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RESUME

Dans la lignée des épidémies récentes des virus Ebola et Zika, la pandémie de
R Covid-19 a donné lieu a une avalanche de données génomiques. Celles-ci ont

Mors cLEs permis de mieux comprendre I'origine de ce virus, de dater son apparition en
Covid-19 Chine mais aussi en France et d’analyser la propagation de I’épidémie grace aux
épidémiologie séquencage techniques issues du champ émergent qu’est la phylodynamique.
phylogénies
Sars-CoV-2

ABSTRACT

Keyworps Sars-CoV-2 genomic and phylodynamic analyses
Covid-19 In line with the recent Ebola and Zika virus epidemics, the Covid-19 pandemic
epidemiology sequencing has led to an avalanche of genomic data. These data made it possible to better
phylogenies understand the origin of this virus, to date its emergence in China, but also in

\ Sars-CoV-2 ) France,and to analyse the spread of the epidemic using techniques from the
© 2020 — Elsevier Masson SAS emerging field of phylodynamics.
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D Introduction

La phylodynamique est une nouvelle discipline qui asso-
cie la phylogénie et I’épidémiologie. Les techniques
de séquencage a grande échelle de génomes viraux,
largement utilisée de nos jours, permettent de relier
I’évolution des séquences au développement d’une
épidémie. La phylodynamique a connu un grand essor
ces derniéres années avec la survenue d’épidémies a
virus émergents tels que les virus Ebola ou Zika et la
pandémie actuelle de Covid-19 due au coronavirus
Sars-CoV-2 ouvre un nouveau champ d’investigation
pour cette discipline.

D Une origine animale

En décembre 2019, une épidémie de pneumonies d’al-
lure virale d’étiologie inconnue a émergé dans la ville
de Wuhan (province de Hubei, Chine) [1]. Le 9 janvier
2020, les autorités sanitaires chinoises et I'Organisation
mondiale de la santé (OMS) annoncent la découverte
d’un nouveau betacoronavirus, appelé 527 « Décembre
2020, et présenté comme I'agent responsable de ces
pneumonies (Covid-19).

Les premiéres séquences du Sars-CoV-2 sont publiées
des le 12 janvier. Les séquences virales les plus proches
connues ont 96 % d’identité et proviennent du virus
RaTGI3,identifié chez une espece de chauve-souris trés
répandue dans le sud-est asiatique, du genre Rhinolophe
(Rhinolophus dffinis) [2]. Les virus humains les plus
proches de Sars-CoV-2 sont le virus du Sars et du Mers,
qui ont été a I'origine d’épidémies trés mortelles mais
heureusement limitées, en 2003 et 2012 respective-
ment. On pense que ces deux virus ont comme espéce
réservoir les chauves-souris, mais leur propagation a
’lhomme s’est faite grace a un héte intermédiaire, la
civette pour le Sars, et le chameau pour le Mers.

En plus de montrer que nous avions affaire a un nou-
veau virus, I'analyse du génome a aussi apporté des
informations au niveau de son histoire évolutive. Tout
d’abord, il faut souligner que le virus de la chauve-souris
RaTGI3 n’est probablement pas directement la source
du Sars-CoV-2, avec 4 % de séquences divergentes :
le virus animal le plus proche du Sars de 2002, identifié
chez des civettes, n’avait que 0,2 % de divergence [3].
Cela signifie que le virus Sars-CoV-2 a divergé des virus
de chauve-souris voisins que 'on connait il y a entre
40 et 70 ans [4]. En particulier, la région de la pro-
téine virale « Spike » (ou S), impliquée dans I'entrée
des Coronavirus dans les cellules humaines, présente
cing mutations clés et une insertion qui ne sont pas
présentes dans le génome du virus RaTGI13 [5]. En
revanche, des pangolins illégalement importés dans la
province voisine du Guangdong étaient porteurs de
Coronavirus également tres similaires au Sars-CoV-2
(80 a 88 % d’identité) et contenant en particulier ces

mutations. Des hypothéses ont donc été avancées quant
a la possibilité d’hotes intermédiaires ou de recombi-
naisons entre virus. Cependant, la découverte récente
d’un coronavirus de chauve-souris présentant, comme
le Sars-CoV-2, un site de clivage au sein la protéine S
renforce I'hypothése que les chiroptéres sont les réser-
voirs du virus [6].

