismes généraux qui
favorisent 1'émergence de virus zoonotiques provenant de la faune sauvage. L'objectif de cette
partie est de comprendre comment les CoVs zoonotiques peivent passer la barriére d'espece
et devenir infectieux chez I'Homme. Le potentiel zoonotique est défini par la capacité du
virus a effectuer son cycle chez 'hdte humain, c'est a dire (i) infecter la cellule d'un nouvel
hote et (ii) s'y multiplier. Cette partie évoque les mécanismes qui interviennent dans ces
¢tapes et qui ont permis a certaines souches de CoV, comme le SRAS-CoV ou le MERS-

CoV, de devenir transmissibles a I'Homme.

IV. F.1. La capacité d'évolution des coronavirus

La capacité d'adaptation des CoVs repose en partie sur la diversité génétique. La
stratégie principale des virus a ARN, pour faciliter leur adaptation a des environnements
nouveaux, repose sur la faible fidélité de la réplication des génomes et 1'absence des fonctions

de relecture et de réparation du génome répliqué.

Les CoVs se distinguent par la longueur exceptionnelle de leurs génomes (~29 Kb),
dont la réplication nécessite un contrdle fin de la fidélité, et paradoxalement par leur capacité
a produire une diversité de souches capable d'émerger chez de nouveaux hotes (Sheahan et
al., 2008). Les CoVs ont la particularité d'exprimer des protéines non structurales distinctes
de la RdRp, qui modulent la fidélité de la réplication génomique et conditionnent ainsi
l'adaptabilit¢ du virus par rapport a l'environnement (Smith et Denison, 2013). Chez le

SRAS-CoV, la nsp 14 est une exoribonucléase (ExoN) capable in vitro d'adapter la fidélité de
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la réplication du génome viral en fonction de l'environnement et des pressions de sélection de
I'hote (Minskaia et al., 2006;Eckerle et al., 2007, 2010; Smith et al., 2013). La nsp10 est une
petite protéine virale non enzymatique, qui interviendrait dans sa régulation (Smith et al.,

2015).

L'analyse bioinformatique du geéne S suggére un fort taux de polymorphisme (Ren et
al., 2006) et de recombinaisons (Graham et Baric, 2010). Certaines portions clés de la sous-
unité protéique S1 présentent une variabilité encore plus élevée: c'est le cas des sites du RBD
impliqués dans la liaison avec le récepteur et dans l'induction d'anticorps neutralisant par

I'hote (Eckerle et al., 2010; Denison et al., 2011).

Un des autres modes évolutifs des coronavirus est le potentiel élevé de leurs recombinaisons
génétiques, notamment lors d'une coinfection par des CoVs d’especes différentes (Su et al.,
2016). Le gene codant pour la spicule est particulicrement affecté par ces événements de
recombinaison, qui a des conséquences sur le tropisme cellulaire, l'entrée dans les cellules

cibles et donc le passage de la barriere d'espece (Graham et Baric, 2010; Lu ef al., 2015).

Ils sont suggérés dans I'émergence des CoVs humains a partir de CoVs chiroptéres, comme le
CoV-229E (Corman et al., 2015), le SRAS-CoV (He et al., 2004), le CoV-HKU1 (Woo et
al., 2009, 2006b), le CoV-OC43 (Vijgen et al., 2005; Lau et al., 2011), ou encore le MERS-

CoV (Corman et al., 2014; Sabir et al., 2016).

IV. F.2. La protéine S, protéine clé de l'entrée cellulaire : le réle du clivage préliminaire et

l'interaction avec le récepteur dans la transmission des coronavirus

L'affinité du virus avec les récepteurs d'entrée dans les cellules cibles conditionne le

tropisme cellulaire, 1'entrée dans la cellule et donc le passage de la barriere d'espece
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(Gallagher et Buchmeier, 2001). La configuration de la protéine de spicule S, et des deux
sous-unités S1 et S2 qui la composent, est primordiale dans cette étape du cycle cellulaire (Li
et al., 2005). Les protéases de I'hote sont également déterminantes (Lu ef al., 2015; Millet et

Whittaker, 2015).

La sous-unité¢ S1 contient un domaine de liaison au récepteur (RBD) qui conditionne
la liaison avec le récepteur cellulaire (Xiao et al., 2003; Babcock et al., 2004; Wong et al.,
2004; Li et al., 2005). Cette région protéique S1 est trés variable, ce qui engendre des

modifications d'affinité avec le récepteur cellulaire.

La sous-unité S2 de la glycoprotéine S doit étre activée par clivage protéolytique pour
induire la fusion des membranes cellulaires et virales. Ce processus préliminaire de clivage
dépend des enzymes de 1'hdote (Lu ef al., 2015) et divers mécanismes peuvent intervenir en

fonction des coronavirus.

La variabilité du RBD et les stratégies d'activation de la fusion sont 2 étapes clés du
tropisme et l'entrée des CoVs dans les cellules humaines et expliquent pourquoi les
coronavirus seraient transmissibles a I'Homme. Nous allons voir les caractéristiques de ces

deux étapes chez les CoVs zoonotiques ou ayant un potentiel zoonotique.

1V. F.2.1. Chez le SRAS-CoV

Le RBD est la région de S1 contenant acides aminés 318 a 510 impliqués dans la
liaison avec le récepteur cellulaire humain ACE2. Deux résidus, hautement conserveés (479 et
487) sont critiques pour l'affinité entre le RBD du SRAS-CoV et le récepteur. En créant une

souche chimérique de SL-CoV de chiroptére, exprimant le RBD du SRAS-CoV, Becker
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prouve in vitro que celle-ci est apte a utiliser le récepteur ACE 2 et infecter les cellules

humaines (Becker et al., 2008).

Le clivage protéolytique de la sous-unité S2 de la glycoprotéine S qui induit la fusion
des membranes cellulaires et virales, peut étre induit par:

- des L-cathepsines ou trypsines-like de I'hote, qui clivent la sous-unité¢ S2 au niveau
de sites spécifiques entre S1 et S2 (R667 et S668 pour la trypsine, T678 et M679 pour la L-

cathepsine) (Bertram et al., 2011; Lu et al., 2015).

- l'action des sérines protéases transmembranaire de type II (appelées TMPRSS2)
(Shulla et al., 2011; Bertram et al., 2012). Ces protéases sont exprimées a la surface des
cellules du tractus respiratoire et digestif, ce qui peut expliquer le tropisme digestif parfois

associ¢ a l'infection par le SRAS-CoV.

1V. F.2.2. Chez le MERS-CoV

Chez le MERS-CoV, la conformation du spicule est similaire a celle du SRAS-CoV
méme si les séquences respectives sont divergentes. Le RBD est constitué¢ de 302 aa (E382 a
C585) qui se lie au récepteur des cellules ciblées, la dipeptidyl peptidase-4 (DPP4 ou CD26)
(Raj et al., 2013; Wang et al., 2013). La présence de ce récepteur chez 1'hote détermine donc
I'éventail d'hotes potentiels (Lu et al., 2015). De plus, le RBD montre des variabilités entre
les différentes souches et détermine la capacité a entrer dans les cellules hotes donc le
potentiel infectieux du virus (Kim et al., 2016).
Les essais in vitro et in vivo ont permis de montrer que le MERS-CoV est capable d'enter
dans les cellules de nombreuses espéces de mammiféres (cheévre, porc, civette, dromadaire,

chiroptere, primates) (Doremalen ef al., 2014).
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Le MERS-CoV se distingue par la pluralité des mécanismes d'activation de la fusion
membranaire, via la sous-unité S2 du spicule, ce qui augmente le potentiel infectieux des
souches de MERS-CoV. L'activation de la fusion membranaire peut s'effectuer par :

- des cathespines endosomales, de la méme manicre que chez le SRAS-CoV (Gierer et
al.,2013),

- des sérines protéases transmembranaires de type II (appelées TMPRSS2) (Gierer et
al., 2013; Qian et al., 2013; Shirato et al., 2013). Leur role dans l'entrée cellulaire d'autres
virus respiratoires (virus influenza A, metapnuemovirus, SRAS-CoV) a déja été prouvé
(Shirogane et al., 2008; Bertram et al., 2012).

