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Introduction générale

Les entérovirus sont des agents pathogeénes trés communs en médecine humaine et
responsables d’environ 1 milliard d’infections asymptomatiques chaque année dans le monde
(Palacios & Oberste, 2005 ; Racaniello, 2007). Le genre Enterovirus de la famille des
Picornaviridae, est constitué de petits virus non enveloppés a ARN simple brin de polarité
positive (Racaniello, 2007). Il comprend actuellement 89 sérotypes pathogeénes pour I’ Homme,
répartis en 5 espéces d’une classification en permanente évolution grace a I’apport des outils
moléculaires (Junttila et al., 2007 ; Oberste et al., 2007). Méme si la majorité des infections a
entérovirus est asymptomatique, ces pathogénes ubiquitaires sont responsables de syndromes
infectieux vari¢s, dont le pronostic dépend de la dose infectieuse, de I’organe cible, de 1’age,
du sexe et du statut immunitaire de 1’individu (Andréoletti, 2003 ; Hot et al., 2003). Le virus
pénétre dans 1’organisme par voie oropharyngée ou par voie digestive aprés ingestion
d’aliments ou d’eau souillés (contamination de type fécale-orale), mais également par voie
aérienne a partir d’aérosols (Andréoletti, 2003 ; Hot et al., 2003). Les infections a entérovirus
sont responsables de pathologies neurologiques, cardiaques, musculaires, cutanées et
muqueuses mais également d’infections néonatales ainsi que d’infections respiratoires hautes
(rhinites, laryngites, pharyngites) et basses (bronchites, pneumonies, bronchiolites)

(Chonmaitree et al., 1995 ; Mc Carthy et al., 2000).

Deux études de cohorte de nourrissons ou de jeunes enfants hospitalisés pour bronchiolite,
ont détecté et identifié par RT-PCR (transcription inverse et réaction de polymérisation en
chaine), la présence du génome des entérovirus dans 8 et 25 % des échantillons de sécrétions
respiratoires (Andréoletti et al, 2000; Jartti T et al., 2004). Les resultats de ces précédentes
études cliniques indiquaient, que les entérovirus seraient 1’une des trois premiéres causes virales
de la bronchiolite infantile avec le Virus Respiratoire Syncytial (VRS) et les rhinovirus.
Cependant, I’importance épidémiologique ainsi que les caractéres cliniques et les mécanismes
physiopathologiques des infections respiratoires basses a entérovirus restaient peu étudiés, voire

totalement inconnus.

Récemment, 1’identification de nouveaux sérotypes d’entérovirus ainsi que d’entérovirus non
polio recombinants (virus mosaiques), suggere que de nouveaux entérovirus pourraient émerger
et étre responsables d’épidémies caractérisées par de nouvelles manifestations cliniques dont des

syndromes respiratoires. Il devient donc important de préciser I’importance épidémiologique
2



Introduction générale

ainsi que I’impact clinique de ces virus a tropisme en pathologie humaine, mais aussi de mieux
connaitre leur caractéristiques physiopathologique ainsi que leurs caractéres génétiques et

phénotypiques.

\

Ce travail de thése s’est attaché a préciser dans un premier temps, les données
épidémiologiques, virologiques et cliniques des infections humaines a entérovirus en pédiatrie.
Dans une deuxiéme phase de notre travail, nous avons étudi¢ en utilisant des modeles in vitro, les
mécanismes virologiques ainsi que les processus inflammatoires liés a I’infection des cellules

¢épithéliales pulmonaires humaines par des entérovirus a tropisme respiratoire.

Les retombées de ce travail de thése concernent la prévention et le traitement des infections
respiratoires basses a entérovirus en pédiatrie, par 'utilisation de molécules ou de stratégies
antivirales bloquant une des phases spécifiques de la réplication intracellulaire des entérovirus a
tropisme respiratoire. Par ailleurs, ces entérovirus a tropisme respiratoire pourraient également
étre impliqués dans les mécanismes «d’hyper-réactivité bronchique» impliqués dans la survenue

de la bronchiolite et dans le développement de I’asthme infantile.
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1. LES ENTEROVIRUS

1.1. DEFINITION

La famille des Picornaviridae regroupe des virus relativement proches, constitués
de 9 genres (entero-, rhino-, cardio-, aphto-, hepato-, parecho-, erbo-, kobu- et
teschovirus) (Tableau 1). En 1963, le genre Enterovirus a été créé afin de regrouper les
trois sérotypes de poliovirus (PV1-3), les coxsackievirus A (21 sérotypes actuellement) et
B (6 sérotypes actuellement) (CV-A et CV-B), les entérovirus (EV) (34 sérotypes
actuellement) et les echovirus (E) (28 sérotypes actuellement) (Melnick et al, 1963). Les
entérovirus dits « humains » (c'est-a-dire pouvant infecter ’lHomme) sont répartis en 5
especes: les poliovirus et les entérovirus des espéces A, B, C et D (Oberste et al., 2001 ;

Stanway et al., 2005, Racaniello, 2007) (Figure 1).

La terminologic de Picorna est un acronyme synthétique employé pour
« poliovirus, insensitivity to ether, coxsackievirus, orphan virus, rhinovirus, ribo rucleic
acid », mais également pour regrouper sous un méme terme de petits (du grec, pico, 10713
virus @ ARN (RNA-virus). La famille des Picornaviridae a été officialisée en 1974 par le
Comité de Nomenclature des Virus (actuellement Comité International de Taxonomie des
Virus -ICTV-), qui désigne des virus humains et animaux, non enveloppés dont le génome
est un ARN simple brin de polarité positive. La famille des Picornaviridae regroupait alors
5 genres : les Enterovirus, Rhinovirus, Cardiovirus, Hépatovirus et Aphtovirus (Minor et
al., 1995). Cette classification établie initialement sur la base de données issue de la culture
cellulaire est, depuis quelques années, en constante évolution consécutivement a
I’acquisition des données issues de la biologie moléculaire. Le genre Enterovirus réunit a
I’heure actuelle 116 sérotypes, dont 89 sont strictement humains. Les entérovirus humains

provoquent une grande diversité de pathologies chez I'Homme.
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Tableau 1: Classification actuelle des Picornaviridae. D’aprés Stanway, 2005 (Eigth Report of the
International Committee on Taxonomy of Viruses) et le Groupe de travail des Picornaviridae