Signalons aussi la présence d’un site de clivage polyba-
sique dans S, qui n’a jamais été décrit dans cette lignée
de betacoronavirus [5]. La maniére dont le clivage de
la protéine d’ancrage a lieu est cruciale chez de nom-
breux virus pour déterminer la spécificité de I'héte et
leur infectivité. Chez les virus de la grippe, ce site de
clivage polybasique dans la protéine d’ancrage hémag-
glutinine (HA) est connu pour évoluer spontanément,
notamment dans les élevages industriels de volailles.
Il permet une forte augmentation de la virulence du
virus, qui peut infecter les voies respiratoires basses.
Ces mutations suggérent une adaptation élevée du virus
a I'exploitation de son héte humain, ce qui est assez
cohérent avec la symptomatologie. En effet, I'infection
est bien moins virulente que celles causées par le Sars
ou le Mers, tout en étant extrémement contagieuse.
Ces analyses de génomique comparative se situent a
un niveau multi-spécifique et permettent d’en savoir
plus sur les origines lointaines du virus et son adap-
tation a ’lhomme. Un important travail reste a effec-
tuer afin d’identifier et de séquencer des virus circulant
dans la faune sauvage et domestique potentiellement
plus proches du Sars-CoV-2. En paralléle, I'analyse de
génomes issus d’infections humaines permet-elle d’en
savoir plus sur I'épidémie en cours.

D Epidémie a Wuhan

Lintense effort de recherche a permis rapidement de
disposer de nombreuses séquences du virus dans la
population humaine :fin janvier, plus d’'une cinquantaine
de séquences étaient publiées.Tout d’abord, ceci a per-
mis de révéler que le virus présentait chez les humains
une trés faible diversité. Le scénario le plus probable est
donc une origine tres récente du virus dans la popula-
tion humaine, avec une introduction unique.

Les coronavirus sont des virus a ARN qui mutent
relativement rapidement. L'accumulation réguliére
de mutations au cours des infections peut étre uti-
lisée comme une « horloge moléculaire », permet-
tant de dater des événements épidémiologiques.
Une des hypotheses clés est que ces mutations sont
« neutres », autrement dit, elles ne modifient pas la
capacité du virus a se propager dans la population.
Grace aux modéeles phylogénétiques, on peut ainsi
estimer a quoi ressemblait le plus vraisemblable-
ment le génome des ancétres communs aux virus
circulant dans les populations humaines. Il ne reste
plus qu’a compter le nombre de mutations entre les
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Figure 1. Phylogénie d'infections de la pandémie de Covid-19 obtenue par Nextstrain.
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Cet arbre a été téléchargé le 4 juillet 2020 [15,16] et obtenu a partir des données de la base GISAID. Les couleurs indiquent les continents sur
lesquels ont eu lieu les infections. 57 feuilles correspondant a des séquences issues d’infections en France sont indiquées par des points jaunes. La
majorité des séquences, qui appartiennent a priori a la vague épidémique, appartiennent au clade 20A alors que les séquences correspondant aux
premiers cas importés sont dans le clade |9A.
Cette image est protégée par une licence CC-BY 4.0 de Creative Commons a nextstrain.org.
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génomes ainsi inférés et les génomes des virus dépis-
tés. Avec environ deux substitutions par mois qui
s’accumulent dans leurs génomes, les premiéres esti-
mations ont cerné I'origine de I’épidémie entre aol(t
et décembre 2019 [7], en cohérence avec I'observa-
tion des premiers cas de pneumonie de Covid-19 a
Wuhan début décembre.