- clivage protéolytique en deux temps via la furine (Burkard er al., 2014; El Najjar et
al., 2015; Millet et Whittaker, 2014). Ce procédé est utilisé par de nombreux aCoVs dans le
processus infectieux. La furine est exprimée par de nombreuses cellules expliquerait le

polytropisme cellulaire du virus et 1'étendue du panel d'hotes potentiels.

V. F.2.3. Chez le CoV-HKU4, un coronavirus de chiroptere

Le CoV-HKU4, appartenant au sous-groupe du MERS-CoV, a ét¢ identifi¢ chez des
Tylonycteris a Hong Kong en 2006 (Woo et al., 2006a). Le CoV-HKU4, comme le MERS-
CoV, utilise le récepteur DPP4 pour I'entrée dans les cellules (Wang et al., 2014). In vitro,
Yang et al. ont prouvé que l'affinité du CoV-HKU4 pour le récepteur DPP4 humain était plus
forte que pour le récepteur DPP4 chiroptére (Yang et al., 2015). Cependant, les protéases
humaines ne permettent pas l'activation de la sous-unité S2 pour la fusion des membranes
donc l'entrée dans la cellule cible, contrairement aux protéases chiroptéres. La capacité du
MERS-CoV a entrer dans les cellules humaines, et donc a infecter 'Homme est basée sur
I'étape de clivage de la protéine S (Qian et al., 2013). Le risque zoonotique de ce CoV
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chiroptere est réel et exacerbé par la multiplicité des mécanismes d'entrée cellulaire potentiels
exposés précédement. Il est suggéré que cet événement a déja eu lieu avec la souche du
MERS-CoV, qui aurait ainsi capable de passer de I'hdte chiroptere aux hotes camélidés puis

humains.

[V. F.3. La capacité a se multiplier dans la cellule infectée

Les coronavirus utilisent la machinerie cellulaire de 1'hote pour effectuer leur cycle de
réplication (Tyrrell et Myint, 1996; Laude, 2003; Thiel, 2007). Il est également démontré
qu'au cours de son cycle, le virus module plusieurs voies de signalisation cellulaire
impliquées dans la réponse immunitaire, le métabolisme et le cycle de la cellule (Perlman et

Netland, 2009).

Une partie du potentiel zoonotique réside dans la capacité¢ des CoVs a évoluer et
trouver des stratégies pour échapper a la réponse immunitaire innée des hotes (Reghunathan
et al., 2005; Perlman et Netland, 2009). Les protéines non structurales nspl et nsp3 du
SRAS-CoV (codées par les ORF3b et ORF6 respectivement) inhibent les voies de synthése
des INFs de type I (Kopecky-Bromberg et al., 2007; Wathelet et al., 2007). Ces nsp sont des
facteurs de virulence qui contribuent a augmenter la réplication du SRAS-CoV. Il n'y a, a ce
jour, pas de connaissances sur l'impact de l'infection a CoV sur la réponse immunitaire
adaptative (lymphocytes T et B). De plus, lors de l'infection par le SRAS-CoV, la protéine de
nucléocapside N module la voie de signalisation de I'AP-1(He ef al., 2003). L'AP-1 est un
facteur de transcription régulant les génes impliqués dans la prolifération, la différenciation

cellulaire ainsi que l'apoptose (Shaulian et Karin, 2002).
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IV. G. Traitement et avancées thérapeutiques face au syndrome respiratoire

aigu sévere

Aucun traitement ni vaccin efficace contre l'infection du SRAS n'a pu étre développé
(Groneberg et al., 2005; Graham et al., 2013). Aucune molécule anti-virale ne s'est montrée
efficace durant I'épidémie de SRAS, méme si, in vitro, la ribavirine, lopinavire ou l'interféron
(INF) de type I inhibent la réplication du virus sur cultures cellulaires (Stockman et al.,
2006). Les soins se réduisent au seul traitement des symptomes associés. De plus, des
stéroides pour soigner le déréglement des cytokines et d'antibiotiques et prévenir les
infections secondaires, sont souvent administrés. Les facteurs que nous venons de voir et qui
contribuent au potentiel zoonotique et pathogéne des CoVs permettent de développer de

récentes pistes thérapeutiques, plus intéressantes.

Le spicule constitue une cible thérapeutique privilégi¢e (Bergeron et al., 2005; Du et
al., 2009; Gierer et al., 2013; Simmons et al., 2013; Millet et Whittaker, 2014), notamment
au niveau des sites de clivage protéolytique sur la sous-unité S2 (Miyoshi-Akiyama et al.,
2011) et de la sous-unité S1. Sur cette dernic¢re, une région du RBD induit la sécrétion
d'anticorps neutralisants par 'hote (aa 736 a 761 chez le MERS-CoV), et pourrait étre utilisée

pour développer des molécules antivirales ou des vaccins (Yang et al., 2014).

Cibler les protéases de 1'hdte pour inhiber I'entrée du virus, plutét que les protéines
virales serait une stratégie thérapeutique qui permettrait de réduire les résistances (Turk,
2006). Cette stratégie a été longuement étudiée pour le traitement des infections au SRAS et
MERS-CoV (Barnard et al., 2004; Bergeron et al., 2005; Gierer et al., 2013; Simmons et al.,

2013; Millet et Whittaker, 2014). Cependant, les effets secondaires sont encore peu maitrisés
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in vivo, car les protéases sont également impliquées dans un grand nombre de procédés

cellulaires chez 1'individu sain (Turk, 2006; Seidah et Prat, 2012).

Les protéines non-structurales (nsp) récemment découvertes, qui interviennent dans la
réplication du génome coronaviral (nspl4-ExoN et nspl0), pourraient également jouer un
role dans la sensibilit¢ des CoVs aux agents mutageénes et représentent une piste

thérapeutique intéressante (Smith ez al., 2013, 2015).
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Chapitre 2 : La détection des coronavirus chez les chiropteres

au Laos et au Cambodge
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Contexte et objectif de I'étude

Les coronavirus peuvent causer des infections respiratoires aigues chez 'Homme. Le
SRAS-CoV (ou SARS en anglais) est responsable de la plus grande pandémie de syndrome
respiratoire aigu séveére (SRAS) qui a infecté plus de 8000 personnes et en a tué plus de 700 a
travers 33 pays entre 2002 et 2004 (Peiris ef al., 2003). L'émergence d'une nouvelle souche a
l'origine du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS), apparue en en 2012, et détectée
jusqu'alors dans 26 pays et avec un taux de mortalit¢ de 42%, souléve de nouveau
l'importance des coronavirus en santé publique (Alsahafi et Cheng, 2016).

Les études épidémiologiques ont confirmé I'origine zoonotique des virus du SRAS-CoV et du
MERS-CoV, attribuée a la civette et au dromadaire respectivement (Guan et al., 2003;
Haagmans et al., 2014). Dans le cas du SRAS, le réservoir original du virus a été détecté chez
le rhinolophe (Rhinolophus sp.) (Li et al., 2005). Une souche apparentée au MERS-CoV a

¢galement été isolée chez une sérotine (Neoromicia capensis) (Corman et al., 2014).