(http://www.picornastudygroup.com).
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Figure 1. Répartition des entérovirus humains en 5 espéces ou génogroupes obtenue par 1’analyse
phylogénique d’une partie de la boucle BC du géne codant la protéine de capside VP1. La proximité
génétique évidente entre les poliovirus et les entérovirus de I’espéce C a abouti a leur rapprochement au sein

d’une méme espéce (Brown et al., 2003). D’aprés Oberste et al., 2001.
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1.2. Une classification en constante évolution

La classification des Enterovirus a été initialement mise en place sur les propriétés
antigéniques et pathogéniques, sur leur localisation géographique ainsi que sur leur
capacité a infecter certaines lignées cellulaires. L'identification des souches d'entérovirus
isolées chez I’Homme a été effectuée par des tests de séroneutralisation, utilisant des
antigénes neutralisants spécifiques d'espéces (Hambling et al., 1963 ; Melnick et al., 1977).
Cette classification a été rendue possible grace a la reconnaissance des sites antigéniques
présents sur les protéines de la capside virale reconnus par les antigénes neutralisants

(Tableau 2).

L’équipe de Marck Pallansch au CDC d’Atlanta (Center for Disease Control and
prevention) a mis au point en 1999, une méthode d’identification des entérovirus par
typage moléculaire basée sur I’amplification par RT-PCR (transcription inverse et réaction
de polymérisation en chaine) et le séquengage d'une portion du géne codant la protéine de
capside VPI englobant la boucle BC (Oberste et al., 1999b). Des méthodes semblables ont
¢été développées par différentes équipes toujours sur la région VP1 (Caro et al, 2001,
Casas et al., 2001, Norder et al., 2001) et pour d’autres sur la région codant la protéine de
capside VP2 des entérovirus (Bouslama et al., 2007 ; Nasri et al., 2007). Certaines équipes,
en plus de I’identification a partir de la séquence de la région VP1 ou VP2, réalisent un
séquencage de la région 3Dpol pour étudier le phénomeéne de recombinaison génétique qui
a été récemment identifié entre certains entérovirus non polio (Lukashev et al, 2005,
Lukashev et al, 2008). L’identification d’une souche est rendue possible apres
comparaison de sa séquence avec celles des sérotypes d’entérovirus déja répertoriés.
L’approche moléculaire d’identification des entérovirus par séquencage d’une partie de la
protéine VPI1, permet de retrouver la classification en especes et sérotypes qui avait été

préalablement définie et mise en place par les tests sérologiques.

Tous les sérotypes connus du genre Enterovirus pouvant étre amplifiés au niveau du géne
codant la protéine de capside VP1 et ensuite séquencés (Oberste ef al., 2000 ; Oberste et
al., 2003 ; Nix et al., 2006), cette technique de typage moléculaire des souches
d’entérovirus tend progressivement a remplacer la technique conventionnelle de
séroneutralisation par les pools croisés de Melnick, permettant ainsi 1’identification de
souches non cultivables mais aussi de variants et de nouveaux sérotypes (Melnick et al.,

1977 ; Bailly et al., 1996 ; Norder et al., 2003).
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Tableau 2 : Localisation des sites antigéniques de neutralisation du poliovirus (Minor et al., 1986 ;

Mateu, 1995)
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Depuis 2001, 11 nouveaux sérotypes d’entérovirus ont ainsi ét€ découverts: les
entérovirus 73 a 78, 89 a 91, 93 et 94 (Oberste et al., 2001 ; Norder et al., 2003 ; Oberste et
al., 2004a ; Oberste et al., 2005 ; Junttila ef al., 2007 ). Les entérovirus 76, 89, 90 et 91 ont
¢té rattachés a 1’espeéce A, tandis que les entérovirus 77, 78 et 94 ont été classés dans
I’espéce B. L’entérovirus 93 constitue le troisietme membre de I’espeéce D avec les

entérovirus 68 et 70.

1.3. MORPHOLOGIE

Les entérovirus sont de petits virus ayant pour génome un ARN monocaténaire de
polarité positive, c’est a dire un génome viral pouvant étre directement traduit en protéines
virales. Les entérovirus ont une capside icosaédrique (polyédre régulier a 12 sommets et 20
faces qui sont des triangles équilatéraux) a symétrie cubique, de 24 a 30 nm de diameétre,
d’un poids de 8 x 10° 2 9 x 10° daltons, et sans enveloppe lipido-protéique (Figure 2). Leur
densité est d’environ 1.32 a 1.35 g/cm?, et leur coefficient de sédimentation varie de 150 a
160 Svedberg. De nombreux aspects de la pathologie, de la transmission et de

I’épidémiologie des entérovirus sont liés a leur grande résistance.

Ils sont en effet résistants aux désinfectants classiques tels que I’éthanol a 70°,
I’isopropanol et les ammoniums quaternaires. Ces virus nus sont ¢galement insensibles aux
solvants des lipides (éther et chloroforme), et aux acides faibles d’ou leur adaptation au
systéme digestif. Le formol, le glutaraldéhyde, les acides forts et I’hypochlorite de sodium

permettent d’inactiver les entérovirus (Melnick, 1996).

1.3.1. STRUCTURE DE LA CAPSIDE

Le génome des entérovirus est emballé dans une structure protéique appelée
capside (du mot grec capsa qui signifie boite). On appelle nucléocapside la structure

compacte formée par I’assemblage de la capside autour du génome.
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Figure 2. Structure de la capside des entérovirus. Les protéines VP1, 2 et 3 constituent la surface du virus
tandis que VP4 est interne. Le canyon entourant I’axe de symétrie 5 est bordé au nord par VP1 et au sud par

VP3 et VP2. D’aprés Rueckert, 1996.