Ces approches de datation sont maintenant classiques
mais de nouvelles techniques développées depuis une
vingtaine d’années permettent d’extraire plus d’infor-
mation a partir des séquences génétiques de virus, en
particulier en lien avec la dynamique des populations.
Ce champ s’appelle d’ailleurs la « phylodynamique »
[8-11].Ainsi, des modeéles probabilistes comme celui
du coalescent ou celui des processus de naissance et
de mort permettent d’utiliser la structure d’un arbre
phylogénétique pour estimer si une épidémie croit ou
décroit. Pour I'épidémie de Sars-CoV-2, qui au début
a cru de maniére exponentielle dans la province du
Hubei, on a pu calculer que I'épidémie doublait en taille
environ toutes les semaines (intervalle de confiance
a 95 % entre 4,7 et 16,3 jours) [7,12]. Il est possible
aussi d’estimer le fameux R, c’est-a-dire le nombre
de reproduction dans une population entiérement sen-
sible, avec des valeurs dans VWuhan proche de 4 avant
le confinement [13].

D La pandémie

En grande partie du fait de la transmission du virus
avant I'apparition des symptomes, I’épidémie dans
Wauhan s’est propagée a la Chine avant de devenir pan-
démique, selon les termes de 'OMS, le || mars 2020.
L'analyse des génomes viraux permet de retracer cette
expansion grace aux méthodes de phylogéographie [14].
Lidée est qu’en plus d’inférer la séquence génétique la
plus vraisemblable des virus ancestraux, on peut aussi
inférer leur localisation géographique.

Cette méthode a été popularisée par la plateforme
Nextstrain [17], qui permet a tout un chacun de visua-
liser des phylogénies telles que celle représentée sur la
figure I.D’un point de vue technique, leur approche
se décompose en cinq étapes :

» « nettoyer » les données, afin de par exemple reti-
rer les génomes contenant beaucoup d’erreurs de
séquengage;

» aligner ces séquences, étape clé pour l'inférence
phylogénétique;

» inférer I'arbre phylogénétique, que I'on peut inter-
préter comme une sorte d’arbre généalogique
reliant les différentes infections dont les virus ont été
séquencés;
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» caler I'arbre dans le temps car a la base sa distance se
mesure en nombre de mutations;

» inférer un état géographique pour les nceuds internes
de I'arbre, que I'on peut interpréter comme I'endroit
ou étaient les ancétres communs aux infections
dépistées.

Les trois premiéres étapes effectuées par Nextstrain sont

relativement robustes au vu du nombre de séquences

analysées (plusieurs milliers). Toutefois, les deux der-
niéres étapes sont a nuancer et ce d’autant plus que ce

sont sur elles que s’appuient beaucoup de conclusions.

En effet, la calibration dans le temps pour un arbre aussi
grand est délicate et nécessite des hypothéses simplifi-
catrices. Cela signifie que les dates des embranchements
internes de I'arbre sont a prendre avec précautions.
Mais, c’est surtout I'estimation de la position
géographique des états ancestraux qui
peut se révéler particuliérement trom-
peuse. Imaginons un scénario impro-
bable ou aucune séquence de Chine
n’aurait été disponible et ou le pre-
mier pays touché ait été la France,
avant que I'épidémie ne touche les
Etats-Unis (comme elle I'a fait). La
conclusion de I'analyse phylogéo-
graphique serait alors que I'épidé-
mie provient de France. Ce biais lié
a I'échantillonnage se retrouve dans
toutes ces analyses. Ainsi, il est plus
probable de retrouver dans les branches
internes de l'arbre des pays qui ont partagé
beaucoup plus de séquences que les autres.
Malgré cela, les analyses de Nextstrain ont révélé
une structure mondiale de pandémie trés cohérente
avec les relevés épidémiologiques. Une nomencla-
ture a aussi été proposée afin de décrire au mieux
cette structure [18]. D’autres approches phylo-
géographiques ont aussi pu montrer comment se
sont installées les épidémies, avec par exemple des
introductions multiples en Caroline du Nord aux
Etats-Unis [19].

D L'épidémie en France

La France a été le premier pays d’Europe a partager des
séquences génomiques de Sars-CoV-2. Il faut dire que
le pays a connu les premiers cas de Covid-19 dépistés
en janvier. Au 4 avril, la base de données en ligne Global
Initiative on Sharing Avian Influenza Data (GISAID) comptait
196 génomes issus de patients Covid-19 diagnostiqués en
France. La plupart ont été obtenus par les deux centres
nationaux de référence a partir d’échantillons collectés
dans différents centres hospitaliers francais.