Depuis la pandémie du SRAS, de nombreuses souches de CoVs ont été découvertes
chez une multitude d'espéces de chiropteres, et notamment en Asie. Peu d'études ont
cependant été effectuées chez ces hotes au Cambodge et aucune au Laos, deux pays qui
présentent une trés forte diversité de chiroptéres et de nombreuses interfaces entre les
Hommes et ces hotes. Le partage du méme environnement, la chasse et la consommation de
chiropteres ainsi que le ramassage du guano y sont des pratiques répandues. Au Cambodge,
deux virus appartenant a la famille des Flaviridae et des Bunyaviridae ont été isolés chez
deux espeéces de chiroptéres frugivore (Cynopterus brachyotis) (Salaiin et al., 1974) et
insectivore (Chaerephon plicata) respectivement (Osborne et al., 2003). Des études

sérologiques démontrent également la circulation de lyssavirus (Cattoli et al., 2012) et du
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virus Nipah (Olson et al., 2002; Reynes et al., 2005) sans qu'aucun cas humain n'ait été
rapporté. Des coronavirus ont été récemment décrits chez les chiroptéres dans les pays
voisins, en Thailande et au Sud-ouest de la Chine (Tang et al., 2006; Wacharapluesadee et
al., 2013, 2015b), mais leur présence n'a jusqu'alors jamais été recherchée au Cambodge ni au

Laos.

Notre étude a pour but de détecter la présence de coronavirus chez les chiropteres
dans ces deux pays ainsi que de caractériser les souches circulant chez ces hotes. Cette étude
a été effectuée a partir des échantillons collectés lors du projet PREDICT entre 2011 et 2013
a partir d'animaux fraichement morts et destinés a la consommation humaine. Des
échantillons prélevés par I'IPC en 2010 sur des chiropteres capturés dans leurs milieux
naturels au Nord du Cambodge (provinces de Preah Vihear, Stung Treng et Ratanakiri) ont
aussi été intégrés. Les écouvillons rectaux collectés ont été testés par diagnostic moléculaire
basé sur l'amplification par réaction en chaine par polymérase (PCR) d'une portion conservée
du geéne de 1'ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp). Ce test utilise des amorces
dégénérées, capables de détecter un large spectre de coronavirus chez les chiropteres.
L'analyse des séquences obtenues a permis de typer les souches détectées et connaitre leurs
positions par rapport a des virus zoonotiques ou pathogenes pour 'Homme, déja caractérisés.
Cette étude permet également de mettre en lumicre la distribution de ce virus chez les

chiropteres au Cambodge et au Laos.

Principaux résultats

Lors de cette étude, 1965 chiroptéres appartenant a 16 genres et 5 familles
(Emballuronidae, Vespertilionidae, Pteropodidae, Rhinolophidae et Hipposideridae) ont été

testés. Une grande diversité de coronavirus (n=93) a été détectée chez 4 familles et 10 genres
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de chiropteres frugivores et insectivores. Les analyses de séquences ont démontré la présence
de 37 alpha-CoVs (aCoVs) et 56 beta-CoVs (BCoVs). Au sein de ces groupes, les séquences
détectées se regroupent dans 3 et 2 clusters distincts respectivement. Trois réservoirs ont
¢galement été mis en évidence lors de cette étude : il s'agit de deux chiropteres nectarivores et
une espece insectivore: Megaerops niphanae, Macroglossus sp. et Myotis horsfieldii. Ceci
souligne I'importance des chiropteres en tant que réservoirs de virus et la nécessité d'explorer

ces hotes mammiferes.

Parmi les 93 chiropteres testés positifs, 4 ont été collectés directement dans des
habitations, 75 sont des animaux chassés qui ont été prélevés sur des marchés (n = 43) ou
dans des restaurants (n = 32). Un animal provient d'une ferme spécialisée dans la récolte de
guano, et 13 ont été capturés dans leur milieu naturel par I'IPC. Nous avons ainsi prouvé que

les chiropteres aux interfaces avec I'Homme présentent des CoVs.

D'une manicre générale, une bonne corrélation entre la phylogénie des chiropteres et
celle des coronavirus détectés est observée. C'est le cas par exemple des fCoVs du sous
groupe D tous détectés chez des chauves-souris de la famille des Ptéropodidés, et les aCoVs,
majoritairement détectés chez les chiroptéres insectivores appartenant a la famille des

Yangochiroptera.

Parmi les coronavirus détectés, 89 sont apparentés a des aCoVs et BCoVs isolés
jusqu'alors, exclusivement chez des chiroptéres (groupes aCoV-1, aCoV-4, fCoV-D), ce qui
laisse penser que le risque de transmission a 1'Homme parait, a priori, limité pour ces
souches. Néanmoins, un coronavirus apparait génétiquement li¢ au sous-groupe C des
BCoVs, qui inclut également le MERS-CoV et des souches HKU4 et HKUS isolées chez
d'autres chiroptéres. Cette séquence a ¢été détectée chez une pipistrelle (Pipistrellus

comorandra) dans la province du Mondulkiri au Cambodge. De plus, un aCoV détecté chez
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deux murins communs asiatiques (Myotis horsfieldii) dans la province cambodgienne de
Kampong Chnnang est génétiquement associ¢ aux coronavirus PEDV-CoV (Porcine
Epidemic Diarrhea virus), responsables de diarrhée épidémique qui touche les élevages
porcins.

Ces chauves-souris anthropophiles sont consommeées régulierement par les habitants de ces
zones. La détection chez ces deux espéces de coronavirus génétiquement liés a des souches
infectant d'autres espéces mammifeéres ou ayant un potentiel zoonotique reconnu, souligne
que le risque de passage de la barriere d'espece lors des activités de chasse et consommation

de ces animaux, existe et nécessite d'étre investigué.
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total of 93 samples (4.7%) from 17 genera of bats tested positive.
Phylogenetic analyses of the sequences revealed the presence of
potentially 37 alpha-coronavirus (aCoV) strains and 56 beta-CoV (BCoV)
strains. The [(CoVs group is known to include some coronaviruses highly
pathogenic to human, such as SARS-CoV and MERS-CoV. All coronavirus
sequences generated from frugivorous bats (family Pteropodidae) (n=55)
clustered with other bat pCoVs of lineage D, whereas one coronavirus from
Pipistrellus sp. fell in the lineage C of pCoVs which also includes the
MERS-CoV. aCoVs were all detected in various genera of insectivorous bats
and clustered with diverse bat aCoV sequences previously published. A
closely related strain of PEDV, responsible for severe diarrhea in pigs
(PEDV-CoV), was detected in 2 Myotis bats. We highlighted the presence
and the high diversity of coronaviruses circulating in bats from Cambodia
and Lao PDR. Three novel bat genera and species were identified as host
of coronaviruses, namely Macroglossus sp., Megaerops niphanae and Myotis
horsfieldii

Suggested Reviewers: Malik Peiris PhD

Prof, Hong Kong University

malik@hkucc.hku.hk

Specialist of wiral infectious diseases and coronavirus in South East
Asia

140



Lin-Fa Wang

Prof, Duke-National University of Singapore
linfa.wang@duke-nus.edu.sg

Specialist of coranavirus and emerging viral diseases

Jordi Serra Cobo

Prof, University of Barcelona
serracobol@areambiental .com
Specialist of bat-borne diseases

Jan Felix Dressler

Prof, University of BonnUniversity of Bonn Medical Centre
drexler@virology-bonn.de

Specialist of viral infectious diseases and coronavirus

141



Cover Letter

Dear Editor-in-Chief,

Following the presentation of Audrey Lacroix during the 12th International
Conference on Molecular Epidemiology and Evolutionary Genetics of Infectious Diseases, in
Bangkok the 12th December 2014, we would like to submit the related manuscript entitled:
“Genetic diversity of coronaviruses in bats in Lao PDR and Cambodia” for publication in
Infection, Genetics and Evolution. The first author is a PhD student who is going to defend
this year and time is very important. We would therefore be very grateful if you could

consider this manuscript on a fast track process.