11
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La capside des entérovirus est composée de 60 protoméres identiques, ou
capsomeres, chacun formé de 4 protéines structurales : VP1 (34 kDa), VP2 (30 kDa), VP3
(26 kDa) et VP4 (7 kDa) (Rueckert, 1996). VP1, VP2 et VP3 présentent des structures
tridimensionnelles relativement homologues (Hogle et al, 1985 ; Filman et al, 1989 ;
Belnap et al., 2000a), caractérisées par 2 hélices o et 8 feuillets B plissés, antiparalléles et
reliés entre eux par des boucles de connexion, formant ainsi la surface de la capside alors
que VP4 tapisse la face interne. La surface de la capside virale est caractérisée par la
présence de dépressions dont une, d’une profondeur de 25 A et entourant les axes de
symétrie d’ordre 5, est appelée «canyon » et correspond au site d’attachement des
entérovirus a leurs récepteurs cellulaires (Figure 2) (Colston & Racaniello, 1995 ; He et
al., 2000). L’étude par microscopie électronique et par cristallographie des protéines de la
capside des entérovirus a permis d’obtenir la structure tridimensionnelle (Figure 3). Cette

structure a permis de comprendre les différents roles de la capside :

Protéger le génome viral des nucléases de 1’environnement,
- Reconnaitre un récepteur cellulaire spécifique,
- Porter a sa surface les déterminants antigéniques,

- Contenir les informations pour I’encapsidation du génome viral et la maturation

des virions,

- Libérer le génome viral dans les cellules hotes infectées (Rueckert, 1996).

1.3.2. STRUCTURE DU GENOME

Le premier génome de Picornavirus cloné et séquencé fut celui du poliovirus de
type 1 (Kitamura et al., 1981). L’organisation génomique alors décrite s’avéra par la suite
extrémement conservée au sein de cette famille virale, avec cependant une grande

variabilité dans la taille du génome et la séquence nucléotidique (Rueckert, 1996).

12
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Figure 3. Modélisation en 3 dimensions par microscopie électronique et par cristallographie de la structure
de la capside des entérovrius : vue extérieure de la capside virale. Les protéines de capside VP1, VP2 et VP3
sont représenté respectivement en bleu, jaune et rouge. Les boucles de la protéine VP1 exposées a la surface
forment des plateaux en forme d’étoile autour des axes de symétie 5. Le canyon apparait comme une

dépression autour de ces plateaux (D’aprés Wien et al., 1996).

13
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Le génome des entérovirus est un ARN monocaténaire, non coiffé, de polarité
positive d’environ 7500 nucléotides qui porte a son extrémité 3’ une chaine polyadénylée
et a son extrémité 5’ une protéine appelée VPg (Virion Protein Genome linked). L’ARN
est dit «infectieux » parce qu’il peut étre directement traduit en protéines virales
nécessaires a la réplication dés sa libération dans la cellule. La région 5° non codante
(5’NC) de taille variable (environ 740 nucléotides) comporte différentes séquences « hyper
conservées » intervenant dans le controle de la traduction et de la réplication du génome
viral. Cette région est caractérisée par une structure secondaire extrémement complexe. A
I’extrémité 3 se trouve une autre région non codante (3’NC), d’environ 90 nucléotides,
impliquée dans les mécanismes de réplication du brin de polarité négative. Entre les deux
régions non codantes terminales, se trouve une phase unique de lecture ouverte (ORF =
Open Reading Frame), qui est traduite en une polyprotéine unique et qui apres clivages
enzymatiques successifs, donnera 1’ensemble des protéines structurales et non structurales
nécessaires a la réplication et la constitution du virus (Figure 4) (Rueckert, 1996 ;

Andréoletti et al., 1999).

e La région 5’ non codante (5’NC) :

Cette région est constituée d’environ 750 nucléotides, qui représentent 10% du génome
des entérovirus. La séquence des 650 premiers nucléotides de la région 5’NC est trés
conservée dans le genre Enterovirus; cette zone conservée présente un interét pour la
detection moléculaire du genre entérovirus (Kitamura et al, 1981 ; Toyoda et al., 1984).
Grace a différentes études et modélisation, on sait que la région 5’NC a une structure
secondaire complexe divisée en 6 domaines (I-VI) et qu’elle est impliquée dans les
processus de régulation de mécanismes de réplication et de traduction de I’ARN viral
(Skinner et al., 1989 ; Agol, 1991 ; Rohll et al., 1994). Le défaut de coiffe en 5° de I’ARN
viral fait que la traduction du génome en polyprotéine est sous le contrdle d’une structure
appelée RLP (« Ribosome Landing Pad ») ou IRES (« Internal Ribosome Entry Site »),
constituée par les 450 nucléotides terminaux de la région 5’NC (Pelletier & Sonenberg,
1988 ; Rohll et al., 1994). Les 100 premiers nucléotides vont fixer la protéine VPg et
donnent aussi la structure secondaire en forme de tréfle du domaine I qui a un réle dans la
réplication du brin d’ARN de polarité positive, car il est reconnu par le complexe RNP

(ribonucléoproteique).
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Figure 4. Organisation génomique des entérovirus. La région codante est entourée de 2 régions non
codantes en 5’ et 3’ impliquées dans la régulation de la réplication et de la traduction. Elle code, elle-méme,
des protéines structurales (les 4 protéines de capside) et des protéines non structurales (protéases et

polymérase) (D’aprés Nasri et al., 2007).
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Figure 5. Représentation schématique de la structure secondaire de la région 5’NC du génome des
entérovirus (modele du poliovirus). Les six structures secondaires de la région 5’NC sont notées de [ a VI. Le
domaine I représente la structure « feuille de treéfle ». Le site d’initiation interne de la traduction (IRES de

type I) est délimité en gris (D’aprés Mammette, 2002).
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L’IRES serait également impliquée dans la réplication du génome viral, via des signaux
agissant en cis (Borman et al., 1994) (Figure 5). Svitkin, en 1985, a montré¢ que le
domaine V de I'IRES porte les 3 mutations impliquées dans 1’atténuation des souches

vaccinales du poliovirus Sabin.
e La région 3’ non codante (3’ NC) :