Nos analyses ont permis de montrer plusieurs points.
D’une part, la grande majorité des séquences se
regroupent dans un clade central (en jaune sur la figure I).

Les modéles
phylodynamiques
permettent d'estimer
la durée de la période
infectieuse

Comme les séquences les plus anciennes, notamment
les cas importés détectés en janvier, appartiennent
a un clade majoritairement asiatique (en bleu sur la
figure I), interprétation la plus parcimonieuse est
que ce dernier correspond a la vague épidémique. Les
séquences isolées seraient elles associées a des évé-
nements d’importation isolés qui n’ont pas conduit a
des chaines de transmission pérennes. A noter que les
séquences les plus récentes associées a la vague épi-
démique ne datent que de fin février, ce qui limite la
portée des analyses. A ce jour dailleurs,aucun génome
issu d’une infection dépistée en France avant fin janvier
n’est disponible (et encore, pour fin janvier, il s’agit de
voyageurs revenant de Chine).
Comme pour l'origine de I'épidémie en Chine, nous avons
pu dater cette vague épidémique [20]. Lincerti-
tude est grande du fait du nombre limité de
séquences et du peu de diversité géné-
tique du virus. On peut néanmoins la
dater entre la mi-janvier et le début
février, ce qui est cohérent avec les
estimations obtenues a partir des
données d’incidence [21]. Il faut
cependant tempérer ces résul-
tats. D’une part, plusieurs régions
telles que I'Occitanie n’étaient pas
représentées. De plus, il se pour-
rait qu’il y ait eu des introductions
multiples du virus en France, auquel
cas l'ancétre commun de la vague épidé-
mique que nous détectons se situerait alors
vraisemblablement hors de France.
En plus de dater cette vague épidémique, nous avons
aussi pu estimer sa vitesse de propagation [20]. A
l'aide de modéles de naissance et de mort, nous avons
estimé le nombre de reproduction de 'épidémie (R)
sur trois périodes temporelles : avant le 19 février, du
19 février au 7 mars et du 7 au 24 mars. Ce nombre de
reproduction correspond au nombre moyen d’infections
engendrées par une personne infectée au cours de son
infection [22]. Sur la premiére période, il est impossible
d’estimer la valeur de R, du fait du manque de données.
Sur la seconde période, celui-ci est élevé avec une valeur
médiane de 2,6, ce qui est cohérent avec les données
d’incidence [21,23]. Enfin, sur la période plus récente, ce
nombre tombe a |,4. Ces résultats sont cohérents avec
la mise en place d’un confinement national au |7 mars.
Enfin, un des apports particulierement intéressant des
modeles phylodynamiques est qu'ils permettent d’estimer
la durée de la période infectieuse [24]. Ces informations
sont impossibles a extraire des seules séries temporelles
et nécessitent des suivis de chaines de transmission sur le
terrain afin de mesurer le nombre de jours entre I'appa-
rition des symptdmes chez une personne infectante et
chez une personne infectée (aussi appelé intervalle sériel).
Le résultat de I'analyse des génomes associés a la vague
épidémique est une durée de contagiosité médiane de
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5,1 jours avec un intervalle de confiance a 95 % entre
2,9 et 7,1 jours. Ceci est particulierement cohérent avec
la valeur estimée dans [25] a I'aide de suivi de chaine de
transmission qui est de 5 jours.

D Perspectives

L'épidémie d’Ebola en Afrique de I'QOuest avait déja
constitué un tournant au niveau de la génomique avec la
publication d’'une étude phylogénétique trés rapidement
[26] et la démonstration qu’il était possible de séquen-
cer plusieurs génomes entiers par jour dans un pays
ravagé par une crise sanitaire [27]. Avec la pandémie de
Covid-19, le partage des données génomiques a été parti-
culiérement impressionnant. Non seulement la séquence
de ce nouveau virus était publiée le 12 janvier, moins
de deux semaines apres la détection de I'épidémie, mais
en plus beaucoup d’instituts de recherche ont accepté
de partager leurs données grace a la base de données
génomiques de grippe GISAID. Les résultats tels qu'’ils
sont présentés, dans cet article, sont directement issus
de ce partage.