Bats are known to be the natural reservoir for several emerging zoonotic viruses such
as coronaviruses, including the strains responsible for acute respiratory syndrome outbreaks,
i.e. Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) and Middle East Respiratory Syndrome
(MERS). South-East Asia is a hot spot for emerging zoonotic diseases, and displays
increasing numbers of interfaces between wildlife and humans, hence, the importance to
identify viruses present in bat populations in this region. Coronaviruses (CoVs) have been
reported in bat species from several Asian countries, but no study has been performed so far
in bats from Cambodia or Lao PDR, where bat hunting and consumption, as well as guano
farming are common, providing opportunities for human contamination. In this work, we
assessed the circulation and the genetic diversity of coronaviruses in bats in these two
countries.

Almost 2000 bats were collected at human interfaces between 2010 and 2013, and
tested for the presence of coronavirus by molecular assay. We found 4.7% of positive bats
from a large diversity (17 genera) of insectivorous and frugivorous bats, including three novel
reservoirs of coronaviruses. We found a high diversity of sequences: 37 potential alpha-
coronavirus (aCoV) strains and 56 beta-CoV (BCoV) strains. The latter group is known to
include the pathogenic SARS-CoV and MERS-CoV strains. All coronavirus sequences
generated from frugivorous bats (family Pteropodidae) clustered with other bat CoV strains,
and most of the sequences generated insectivorous bats, clustered with diverse bat aCoV
strains. Interestingly, we found in a human-dwelling bat (Pipistrellus sp.) a coronavirus from
the lineage C of PCoVs which also includes the MERS-CoV. One strain of PEDV,
responsible for severe diarrhea in pigs (PEDV-CoV), was also detected in Myotis bats, also
adapted to human environment.

This is the first report of coronavirus detection in bat populations in Cambodia and
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Highlights

1) Coronaviruses detected in bats from Lao PDR and Cambodia.

2) High diversity of aCoVs and BCoVs circulating in bats.

3) One strain of BCoV genetically related to MERS-CoV lineage, detected from Pipistrellus
sp.

4) A aCoV strain genetically related to PEDV-CoV, detected from Myotis horsfieldii.

5) CoVs detected for the first time in diverse bats species and genus, i.e. Megaerops

niphanae, Myotis horsfieldii and Macroglossus sp.
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Abstract

South-East Asia is a hot spot for emerging zoonotic diseases, and bats have been recognized
as hosts for a large number of zoonotic viruses such as Severe Acute Respiratory Syndrome
(SARS) and Middle East Respiratory Syndrome (MERS) coronaviruses, responsible for acute
respiratory syndrome outbreaks. Hence, the importance to identify viruses present in bats which
may represent a risk to humans. Coronaviruses (CoVs) have been reported in bat species from
Thailand, China, Indonesia, Taiwan and the Philippines, but work to date has not focused in
Cambodia or Lao PDR. Between 2010 and 2013, 1965 bat were collected at interfaces with
human populations in these two countries. They were tested for the presence of coronavirus by
consensus reverse transcription-PCR assay. A total of 93 samples (4.7%) from 17 genera of bats
tested positive. Phylogenetic analyses of the sequences revealed the presence of potentially 37
alpha-coronavirus (aCoV) strains and 56 beta-CoV (BCoV) strains. The BCoVs group is known
to include some coronaviruses highly pathogenic to human, such as SARS-CoV and MERS-CoV.
All coronavirus sequences generated from frugivorous bats (family Pteropodidae) (n=55)
clustered with other bat fCoVs of lineage D, whereas one coronavirus from Pipistrellus sp. fell in
the lineage C of BCoVs which also includes the MERS-CoV. aCoVs were all detected in various
genera of insectivorous bats and clustered with diverse bat aCoV sequences previously
published. A closely related strain of PEDV, responsible for severe diarrhea in pigs (PEDV-
CoV), was detected in 2 Myotis bats. We highlighted the presence and the high diversity of
coronaviruses circulating in bats from Cambodia and Lao PDR. Three novel bat genera and
species were identified as host of coronaviruses, namely Macroglossus sp., Megaerops niphanae

and Myotis horsfieldii
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1. Introduction

Coronaviruses (CoVs) are enveloped, single stranded positive-sense RNA viruses displaying
a large genome of 26 kb to 32 kb (Masters, 2006). They are classified within 4 groups based on
genotype and serological characteristics: alphacoronaviruses (0CoVs), betacoronaviruses
(BCoVs), gammacoronaviruses, and the recently created group of the deltacoronaviruses (Woo et
al., 2009, 2012). Their host range is very wide and includes both mammalian and avian species.
Coronaviruses can cause acute and chronic respiratory, enteric, neurological and hepatic diseases
in their hosts (Weiss and Navas-Martin, 2005). Coronaviruses of animal origin were responsible
for the Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) outbreak in 2003-2004, which was
associated with deaths in Hong Kong, China, South East Asia and North America (Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), 2003; Peiris et al., 2003) and the current epidemics of

MERS in the Arabian Peninsula (Alsahafi and Cheng, 2016) and Korea (Choi, 2015).

Bats have been identified as the natural reservoirs for several zoonotic viruses, such as
henipaviruses (Chua ef al., 2000; Halpin et al., 2000; Young ef al., 1996) lyssaviruses variants
(Banyard et al., 2014) and Ebola virus (Leroy et al., 2005, 2009). Bats have been identified as the
natural host of the SARS-CoV, (Wang et al., 2006), and recently, a closely related CoV causing
the Middle Eastern Respiratory Syndrome (MERS-CoV) was detected in a sub-Saharan bat
(Neoromicia capensis) besides its camel host (Corman et al., 2014). A growing number of
coronaviruses have been detected in bats since the SARS-CoV outbreak (Anindita et al., 2015;
Chu et al., 2008, 2006; Lau et al., 2012, 2010, 2007; Tsuda et al., 2012; Wacharapluesadee et al.,

2015, 2013; Watanabe et al., 2010; Xu et al., 2016, Chen et al., 20016, Kim et al., 2016)

148



including a high diversity of coronaviruses, recently detected in five Thai provinces neighboring
Cambodia (Wacharapluesadee et al., 2015, 2013).

The order Chiroptera represents approximately 20% of all living mammal species
(Teeling et al., 2005). Over 25% of the worlds bat diversity is found in South-East Asia,
established in many natural, urban and suburban environments (Kingston, 2013). Seventy species
of bats have been described so far in Cambodia whereas ninety species are known in Lao PDR,
including Yangochiroptera and Yinpterochiroptera (Matveev, 2005; Sarak et al., 2013). Despite
the protection of several species, bats are hunted for food or preparation of traditional medicines
and are found in food markets throughout South-East Asia, save Singapore (Lee et al., 2014;
Mildenstein et al., 2016). Bat farms, where bat guano is harvested to serve as fertilizer, are
becoming common in South-East Asia, including in Cambodia (Thi et al., 2014). Recently In
Thailand, a coronavirus belonging to the lineage C betacoronaviruses was detected in bat guano

(Wacharapluesadee et al., 2013).