Cette région non codante du co6té 3’ a une taille variable en fonction des différents
sérotypes ; de 60 nts pour le poliovirus a 100 nts pour les coxsackievirus B. Plusieurs
¢tudes semblent montrer que cette région serait impliquée dans I’initiation de la réplication
de I’ARN viral (Jacobson et al., 1993 ; Pierangeli et al., 1995 ; Pilipenko et al., 1996).
Cette initialisation pourrait étre contrdlée par la structure secondaire complexe (3 domaines
en « épingle a cheveux ») via I’interaction de 2 boucles en épingles (Melchers et al., 1997)
ou par I’intermédiaire de la structure tertiaire en « pseudo-nceud » (Jacobson et al., 1993 ;
Mirmomeni et al., 1997). Cette région 3’NC se termine par une séquence polyadénylée
d’environ 75 nts. La fonction exacte de cette séquence polyadénylée est pour le moment
encore mal connue, mais elle semble néanmoins impliquée dans le processus de réplication

du génome et joue un role dans I’infectivité de I’ARN génomique (Sarnow, 1989).
e La phase ouverte de lecture :

Cette région du génome qui correspond a la phase de lecture est de taille relativement
conservée et code la polyprotéine virale d’environ 250 kDa. Cette polyprotéine va étre
clivée par différentes protéases, générant alors 11 protéines virales. Elle est divisée en trois

régions, P1, P2 et P3, correspondant aux trois précurseurs des protéines virales (Figure 4).

La région PI va donner naissance aux protéines structurales qui vont former la capside
du nouveau virus, VP4, VP2, VP3, et VP1 dans cet ordre sur le précurseur. La région P1
est libérée du reste de la polyprotéine par la protéase 2A. Ce précurseur est a son tour clivé
en VPO, VP3 et VPI1 par la protéase 3D, VPO donnant ultérieurement VP4 et VP2 lors de
I’assemblage du virion (Arnold et al., 1987).

Les régions P2 et P3 vont donner les protéines dites non structurales qui sont les
enzymes nécessaires aux virus (clivage de la polyprotéine, réplication du génome et
inhibition des fonctions cellulaires) (Porter, 1993 ; Pallansch & Roos, 2007). P2 est le
précurseur des protéines 2A, 2B et 2C, et P3 le précurseur des protéines 3A, 3B, 3C et 3D.
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La protéine 24 est une protéase, libérée de maniere autocatalytique de la
polyprotéine virale (Hellen, et al., 1992). Elle est ensuite impliquée dans le clivage
protéolytique du précurseur 3CD, et participe également a la réplication de I’ARN
viral (Lee & Wimmer, 1988 ; Molla et al., 1993). Au niveau cellulaire, 2A est
responsable du « shut-off » de la synthése des protéines cellulaires par clivage
protéolytique de la protéine p220 constituant le facteur d’initiation de traduction
eucaryotique 4G, (elF4-G, pour eucaryotique /nitiation Factor 4G) (Hellen, et al.,
1992).

La protéine 2B semble jouer un role structural dans les complexes de réplication
virale (Johnson & Sarnow, 1991), dans le blocage des processus de sécrétion des
protéines cellulaires au niveau du réticulum endoplasmique (Doedens &
Kirkegaard, 1995), et dans la perturbation de 1’intégrité membranaire de 1’appareil

de Golgi (Sandoval & Carosco, 1997).

La protéine 2C interviendrait surtout au cours de I’initiation de la synthése de
I’ARN de polarit¢ négative (Barton & Flanegan, 1997). Elle contient le site de
résistance a la guanidine, une drogue inhibant la réplication entérovirale (Baltera &

Tershak, 1992).

La protéine 34B participe a la réplication du génome viral (Xiang et al., 1995). La
protéine 3A pourrait intervenir dans 1’inhibition de la communication réticulo-
golgienne (Doedens et al., 1997), ainsi que dans I’effet cytopathique viro-induit
(Lama et al., 1998). La protéine 3B (VPg) est uridylée en VPg-pU(pU) et participe
directement sous cette forme a la réplication du génome viral en servant d’amorce a

I’ARN polymérase-ARN dépendante (Paul ef al., 1998).

La protéine 3CD est impliquée dans les processus protéolytiques permettant la
maturation des protéines structurales (Ypma-Wong et al., 1998), ainsi que dans la
réplication virale (Andino et al., 1993). La protéine 3C est la protéase majeure
responsable des clivages protéolytiques au sein des précurseurs P2 et P3 (Hanecak
et al., 1982). Elle serait ¢galement responsable du clivage d’un certain nombre de
protéines cellulaires tels que le facteur de transcription TFIIIC, la TATA-binding
protein TBP, le facteur de transcription CREB et le facteur oct-1, cela ayant pour
conséquence directe I’inhibition de la transcription cellulaire assurée par les ARN

polymérases I, II, et IIl (Rubinstein et al., 1992). La protéine 3D est ’ARN
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polymérase-ARN dépendante, responsable de la synthése des ARN positifs et
négatifs (Neufeld et al., 1991).

2. CYCLE DE MULTIPLICATION DES ENTEROVIRUS DANS LA CELLULE CIBLE

Les entérovirus ne contiennent pas d'enzymes biosynthétiques ou métaboliques : ce sont
donc des parasites intracellulaires stricts dont les composants sont multipliés séparément, puis

assemblés. (Figure 6).

Le cycle de réplication virale débute par l'attachement du virus a la cellule cible sur les
récepteurs transmembranaires présentant une structure de type « immunoglobulin like »
(Rotbart, 1992). Apres pénétration du virus, le génome viral est libéré (décapsidation) pour
étre directement traduit par les polyribosomes cellulaires et former les protéines virales
nécessaires a la réplication et a la formation de nouvelles particules virales. Le cycle complet
de réplication virale se déroule en 5 a 10 heures en moyenne dans le cytoplasme de la cellule
infectée. Le cycle de multiplication des entérovirus s’achéve par la lyse de la cellule et la

libération des nouveaux virions (Racaniello, 2007).