Le cas de la France illustre que, si des améliorations
ont été faites, tout reste loin d’étre parfait. Ainsi, la cou-
verture du territoire national dans la base de données
GISAID est imparfaite. Mais surtout, depuis la fin mars,
la contribution de la France a stagné passant de plus
de 13,5 % des séquences européennes (67 sur 499) le
23 mars a |,1 % le 23 juin (394 sur 35 162) derriére la
Belgique ou I'Espagne et tres loin derriére le Royaume-
Uni et I'lslande.

Il ne s’agit évidemment pas de séquencer des génomes
pour le plaisir. Améliorer la couverture géographique
mais surtout temporelle de I'’échantillonnage permet-
trait tout d’abord de mieux répondre a une éventuelle
seconde vague. En effet, sans une représentation exhaus-
tive de la diversité génétique en France, il sera difficile de
déterminer si les nouveaux cas sont liés a des importa-
tions d’autres pays ou au contraire au redémarrage de
chaines de transmission locales. Pour le moment, notre
vision phylogénétique de I'épidémie, en France, est fixée
a la fin mars avec en plus des inconnues pour certaines
régions. De plus, des données supplémentaires permet-
traient aussi de mieux analyser la propagation de I'épidé-
mie, a ’heure ol les modeles basés sur la détection du
nombre de nouveaux cas perdent en puissance avec le
reflux de I'épidémie. De plus, ils permettraient d’affiner
lintervalle sériel, c’est-a-dire le nombre de jours sépa-
rant deux infections, données toujours inconnues pour
I'épidémie en France.

Lévolution et la diversité génomique du Sars-CoV-2 au
sein des personnes infectées peuvent aussi avoir des
conséquences cliniques, que ce soit pour des questions
de résistance aux traitements ou d’échappement aux
vaccins [28]. Les premiéres analyses semblent détecter
une diversité génétique non négligeable dans les popu-
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lations virales intra-patient [29,30]. Ceci peut sembler
surprenant pour des infections aigués, mais une des expli-
cations pourrait étre la co-transmission de particules
virales lors de l'infection [30].

Enfin, une derniére raison de surveiller la diversité
génomique est que toutes les mutations fixées dans les
génomes ne sont pas neutres, comme l'ont illustré les
épidémies de virus Chikungunya a la Réunion [31] ou
Ebola en Afrique de I'Ouest [32]. Dans les deux cas, une
mutation dans le génome du virus a conféré a ce dernier
une capacité accrue a exploiter pour le premier le mous-
tique tigre et pour le second 'lhomme. Le souci est que
le virus fixe plusieurs mutations par mois en moyenne
par hasard et distinguer des effets adaptatifs est ardu.
Dans le cas du Sars-CoV-2, a ce jour une mutation est
candidate a un tel scénario mais les démonstrations sont
encore limitées.

D Conclusion

Les virus ne sont pas des étres figés. lls évoluent
continuellement et rapidement. Cette évolution les
rend particulierement difficiles a contrdler du fait des
mutations adaptatives. Mais elle permet aussi de suivre leur
propagation a la trace dans leur génome par le biais de la
phylodynamique.D’ou 'intérét a combiner microbiologie,
évolution et épidémiologie [33]. "'l

Sclarati i ‘intéréts : uteurs déclar
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b La maniére dont les virus se propagent laisse des traces
dans leurs génomes.

b La phylodynamie permet de dater des événements
d’une épidémie virale et d’estimer la valeur de para-
métres clés (hombre de reproduction).

b Les progres technologiques ont conduit a une produc-
tion et un partage extrémement rapide des données
de séquence virale.

» Lorigine de I'épidémie a été datée, en Chine, entre
fin ao(t et début décembre 2019, en France, la vague
épidémique aurait commencé vers la mi-janvier.

» Ces résultats sont limités par les biais d’échantillonnage
et le peu de différences entre les génomes.
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