Due to evolving land-use such as deforestation, infrastructure development, urban
development, and agricultural expansion, bat populations are settling in areas closer to human
dwellings (Jung and Threlfall, 2016), increasing the likelihood of contact between bats and
humans. Socio-economic-driven changes of the environment are also impacting the bats and thus
may affect virus biodiversity (Brierley et al., 2016; Looi and Chua, 2007; Turmelle and Olival,
2009). These factors may also contribute to an increased occurrence of contacts between bats and
humans. This in turn may increase the potential transmission of zoonotic pathogens, including a
coronaviruses. Despite the prolificacy of such interfaces in the region, so far no study has been

conducted on bat coronaviruses in Cambodia and Lao PDR.
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To our knowledge, this is the first study to investigate the presence and the diversity of

coronaviruses in bats in Cambodia and Lao PDR.

150



2. Materials and methods

2.1. Ethics. The study was approved by the National Veterinary Research Institute and Forest
Administration department of the Ministry of Agriculture Forestry and Fisheries in Cambodia, as
well as by the National Animal Health Laboratory of the Ministry of Agriculture Forestry and
Fisheries, in Lao PDR, and under the Institutional Animal Care and Use Committee at the

University of California, Davis (protocol number: 16048).

2.2. Collection of bat samples. Bat samples from various species were collected from different
locations in Lao PDR and Cambodia, over a 3-year period (from November 2010 to December
2013). Bat species were identified to genus or species by trained biologists and veterinarians. The
sampling was performed in two phases: Phase 1 was carried out in 2010 by the Institut Pasteur in
Cambodia (IPC) and the Muséum national d’Histoire naturelle (MNHN; Paris, France). Bats
were captured and humanely euthanized in order to collect skulls and tissues for zoological and
genetic research on Asian bats. The capture sites were located in Ratanakiri and Preah Vihear
provinces in Cambodia. Rectal swabs were stored in viral transport medium solution (VTM,;
containing tryptose phosphate Broth 2.95%, 145 mM of NaCl, 5% gelatin, 54 mM Amphotericin
B, 106 U of penicillin-streptomycine per liter, 80 mg of gentamycine per liter [Sigma-Aldrich,
Irvine, UK]). Tissue specimens (i.e. lung, liver, spleen, kidney, heart) were placed in separate
cryotubes. All specimens were immediately transferred into liquid nitrogen containers before
being transported to the Institut Pasteur laboratory where they were stored at -80°C prior to
testing. The second sampling phase was performed by the Wildlife Conservation Society (WCS)
from 2011 to 2013. No animals were killed for the purpose of the study and all samples were

collected from freshly dead bats found in food markets. Rectal swabs were collected and
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immediately placed in VIM or RNAlater® (Qiagen). Specimens collected in VIM were
immediately stored in liquid nitrogen before being transported to the laboratory and stored at -

80°C prior to testing.

2.3. RNA extraction and nested-RT-PCR. Viral RNA was extracted using the QIAamp
viral RNA mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the supplier’s instructions. Reverse
transcripton (RT) was performed using SuperScript III (Invitrogen, San Diego, CA). The PCR
mixture (final volume: 25 pul) contained 2 pl of cDNA, PCR buffer (50mM Tris-HCI (pH 9.0); 50
mM NaCl; SmM MgCl2), 200 uM (each) deoxynucleoside triphosphates (dNTPs), 20 pmol of
each primer targeting the RdRp gene (primers modified de Souza Luna et al., 2007;
Supplementary table 1), and 1U of HOT FIREPol® DNA Polymerase (Solis BioDyne, Tartu,
Estonia). The PCR mixture was incubated at 95°C for 12 min, followed by 35 cycles at 95°C for
30 sec, 50°C for 30 sec, and 72°C for 1 min, and by a final extension at 72°C for 5 min. A nested
PCR amplification using forward primer CoV-Fwd2 and the same reverse primer, was performed
on 1 pl of the primary PCR products, using the same amplification conditions. The amplification
of sequences specific to CoVs was attested by the visualization of a 440 bp and a 434 bp
fragment after the first and second PCR round, respectively. To limit the risk of contamination,
RNA extraction, reverse transcription-PCR (RT-PCR), nested-PCR and gel electrophoresis were
carried out in separate rooms. In addition, negative controls (water) were included in each run of
the nested-RT-PCR assay and results were validated only if these controls tested negative while
the positive controls (plasmids prepared by cloning the gene of interest) had to test positive.
Amplified product were sequenced in both directions by direct Sanger sequencing in commercial
facilities (Macrogen, Inc., Seoul, Korea). Sequence data were deposited in GenBank and

accession numbers are provided in Supplementary Table 2. Since many coronaviruses from
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different bat genera were detected, and for the sake of clarity, a short name of the strain, the
sample code, and the host classification were abbreviated to be used in the sequence
nomenclature (Supplementary Table 2). For example, the sequence "Bat coronavirus
512/2005/PREDICT-KHP13-PTR1-0109", corresponding to the Bat coronavirus 512/2005 strain
(BatCoV-512), detected in the sample KHP13-PTR1-0109 (P109), from a Scotophilus kuhlii
(Sku) was abbreviated as: BatCoV-512 P109 Sku. The abbreviations used to code the bat

classification, are listed in the Supplementary Table 3.

2.4. Sequence analysis. Sequences were analyzed using CLC Genomics Workbench version

3.6.1 and BioEdit, version 7.0.9.1. (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Sequences

were aligned with a representative set of CoV sequences retrieved from GenBank using Seaview,
version 4.5.4 (Gouy et al., 2010). Phylogenetic trees based on RNA sequences were constructed
using the Maximum Likelihood method with the GTR + G + I model and bootstrap values (BP)
were calculated after 1,000 replicates. Phylogenetic trees based on protein sequences were
constructed using the neighbor joining method and bootstrap values were calculated after 1,000
replicates. Host phylogenetic analysis was performed using 330 amino acid sequences of
mitochondrial cytochrome b gene found in GenBank database. Phylogenetic and molecular

evolutionary analyses were conducted using Seaview version 4.5.4.

2.5. Geographic data. Land cover data was obtained from GlobeLand30 service operated by the
National Geomatics Center of China (NGCC, 2014). Initial data was produced in 2010 with an
update in 2014. Images used for GlobeLand30 (GLC30) classification were multispectral images

with a 30-meter resolution. Six classes of land cover were presented: crop land, forest, grassland,
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wetland, water bodies and settlement area. Data mapping was conducted with Quantum GIS,
version 2.8.2. Due to confidentiality agreements, the exact location of markets and hunting areas

is not available and only the name of the corresponding districts is given.
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3. Results

3.1. Sampling areas and sample collection

A total of 1965 bats were sampled in 44 locations from nine provinces in Cambodia and
eight provinces in Lao PDR (Figure 1). The characteristics of the environments around sampling
site are described in Table 1. Bats originating from 5 districts (i.e. the Kasi, Kean Svay, Vang
Vieng, Choam Khsant and Moung Russei districts) represented 60% of all the bats collected. Bats
were live captures during the phase 1 (n=322), hunted by villagers and sampled in markets
(n=1636) or from bats living in guano farms (n=7) during the phase 2 (Table 1). Apart from bats
trapped during phase 1 or animals sampled in a guano farm (site reference C6, see Table 1)
during phase 2, the exact location where the animals were captured remained imprecise.
Nevertheless the chiroptera were always captured by hunters in areas close to places where the
animal specimens were collected, i.e. mostly in areas at the border of deep forests, in mixed
agricultural zones with sparse forests, in suburban zones close to sparse forest, in naturals
protected forest areas, in places close to water surfaces or in limestone karst areas with mountain

forests (Figure 1, Table 1).