2.1. MECANISMES D’ATTACHEMENT DES PICORNAVIRUS A LEURS RECEPTEURS CELLULAIRES

L'attachement du virus a la cellule cible dépend d’un récepteur transmembranaire
présentant dans un grand nombre de cas une structure de type « immunoglobulin-like ». Les
virus ne sont capables d’infecter que les cellules a la surface desquelles ils peuvent se fixer.
Les structures interagissant avec le récepteur sont des projections ou des dépressions de la
capside. L’attachement entre le virus et la cellule cible se produit entre les protéines de la
capside virale et celles du récepteur de la cellule et ceci par un phénomeéne électrostatique
(Minor, 2004). Le site de liaison des entérovirus est localisé¢ dans le canyon. Une liaison non
spécifique du virus au co-récepteur cellulaire va permettre le contact entre I’entérovirus et son

récepteur via le camyon et Dentrée du virus dans la cellule (Minor,2004).
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Figure 6. Cycle de réplication du poliovirus dans la cellule humaine. L’infection débute par 1’attachement du
virus a son récepteur responsable de changements de conformation de la capside permettant la libération de
I’ARN viral dans le cytoplasme ou il est aussitot répliqué et traduit. La traduction du génome aboutit a la
formation d’une longue polyprotéine secondairement clivée par des protéases virales. L’assemblage du virus
se produit a mesure de la maturation de la polyprotéine a travers une série d’étapes successives: le

protomeére, le pentamere, la capside vide, le provirion et enfin, le virus. (D’apres Mammette, 2002).
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La spécificit¢ entre la capside virale et le récepteur ainsi que son expression tissulaire
déterminent le tropisme d’un virus caractérisant en partie son pouvoir pathogeéne et la maladie
dont il est la cause. Pour la pénétration intracellulaire certains entérovirus ont besoin d’un co-
récepteur fixant la particule a la surface cellulaire et facilitant I’interaction avec le récepteur
principal indispensable a I’internalisation (Minor, 2004). La nature exacte des récepteurs des
entérovirus est restée méconnue jusqu’en 1989, date de la découverte du récepteur des
poliovirus (Greve et al., 1989 ; Mendelsohn et al., 1989 ; Staunton et al., 1989) (Figure 7). 1
existe actuellement plusieurs récepteurs qui permettent 1’entrée des entérovirus dans les

cellules hotes (Tableau 3):

CAR (Coxsackievirus and Adenovirus Receptor) est un récepteur qui permet 1’entrée
dans la cellule des coxsackievirus mais aussi des adénovirus. Ce récepteur est constitué de

deux domaines extracellulaires de type immunoglobuline et d’un domaine transmembranaire.

PVR (Polio Virus Receptor) ou CDI155 est le récepteur commun a tous les poliovirus.
Récepteur de la famille des immunoglobulines, c’est une glycoprotéine transmembranaire
permettant la fixation du poliovirus aux cellules cibles. Une étude en 2000 a montré que PVR
est impliqué dans la polarisation de la moelle épiniére et dans la différenciation des

motoneurones, ce qui pourrait expliquer le tropisme du poliovirus.

ICAM-1 (IntraCellular Adhesion Molecular I): ce récepteur de la famille des
immunoglobulines est celui des coxsackievirus A21 et A13, mais surtout de la majorité des
thinovirus. C’est une protéine transmembranaire avec 5 domaines extracellulaires.
L’interaction virus/ICAM-1 est localisée la plupart du temps sur le premier domaine de type

immunoglobuline (McClelland et al., 1991)

DAF (Decay Accelerating Factor) : cette protéine joue plutot un réle de co-récepteur
car DAF ne suffit pas a I’infection des cellules. La présence d’un autre récepteur comme CAR

ou ICAM-1 est nécessaire pour permettre au virus d’infecter les cellules cibles.

L’intégrine a,p; (VLA-2 Very Late Antigen 2): cette intégrine ayant pour ligand
naturel le collagéne, peut servir de récepteur a ’echovirus 1 car celui-ci a une structure

capsidale reconnaissant la sous-unité o, (Ohman et al., 2001)

L’intégrine a,f; C’est le récepteur cellulaire du coxsackievirus A9 ; celui-ci se fixe

apres reconnaissance du tri peptide RGD (arginine-glycerine-aspartate).
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Figure 7. Représentation des différents récepteurs des picornavirus. VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule ;
DAF : Decay Accelerating Factor ; LDL-R : Low Density Lipoprotein Receptor ; HAVecr-1 : Hepatitis A Virus
receptor ; a2f1 : Very Late antigen (super famille des intégrines) ; avB3 : Vitronectin receptor (super famille
des intégrines) ; Ig-like : Immunoglobuline-like ; SCR-like : Short Consensus Repeat-like ; LDL-like : Low
Density Lipoprotein-like ; GPI: Glycosylphosphatidylinositol ; T/S/P : Thréonine/Sérine/Proline. (D’aprés Evans
& Almond, 1998).

21



Données bibliographiques

Tableau 3 : Récepteurs cellulaires des picornavirus (D’aprés Racaniello, 2007).

Virus Récepteur Nature Co-récepteur Réferences
Genre Aphtovirus
Virus de la fi¢vre aphteuse Sulfates d’héparane Glycosaminoglycanes (Jackson et al., 1996)
(adapté sur cellules en culture)
Virus de la fievre aphteuse o B3,00,Bs Intégrine (Neffetal., 1998)
Encéphalomyocardite Vcam-1 Famille des immunoglobulines (Huber, 1994)
Glycophorine A sialylée Glucide

Genre Enterovirus
Poliovirus 1-3
Coxsackievirus A13, A18, A21
Coxsackievirus A21

Coxsackievirus A9
Coxsackievirus B1-B6

Coxsackievirus B1, B3, B5
Echovirus 1, 8

Echovirus 3, 6, 7, 11-13, 20, 21, 24,
29,33

Enterovirus 70

Enterovirus Bovins

Genre Parechovirus
Parechovirus 1

Genre Hepatovirus
Hépatite A

Genre Rhinovirus
Rhinovirus groupe majoritaire
(91 sérotypes)
Rhinovirus groupe minoritaire
(10 sérotypes)
Rhinovirus 87

(pour I’ hémagglutination)

Pvr

Icam-1

Decay-accelerating factor

(CD55)

avﬁ3aavﬁé

CAR
(coxsackievirus-adenovirus receptor)

CD55

o,B,-Integrine (Vla-2)

CD55

CD55/acide sialique

Acide sialique

avBl :avB3
(Récepteur de la vitronectine)