3.2. Identification and phylogeny of collected bats

The 1965 animals were collected from chiroptera of 17 different genera and 5 families.
Eighty percent of the samples belonged to 2 bat families only, the Vespertilionidae (n=456) and
the Pteropodidae (n=1124) families, which were found in 8/27 and 18/27 districts, respectively
(Table 2). In Lao PDR, 95.7% of the samples belonged to the Yinpterochiroptera suborder,
including families Pteropodidae (78.1%), Hipposideridae (6.3%), and Rhinolophidae (11.3%)

while only 4.3% were Yangochiroptera suborder from the family Vespertilionidae. In Cambodia,
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35% of the bats collected belonged to suborder Yinpterochiroptera), andsuborder
Yangochiroptera accounted for the remainder of the collected samples (75%), including families
Emballuronidae and Vespertilionidae. The natural landscapes surrounding the collection points
correlated with the biology and ecology of the bats (Table 2). Pteropodids and vespertilionids,
known to roost in caves (Eonycteris or Rousettus, and la respectively), were collected close to
karst areas in Lao PDR. In Cambodia, the Yinpterochiroptera bats belonged to 5 genera of
pteropodids known to mostly live in trees (Cynopterus, Macroglossus, Megaerops, Pteropus,
Rousettus). Phylogenetic analyses based on 330 amino acid sequences of cytochrome b genes
showed that Pteropodidae from the genera Cynopterus, Macroglossus, Megaerops, Pteropus,
Rousettus formed a monophyletic group within the Yinpterochiroptera suborder (Supplementary
Figure 1). The cluster comprising the Vespertilionidae, Emballuronidae, Molossidae and
Phyllostomidae bats, known to be insectivorous in South East Asia, formed the Yangochiroptera

sub-order (Supplementary Figure 1).

3.3. Coronaviruses phylogenetic analyses

Coronavirus RNA was detected in 93 bats (4.7%) out of 1965 animals tested. The
phylogenetic analysis based on the corresponding sequences and 170 reference sequences from
GenBank indicated that 37 sequences belonged to the aCoV genus while the 56 others fell into
the BCoV genus (Figure 2). Out of the 56 bat-BCoVs, 55 belonged to the lineage D. The
remaining strain detected (PREDICT-CoV-34 GT1-3 Pisp) belonged to the lineage C which
comprises MERS-CoV and MERS-CoV-related viruses. The 55 lineage D bat-BCoVs clustered
into three sublineages (D1, D2 and D3) out of the four sublineages identified in this group D

(Figure 2). The sublineage D1 (BP=100) comprised 6 different fCoVs, 3 sequences from Lao
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PDR and 3 from Cambodia. The sublineage D2 (BP= 73), contained 17 fCoVs detected from the
Cambodian provinces of Preah Vihear, Stung Treng and Battambang. The sublineage D3 (BP=
45) contained the remaining 32 bat-fCoVs, which were mostly obtained from animals in Lao
PDR (n=30) while only 2 were detected in bats from Cambodia.

The bat-aCoVs were unevenly distributed within three clusters (Figure 2). The aCoV 1
cluster included 32 sequences from Cambodian bats. The aCoV_2 cluster included two aCoVs
from Cambodia, while the aCoV_4 cluster contained one sequence from Cambodia and two from
Lao PDR. The same phylogenetic clustering was seen with analyses using the amino-acid

sequences.

3.4. Identification and phylogeny of bats that tested positive for coronaviruses

Coronavirus RNA was detected in bats belonged to 10 distinct genera. The proportion of
CoVs positive varied by bat genus (Table 2). The long-tongue fruit bat (Macroglossus sp.) had
the highest proportion of positive bats for coronaviruses (14.3%). The proportion of positive bats
varied by location, from 0% to 20.8% depending on the district where the animals were sampled
(Table 2). The 37 aCoV-positive bats belonged to five genera of the Yangochiroptera suborder,
i.e. Rhinolophus (n=1), Myotis (n=2), Scotophilus (n=31), Pipistrellus (n=1) and Hipposideros
(n=2). A total of 56 animal tested positive for a fCoV, out of which 55 belonged to five genera of
Yinpterochiroptera suborder, family Pteropodidae: i.e. Rousettus (n=25), Cynopterus (n=15),
Eonycteris (n=10), Macroglossus (n=4), Megaerops (n=1) whereas the bat infected by the

PREDICT-CoV-34 strain was a Yangochiroptera of the genus Pipistrellus (Figure 2).

3.5. Bats and coronaviruses phylogenetic congruence
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A relatively good congruence was observed between bats and virus phylogenies. Only
sequences from fruit bats from Cambodia and Lao PDR from the genera Rousettus, Eonycteris,
Macroglossus, Cynopterus and Megaerops were found in the lineage D of BCoVs. In sublineage
DI, two sequences from Macroglossus sp. from Cambodia (PREDICT-CoV-22 strains) and five
viruses from Eonycteris spelaea from Lao PDR and Cambodia (PREDICT-CoV-22, R91, R77,
R74, R58) were closely related to a CoV previously detected in an hipposiderid from Thailand
(B629). Seventeen sequences were found in Cynopterus (PREDICT-CoV-24 strains, , R96, R75,
R72, R65, R59, R71), Rousettus sp. and Megaerops niphanae (PREDICT-CoV-24) collected in
Preah Vihear and Battambang in 2010 and 2013, respectively, clustered with others in the fCoV-
D2 sublineage, and were closely related to CoVs previously detected in Cynopterus sphinx and
Hipposideros lekaguli in South East Thailand. Similarly, the BCoV-D3 sublineage comprised 34
sequences found in Rousettus, Eonycteris and Macroglossus from Lao PDR (n=32) and
Cambodia (n=2), and CoVs previously identified in pteropodids from Hong Kong, Kenya and
Indonesia (genera Rousettus and Dobsonia). Additionally, the PREDICT-CoV-34 strain, detected
in Pipistrellus sp., was more closely related to batCoV-HKU4 detected in 7Tylonycteris bats from
Hong Kong (90% of nucleic acid and 95.2% of amino acid identities) than to other lineage C
viruses found in Pipistrellus from Hong Kong, the Netherlands, Thailand, Neoromicia from
South Africa and Nycteris from Ghana (82.4 to 84% of nucleic acid and 85.7% to 92.8% of
amino acid identities respectively). Cluster aCoV 1 strains displayed a similar congruence
profile and were only detected in Cambodian Scotophilus bats (n=31), with the exception of one
sequence detected in Cambodian Pipistrellus (BatCoV512 _SL.2-9 Pisp). In the aCoV_4 cluster,
two sequences found in Hipposideros larvatus (PREDICT-CoV-53 strains) from Lao PDR
formed their own branch (cluster aCoV_4c), supported by a bootstrap of 100, closely related to

the aCoV HKU10, previously detected in 5 bat genera from Thailand, the Philippines and Hong
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Kong (sublineage aCoV_4b). Two aCoV sequences detected from Myotis horsfieldii in
Cambodia, PEDV Kch1-04 and PEDV_ Kchl-13, fell with the CoV responsible for porcine
epidemic diarrhea episodes in pigs (PEDV), in the cluster aCoV_2. They showed 93.4% to

97.2% nucleotide identity and 96.13% to 100% amino acid identity with the porcine CoV strains.

All sequences of viruses identified in Scotophilus clustered in the aCoV 1 lineage, those from
Hipposideros belonged to aCoV_4c, the sequences found in Myotis were all from the group
aCoV_2 and the sequences of the viruses identified in Rousettus were all grouped in the lineage
BCoV_D. In Pipistrellus bats from Mondulkiri province caught in 2013, the viruses detected

belonged to both the aCoV and the fCoV groups.
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4. Discussion

To our knowledge, this is the first report of the detection and description of coronaviruses
from chiroptera of Cambodia and Lao PDR.

A significant diversity of CoVs was found in pteropodids both in Cambodia and Lao
PDR. Overall, CoV detection rates (6.5% in Lao PDR and 4.85% in Cambodia) were in the same
range than those found in Thailand (7%) (Wacharapluesadee et al., 2015), but lower than those
reported in Hong Kong (12%) or Philippines (29.6%) (Woo et al., 2006; Tsuda et al., 2012).
Interestingly, for the first time, coronaviruses were detected in Megaerops niphanae and Myotis

horsfieldii.

In this study, aCoVs were mostly associated with Yangochiroptera bats whereas and
BCoVs were found in Yinpterochiroptera bats, with the exception of three viruses, i.e., 2 CoVs
from the cluster aCoV_4 found in hipposiderids, and one BCoV from lineage C, detected in
Pipistrellus. In Lao PDR, BCoVs from lineage D were all associated with pteropodids whereas
aCoVs were detected from hipposiderids. In Cambodia, an association between host and virus
clade was observed between bats from the genus Myotis and the aCoVs genetically related to
PEDV strains. These results are in line with conclusions of previous studies: all CoVs detected in
bats belonging to the Myotis genus were always aCoVs (August et al., 2012; Dominguez et al.,
2007; Gloza-Rausch et al., 2008; Osborne et al., 2011; Tang et al., 2006; Woo et al., 2006;
Kemensi et al., 2014; Fischer et al., 2016).

BCoVs from lineage D have frequently been found in frugivorous bat species from
Madagascar, Kenya, Thailand, and Hong Kong (Anindita et al., 2015; Razanajatovo et al., 2015;

Wacharapluesadee et al., 2015; Woo et al., 2007). A similar trend was observed in this study, as
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BCoVs from the lineage D were only affiliated with frugivorous bats. The phylogenetic
relatedness of the genera Cymopterus, Eonycteris, Rousettus, Megaerops and Macroglossus
suggests a possibility of coevolution of the lineage D BCoVs with the Pteropodidae.

However, the phylogeny data of our study should be interpreted with some caution given
that they are based on short sequences of a conserved gene. Studies using longer sequence
fragments that include other domains of the ORF would certainly provide new insights.
Unfortunately sequencing of coronavirus can be challenging, due in part, to limited nucleic acid
in field samples, as well as the high genetic diversity of the viruses (Drexler et al., 2010; King et
al.,2012).

Although some findings in this study suggest the possibility of host specificity, in
particular for the genera Hipposideros, Myotis and Scotophilus, as well as congruence of
phylogeny between bats and coronaviruses, we also report shared hosts from different families
for both aCoV and BCoV. For example, Pipistrellus bats from the same location were found to
harbor aCoV _1 and lineage C BCoVs sequences. This latter lineage which also includes the
highly pathogenic the MERS-CoV (Reusken et al., 2016), have been from humans, camels, and
insectivorous and frugivorous bats from the Vespertilionidae and Phyllostomidae tfamilies
respectively (Annan ef al., 2013; Corman et al., 2014; Reusken et al., 2010; Wacharapluesadee et

al.,2013; Wang et al., 2014, Munster et al., 2016).

Pipistrellus are human-dwelling bats and the presence of CoVs in the same clade with
pathogenic viruses raises the question of the potential risk for human health resulting from
deforestation and urbanization that creates habitats for these bats. In this study, Pipistrellus bats
were found only in deforested and agricultural regions. Further risk-assessment studies should

focus on the correlation between landscape change, land use and deforestation that may affect the
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distribution of human-dwelling bats and therefore the coronaviruses they harbor. This risk in
Cambodia might be worsened by the fact that Pipistrellus bats are hunted for food. Another
related risk might be the development of guano farms, also associated to agriculture (Broadhead
and Izquierdo, 2010; Stibig et al., 2007). Bats reared for guano in Thailand have shown to harbor
lineage C BCoV (Wacharapluesadee et al., 2013). This activity is also developing in Cambodia
(Thi et al., 2014) and risk of contamination by direct contact and aerosols must therefore be
considered.

The hypothesis of a potential case of horizontal transmission between livestock and bats
can be raised with the PEDV-like viruses, detected in Myotis horsfieldii. Another aCoV closely
related to PEDV-CoV was recently detected in Brazil in Mexican free-tailed bats (7adarida
brasiliensis) (Simas et al., 2015). Not only is this first report of the presence of this coronavirus
in Myotis horsfieldii, but the strain detected seems genetically closely related to PEDV strains
that infect swine and cattle (Song and Park, 2012). Mpyotis bats also belong to the
Vespertilionidae family and dwell in dark places including houses, farms and barns. The
hypothesis of a possible origin of PEDV from bats as well as a potential cross-species
transmission has been raised by previous studies (Huang et al., 2013; Tang et al., 2006) and
would benefit from further investigation. To date, only a limited number of studies have
investigated the capacity of bat coronaviruses to be infectious to other mammals, including
humans. This is notably due to a lack of data on the spike protein of these bat viruses. Indeed, the
spike protein is the primary determinant for the cell tropism and pathogenesis (Belouzard et al.,
2012). Previous studies examining the role of spike proteins have focused on the SHC014 and the
HKU4 bat coronaviruses, due to their close phylogenetic relationship with the highly pathogenic
SARS-CoV and MERS-CoV. These two SARS-like and MERS-like bat coronaviruses

experimentally demonstrated some potential to eventually emerge as human pathogens (Becker et
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al., 2008; Menachery et al., 2015; Yang et al., 2015). Recombinant viruses expressing the spike
of SARS-like bat CoV (strain SHC014) can efficiently infect human airway cells as well as other
mammal cells (primates, mice), and can undergo viral replication both in vitro and in vivo
(Becker et al., 2008; Menachery et al., 2015). Sheahan et al. identified the two important
mutations on the spike Receptor-Binding Domain (RBD) involved in the capacity of infection of
human cells by bat SARS-like CoV strains (Sheahan et al., 2008). Similarly, only two mutations
(S746R and N762A) in the RBD region of spikes of the strain HKU4 are required to enhance the
capacity to mediate viral entry into human cells of this MERS-like CoV strain (Yang et al.,
2015). Molecular interactions between the RBD of the spike protein of the viruses and the human
receptors are important for the adaptation of SARS-CoV and MERS-CoV to human cells, and
play a critical role in the bat-to-human transmission of coronaviruses (Li et al., 2005; Menachery
et al., 2015; Yang et al., 2015). Hence, there is a clear need to study the gene encoding for the
spike protein especially in the RBD region of bat coronaviruses in order to investigate their

capacity to interact with human cell receptors and thus be potentially infectious to humans.

Our study had some limitations related to sampling procedure, that may have affected
results. Many of the samples (n=1838) were collected from dead bats intended for human
consumption. If rectal swab is the sample which represents the highest probability for detecting
coronaviruses in bats (Watanabe et al., 2010), it's possible virus survival in dead animals might
be affected. And since the time between the death of the bats and sample collection remained
unknown, we can cannot exclude that viral genetic material quality may have decreased and may
have negatively affected the detection rate by molecular assay. Moreover, although the samples
were conserved in stabilization solution, several thaw cycles could have affected the quality of

the biological material and the stability of the virus (Johnson, 1990). Thus, a loss of viral genetic
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material could have happened leading to an undetectable viral load by PCR assay. Watanabe et
al. used a quantitative real-time RT-PCR assay to estimate the viral load and established that the
RT- PCR assay used in the present study had a threshold of detection of 5.3x10* copies per
milligram of sample.