HAVer-1

Icam-1

Récepteur des Low-density
lipoprotéines
Acide sialique

Famille des immunoglobulines
Famille des immunoglobulines
Domaines SCR

(systeme du complément)
Intégrine

Famille des immunoglobulines

Icam-1

Domaines SCR
Intégrine
Domaines SCR

a,Pe-Intégrine
B,-Microglobulin
B,-Microglobulin
Domaines SCR /Glucide

Glucide

Intégrine

Famille des Ig, mucine

Famille des immunoglobulines
Molécule de signalisation

Glucide

(Mendelsohn et al., 1989)
(Colonno et al., 1986)
(Shafren et al., 1997a)

(Roivainen et al., 1994; Williams et al., 2004)
(Bergelson et al., 1997)

(Agrez et al., 1997; Shafren et al., 1995)
(Bergelson et al., 1992; Ward et al., 1998)

(Bergelson et al., 1994 ; Powell et al., 1997 ;
Ward et al., 1998)

(Alexander et Dimock, 2002)
(Zajac et Crowell, 1965)

(Triantafilou et al., 2000)

(Kaplan et al., 1996)

(Greve et al., 1989 ; Staunton et al., 1989)
(Hofer et al., 1994)

(Uncapher et al., 1991)
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LDLR (Low Density Lipoprotein Receptor): ¢’est le récepteur d’environ 10 sérotypes
de rhinovirus (le groupe mineur). Ces virus se fixent au récepteur via 1’excroissance qui

entoure le canyon.

HAVer-1 (Hepatitis A Virus cellular receptor I): ce récepteur permet au virus de
I’hépatite A d’infecter les cellules cibles. Il présente a son extrémité N-terminale une région
riche en cystéine ayant une forte homologie avec celle des immunoglobulines présentes dans

certains des récepteurs des autres picornavirus.

2.2. L’ENTREE DANS LA CELLULE

L’entrée du virus dans la cellule se fait par un mécanisme actif dépendant de la
température, en transmettant un signal a travers la membrane cytoplasmique et en induisant
des modifications de la structure protéique du virus pour permettre une libération plus facile
du génome viral. Les entérovirus utilisent la stratégie de la ponction de la membrane, c’est-a-
dire la formation d’un pore permettant au virus d’injecter son matériel génétique dans la
cellule cible sans faire entrer la capside (Figure 8) (Seth et al., 1984 ; Belnap et al., 2000b).
L’extrémité N-terminale de la protéine VP1 hydrophobe, normalement interne a la capside, se
retrouve exposée a la surface et vient s’insérer dans la membrane cellulaire (Fricks et Hogle,
1990). Cette modification entraine la formation d’un pore a travers lequel I’ARN sera injecté
dans la cellule cible. Un autre modele existe : une fois absorbé, le virus pénétre par
endocytose dans la cellule. Dans ce cas, il y a formation d’un canal membranaire plasmique
ou endosomal grace a I’extrémité N-terminale des protéines VP1 et VP4. L’ARN viral est

ensuite libéré dans le cytoplasme de la cellule (Racaniello, 2007) (Figure 9).

2.3. TRADUCTION DU GENOME VIRAL

Apres formation du pore membranaire, I’ARN viral est injecté dans le cytoplasme
de la cellule. Cet ARN ¢étant de polarité positive, il peut étre traduit directement, apres

clivage de la protéine VPg (Figure 10).
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Figure 8. Mécanisme théorique de libération dans le cytoplasme du génome des poliovirus par formation de
pores dans la membrane cellulaire. (a) Le virus s’attache a son récepteur. Les trois domaines exposés de Pvr sont
indiqués en rose tandis que les hélices transmembranaires d’ancrage a la membrane cytoplasmique apparaissent
en noir. La capside du virus est bleue avec la poche hydrophobe en noir, I’extrémité N-terminale de la protéine
VP1 en bleu clair, la valve formée par la protéine VP3 en rouge, la protéine VP4 en vert et I’ARN viral en
orange. (b) A 37°C, I’interaction virus/récepteur induit une modification de la structure de la capside virale
déplagant le composé lipidique de la poche hydrophobe. (c¢) Les changements de conformation de la particule
virale se traduisent par I’insertion de I’extrémité N-terminale de la protéine VP1 et de I’acide myristique de la
protéine VP4 dans la membrane cellulaire entrainant la formation d’un tunnel. (d) Un afflux brutal d’ions
calcium aboutit a une dilatation de la capside déplagant provisoirement le cylindre formé par la protéine VP3 et

libérant I’ARN viral dans la cellule. (D’aprés Hogle, 2002).
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Figure 9: Les travaux récents suggerent que les entérovirus ont recours a une ou plusieurs voies
d’endocytose lors de I’infection. Le mécanisme de décapsidation et de libération du génome viral dans la
cellule (Figure 8) se produirait alors a ’intérieur d’une vésicule d’endocytose, et non au niveau de la

membrane cytoplasmique comme initialement décrit dans le cycle du poliovirus (D’aprés Mammette, 2002).
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Figure 10. Représentation schématique de la traduction et de la réplication du génome des entérovirus. Le
génome des entérovirus est constitué d’un ARN simple brin de polarité positive directement traduit en protéines
a la suite de I’entrée dans la cellule. La réplication du génome ARNv(+) par une ARN polymérase nouvellement

synthétisée par une matrice ARNc(-) et des intermédiaires de réplication. (D’aprés Mammette, 2002).
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La traduction de I’ARN viral qui n’est pas coiffé (absence de la structure m’GpppN a
I’extrémité 5’) commence par un mécanisme appelé « initiation interne », médié par la
fixation de la sous unité 40S du ribosome a la structure IRES du virus (Pelletier &
Sonenberg, 1988). Cet ensemble va migrer vers le codon AUG initiateur de la traduction.
Afin de stabiliser I’interaction entre ’IRES et la machinerie traductionnelle (en particulier
le facteur d’initiation eucaryotique elF4-G), certaines molécules cellulaires telles que
I’auto-antigeéne La (p52), la polypyrimidine-tract-binding protein (PTB), ou encore elF-2a
et la poly(rC)-binding protein 2 (PCBP2) agissent comme protéines chaperonnes
(Rueckert, 1996 ; Belsham & Sonenberg, 2000, Racaniello, 2007). La protéine virale 2A
inhibe la traduction de la plupart des ARNm cellulaires et stimule la traduction de I’ARN

viral.

2.4. REPLICATION DU GENOME VIRAL

La réplication du génome viral débute aprés la traduction. Il semble que cette étape
du cycle de réplication des entérovirus débute lorsqu’une certaine quantité de protéines
virales a été synthétisée, ces deux étapes ne pouvant avoir lieu en méme temps. La
réplication du génome se déroule dans le cytoplasme des cellules infectées. Il existe
plusieurs modéles expliquant la réplication mais le mécanisme exact est encore trés mal
connu dans son ensemble. La région IRES de la région 5’NC controle la réplication via la
boucle IV de la feuille de trefle qui interagit spécifiquement avec la PCBP cellulaire, sous
régulation de la protéine virale 3CD (Gamarnik & Andino, 1998 ; Gamarnik & Andino,
2000).

De nombreux travaux ont permis le développement d’un modéle représentatif des
mécanismes de réplication des entérovirus (Xiang et al., 1997). La réplication de I’ARN
viral (le brin négatif) se réalise en collaboration avec les protéines virales 3Dpol et 3AB.
La synthése de I’ARN commence par I’uridylation de la protéine 3AB (VPg) qui se fait par
la protéine 3Dpol. Cette uridylation va servir d’amorce a la polymérase virale 3Dpol pour

synthétiser le brin négatif (Paul et al., 1998).

Plusieurs études ont montré que la synthése du brin positif suit un mécanisme de trans-
initiation (Agol et al., 1999). La forme réplicative, dont la structure en hétéro duplex, serait

reconnue par les protéines du complexe de réplication et stabilisée au niveau de la structure
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en feuille de trefle de I’ARN positif par des protéines virales et cellulaires non identifiées,
et servirait d’origine de réplication. La forme réplicative débute dans la région 5° du brin
de polarité positive via un complexe ribonucléoprotéique (Andino et al., 1993). La
libération de I’extrémité 3 du brin négatif surviendrait ensuite, suivie de 1’uridylation de
VPg par 3Dpol. Enfin, VPg nouvellement uridylée (VPg pU(pU)) et 3Dpol seraient
transférées vers ’extrémité 3’ du brin négatif pour initier la synthése du brin positif

(Andino et al., 1993).

2.5. MODIFICATIONS DE LA FONCTIONNALITE CELLULAIRE

2.5.1. Inhibition de la synthése protéique

Ce mécanisme dénommé « shut-off », survient 2 heures apres I’infection des cellules
par les entérovirus (Racaniello, 2007). Les polyribosomes sont désorganisés, ce qui a pour
effet d’inhiber la traduction des ARN cellulaires. L’inhibition résulte de 1’inactivation du
facteur elF4F par clivage des composants elF4GI et eIF4GII par la protéase 2A. Il semblerait
qu’il existe un mécanisme supplémentaire qui serait la déphosphorylation de la protéine 4E-

BP1 (Racaniello, 2007).

2.5.2. Inhibition de la synthése des ARN

Des ¢études ont montré que lors de I’infection virale, toutes les classes d’ARN
polymérases sont actives, suggérant ainsi que les protéines accessoires seraient des
molécules clés dans ce mécanisme d’inhibition de synthése des ARN. Les études in vitro
ont montré que I’inhibition de la synthése de I’ARN cellulaire était le résultat du clivage de
facteurs de transcription « TFIID et TFIIC » par la protéase virale 3C (Kliewer &
Dasgupta, 1988 ; Racaniello, 2007).

2.5.3. Inhibition de la sécrétion des protéines

L’infection a entérovirus va bloquer la sécrétion des protéines nouvellement
synthétisées et ceci via 1’inhibition de leur transport. Ce blocage est rendu possible grice a

I’action de la protéine virale 2B et de son précurseur 2BC sur 1’appareil de Golgi. Un second
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mécanisme, dépendant de la protéine 3A, inhibe le transport vésiculaire a partir du réticulum

endoplasmique (Barco & Carrasco, 1995 ; Sandoval & Carrasco, 1997).

2.5.4. Effet cytopathique et 'apoptose

L’effet cytopathique, qui correspond a un changement morphologique des cellules
infectées par les entérovirus, est utilis€ pour le diagnostic virologique (Dagan & Menegus,
1986 ; Kok et al., 1998). Les changements dans la cellule commencent dés les premicres
heures de I’infection. Les modifications sont multiples au niveau du noyau ; on peut observer
une déformation et une condensation de la chromatine. Dans le cytoplasme, il y a une
accumulation de vésicules membranaires ou des lipides sont stockés (Dagan & Menegus,
1986). Au niveau membranaire, on note un changement de la perméabilit¢ di a une
augmentation de Ca®" dans la cellule conduisant a la fuite de liquides et donc a une
déshydratation intracellulaire (Racaniello, 2007). L’effet cytopathique favorise la lyse de la
cellule et donc la propagation des virus natifs. La modification ultime des cellules lors de
I’infection par les entérovirus correspond a I’apoptose. Il existe des facteurs viraux activateurs
tels que les protéines 2Apro et 3Cpro (Barco et al., 2000). Et récemment, certaines protéines
entérovirales inhibent le déclenchement de ce phénomene telles que 2B, 3A et 2BC

(Campanella et al., 2004 ; Salako et al., 2006).

Toutes ces modifications, qui perturbent la fonctionnalité de la cellule, vont aboutir a
I’activation des mécanismes immunitaires et inflammatoires. Ces phénoménes donneront

naissance a la pathologie qui sera liée a I’infection initiale par les entérovirus.