The health status of the animals sampled in our study was unknown but previous studies
suggest that bats might not develop disease during coronavirus infections. Watanabe did not
record any clinical symptoms during the experimental infection of by a BCoV belonging to the
lineage D closely related to the CoVs detected here in the Pteropodidae (Watanabe et al., 2010).
Drexler observed a successful breeding in a colony of Myotis myotis bats despite a strong
amplification of coronaviruses over time (Drexler et al., 2011). Bats infected by SARS-CoV did
not display any clinical symptoms (Wang et al., 2006) while the virus was pathogenic for various
mammal models such as civets, hamsters, ferrets, mice or primates (Wu et al., 2005; Weiss and
Navas-Martin, 2005). Studies on other zoonotic viruses showed results in the same line: bats can
carry other RNA viruses, like henipaviruses (Halpin et al., 2000; Middleton et al., 2007,
Williamson et al., 2000) or filoviruses (Jones et al., 2015; E. M. Leroy et al., 2005; Olival and
Hayman, 2014; Swanepoel, 2007) without displaying clinical signs of infection. RNA viruses
seem to have little pathogenic effect on bat’s life cycle (Li ef al., 2005) which may explain that
bats are excellent reservoirs for zoonotic viruses including CoVs (Brook and Dobson, 2015; Han

et al.,2015; Omatsu et al., 2007).

Bats have developed metabolic processes adapted to wide variations in both temperature
and metabolic rate during flight. Such metabolism has inadvertent consequences on their

longevity and immune functioning (O’Shea ef al., 2014; Zhang et al., 2013). More particularly,
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chiropterans are able to modulate antiviral immune mechanisms to control intra-cellular
infections (Brook and Dobson, 2015). Several studies showed that infected bats may not clear
totally the virus, but they are able to maintain the infection to a very low viral load, avoiding
immunopathogenic consequences. This strategy, combined with the capacity to spread the virus
in relative long distances and diverse environments, make bats a very efficient reservoir of

zoonotic pathogens (Schountz, 2014).

Although Chiroptera do well support infections by viruses, a seasonality has been shown
in some zoonotic virus infection rates. Reproduction periods, female status and resource
availabilities have been proven to affect the prevalence in bats infected by other RNA viruses,
such as henipaviruses (Middleton et al., 2007; Plowright et al., 2008; Wacharapluesadee et al.,
2010), rhabdoviruses (George et al., 2011) or filoviruses (Amman et al., 2012; Hayman, 2015).
Drexler also observed a strong amplification of RNA viruses including coronaviruses during a
Mpyotis myotis colony formation and after parturition (Drexler et al., 2010). Greater shedding over
such periods increase the probability of transmission of viruses to humans and the risk of
emerging zoonoses. Seasonality was not explored in our study due to the heterogeneity of the
sampling session over time, but it would be interesting to include these parameters in further

investigations.

The sample collection methodology did not allow a detailed epidemiological analysis of
the circulation of CoVs in bats based on geographical origin. We observed a high heterogeneity

in the number of specimens collected and in the diversity of the bats species in the study sites.
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For example, 60% of the bat samples were collected in 13% (5/28) of the visited districts. Other

parameters such as age, sex, pregnancy status could also not be readily recorded.

Almost all the bats which tested positive for coronaviruses were meant to be consumed by local
human populations. The examples of Ebola or SARS-CoV outbreaks already suggeste that wildlife hunting
and consumption provided opportunities for human contamination (Bengis et al., 2004, Leroy et al.,
2009; Xu et al., 2004). In Cambodia and Lao PDR, bat consumption is widespread (Lee et al., 2014;
Mickleburgh et al., 2009; Mildenstein et al., 2016). These practices may increase the risk of human
exposure to viruses through hosts that may be reservoirs for pathogens. Practices such as hunting,
selling or cooking bats might represent efficient interfaces for virus transfer from bats to humans, and
therefore need to be further investigated. It demonstrates the importance to develop guidance for rural

communities exposed to bats, on how to deal with them and the potential virus threat.

The diversity of bat coronaviruses found circulating in Cambodia and Lao PDR suggests a
correlation may exist between coronaviruses and host diversity. In Cambodia alone, 22% of the
forest areas have been lost since 1973, while about 50% of the remaining surface is fragmented
and 70% of the forest is in a “perforation” state in Lao PDR (WWF, 2013), associated with
agricultural development and suburban growth. This environmental change most likely affects
the biodiversity of bats and therefore that of their coronaviruses. As deforestation, agriculture and
suburban growth might facilitate encounters between humans and coronaviruses from human-
dwelling bats that could potentially become harmful for humans, specific attention and studies

should therefore be devoted to this aspect.
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Table 1. Origin of the samples collected and environmental description around sampling sites.

Country District
(Province)

Cambodia Banan

(Battambang)

Cambodia Moung Russei

(Battambang)

Cambodia Som Lot

(Battambang)

Cambodia Kampong Chhnang

(Kampong Chhnang)

Cambodia Kean Svay

(Kandal)

Cambodia Choam Khsant

(Preah Vihear)

Cambodia Bakan

(Pursat)

Cambodia Ou Chum

(Ratanakiri)

Cambodia Ta Veaeng

(Ratanakiri)

Cambodia Veun Sai

(Ratanakiri)

Reference
of site

Cl10

C5/C8,C9

C7

C4

Cl

C29, C30, C41

C42, C43/

Cl12,C31, C44

Co6

C36, C37

C35

C38, C39

Date of sampling Environment

Nov, 11

May,2011,
Jul, Aug, 2011
Sep, Nov, 2011

Sept, 2012

Jun, 2011

May, Jun,2012,
May, 2013

Dec, 2010

Sep, 2012

Jan, Feb 2013

Dec, 2010

Dec, 2010

Dec, 2010

Open areas with crops
and sparse lowland forests

Open areas with crops
close to sparse lowland
forests, and water bodies

Open areas with crops
close to sparse lowland
forest

Open areas with crops
close to sparse lowland
forest, and water bodies

Suburban zone, areas
with crops/sparse lowland
forest, close to water bodies

Suburban zone close to
sparse forest/
Areas close to forest

Sparse lowland forests,
bat farming

Close to water
bodies and forest

Small village close to
forest

Human dwellings close
to forest and water bodies

Nb of bats sampled (% of all bats)

24 (1,2)

171 (8,7)

7(0,4)

50 (2.5)

392 (20)

165 (3.4)

5(0,3)

45 (2,3)

14 (0,7)

39(2)

Origin of samples
Wild

Hunted/ sold
on markets

24

171

50

392

43

45

14

39

122

Guano
farm
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Cambodia
(Siem Reap)

Cambodia
(Thala Barivat)

Cabmodia
(Mondulkiri)

Lao PDR
(Bolikhamxay)

Lao PDR
(Champasak)

Lao PDR
(Houaphan)

Lao PDR
(Khammouane)

Lao PDR
(Khammouane)

Lao PDR
(Khammouane)

Lao PDR
(Khammouane)

Lao PDR
(Luang Namtha)

Lao PDR
(Luang Namtha)

Siem Reap

Stung Treng

Kaev Seima

Pak-kading

Batieng chaleunsouk

Vieng Thong

Gnommalath

Hinboon

Mahaxai

Xebangfay

Luang Namtha

Mueang Sing

Cl1

C32,(C33,C34

C2,C3

C20

Cl13

C25

Cl18

C19

Cl17

Cl15,Cl6

C26

C27

Jul, Aug, 2013
Nov,2013

Dec,2010

May, 2011
Feb, 2013

May, 2012
Apr, 2013,
Feb, 2013

forests

Mar, Apr, 2011,

Dec, 2011,

Feb, 2012

Nov, 12

Mar, 1013

Feb, 2011

Feb, 2011

Dec, 2012

Dec, 2012

Close to sparse lowland
forests

Suburban zone close to
sparse forest

Mountains forests with
ongoing deforestation

Mountains forest
Suburban zone close to
sparse forest

Close to sparse lowland

Caves and karsts

Mo