2.6. EVOLUTION GENETIQUE DES ENTEROVIRUS : MUTATIONS ET RECOMBINAISONS

Comme tous les virus a ARN, les entérovirus évoluent au niveau génétique au cours
de leur circulation et au cours du temps. Il existe deux phénomenes distincts quand on parle
d’évolution génétique chez les entérovirus : les mutations et les recombinaisons. Ces
mécanismes d’évolution permettent au virus de s’adapter aux modifications de
I’environnement et aux diverses pressions de sélection. Cette évolution génétique est en
relation directe avec leur virulence, mais aussi avec leur tropisme tissulaire et donc leur

pouvoir pathogene (Pfeiffer & Kirkegaard, 2003, 2005).
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2.6.1. Mutations génétiques

Les mutations génétiques sont liées au taux élevé d’erreurs induites par ’ARN
polymérase ARN dépendante lors de [’¢longation et a [’absence de correction
exonucléasique 3’-5’ fiable (proofreading) de ces erreurs (Wimmer et al.,1993). Les
erreurs, ou mutations ponctuelles, engendrées sont de I’ordre de 10> a4 10 par site et par
cycle (Ward & Flanegan, 1992). C’est par ce mécanisme que les entérovirus évoluent et
augmentent leur diversit¢é génétique, pouvant ainsi permettre 1’apparition de sous-
populations de variants génétiques : constituant les « quasi-espéces ». Les agents
mutagenes n’ont que peu d’effets sur les taux de mutation car ceux-ci sont déja tres
¢élevés. Les taux de mutations ponctuelles varient en fonction de la pression de sélection,
et donc selon le principe de I’évolution darwinienne sur la sélection naturelle (Ward &
Flanegan, 1992). Donc les mutations observées seraient la conséquence de 1’adaptation du
virus aux conditions environnementales, car si une mutation apporte un changement qui
confeére un avantage au virus (multiplication ou « fitness » plus rapide,...), ce nouveau
variant aura tendance a devenir la population dominante. Plus la pression de sélection est
importante, plus 1’évolution des entérovirus est rapide et donc plus le taux de mutation
¢élevé (Ward & Flanegan, 1992). Ce modele d’évolution génétique basé sur la pression de
sélection pourrait expliquer le grand nombre de variations observées sur les protéines de
surface de la capside VP1-2-3, exposées a I’environnement, et possédant jusqu’a 25% de
variations nucléotidiques sur les geénes correspondants (Oberste et al, 1999a). En
revanche, la protéine VP4 présente un taux de variation assez faible que 1’on peut
expliquer par le fait de son internalisation dans la capside. Toutes ces observations ont été
confirmées par I’analyse de séquences nucléotidiques (Oberste et al., 1999) ainsi que par
la neutralisation des isolats par les anticorps monoclonaux (Prabhakar et al., 1982 ;
Crainic et al., 1983). Sur ce méme principe de mutations par pression de sélection, il a été
démontré que les protéines non structurales ont un taux de mutation relativement faible et
ceci pour deux raisons: premicrement, les protéines non structurales sont trés peu
soumises a I’influence du milieu extérieur, et deuxiémement ces protéines sont la plupart
du temps des enzymes nécessaires au virus pour se répliquer. Donc une mutation sur ces
protéines pourrait étre délétere, ou capable de diminuer la capacité de réplication virale.

Grace a la dégénérescence du code génétique, la majorité des mutations sont silencieuses,
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ce qui explique la stabilité du virus en termes d’acides aminés. Dans de rares cas, les
mutations peuvent permettre I’émergence de phénotypes particuliers induisant une
virulence plus élevée et provoquant par exemple, le retour a la virulence responsable de

poliomyélites paralytiques (Holland & Domingo, 1998).

2.6.2. Recombinaison génétique

2.6.2.1. Recombinaison chez les poliovirus

Ce phénomeéne d’évolution consiste en un échange de matériel génétique entre deux
souches distinctes infectant une méme cellule cible et pouvant aboutir a I’apparition de virus
« mosaiques » (Figure 11). Ce mécanisme a ¢ét¢ identifié¢ dans les années 60 par I’é¢tude de
souches de poliovirus (Hirst, 1962). Cet échange se fait au moment de la syntheése du brin
négatif de I’ARN grace a la polymérase virale (Kirkegaard & Baltimore, 1986). Plusieurs
¢tudes ont montré une grande prévalence dans la détection de génomes recombinants ; plus de
50% présentaient une recombinaison inter-type (entre les poliovirus de type 1, 2 ou 3) chez
des patients atteints de poliomy¢élite paralytique aigu€ (Furione et al., 1993 ; lon-Nedelcu et
al., 1997). D’autres études ont montré que cette recombinaison se faisait entre les souches
sauvages de poliovirus et les souches vaccinales (Lipskaya et al, 1991 ; Georgescu et al.,
1995 ; Dahourou et al., 2002), ce qui, dans certains cas, pouvait entrainer un phénomene de
réversion des souches vaccinales vers un phénotype virulent responsable d’une poliomyélite
paralytique aigu€. Ce phénoméne de réversion phénotypique suite & une recombinaison
génétique a également été observé entre les souches vaccinales de poliovirus et des souches
d’entérovirus non-polio (I’espéce C des entérovirus) (Rousset et al., 2003 ; Arita et al., 2005 ;
Rakoto-Andrianarivelo et al, 2005). Les zones génomiques pour lesquelles ce type de
recombinaison a été identifi¢ se situent trés préférentiellement dans la partie codant pour les

protéines non structurales (Cuervo et al., 2001 ; Lukashev et al., 2003).
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2.6.2.2. Recombinaison chez les entérovirus non polio

Bien que le phénoméne de recombinaison génétique soit connu depuis longtemps
comme étant un mécanisme fréquent chez les poliovirus (PV), plusieurs études ont démontré
qu'il était aussi treés fréquent chez les entérovirus non polio (Santi ef al., 1999 ; Andersson et
al., 2002 ; Oprisan et al., 2002 ; Lindberg et al., 2003 ; Norder et al., 2003 ; Chevaliez et al.,
2004 ; Oberste et al., 2004c¢ ; Lukashev et al., 2003, 2004, 2005 ; Bolanaki et al., 2006 ; Chan
et al., 2006 ; Mirand et al., 2007). La premiére recombinaison chez un entérovirus non polio a
¢été observée entre une souche vaccinale de poliovirus et un coxsackievirus A-21 sur la région
3’NC (Hughes et al., 1989). En 2003, Brown et coll, étant donné le caractere monospécifique
de la recombinaison, ont proposé le reclassement des poliovirus dans 1’espece C des
entérovirus. Ce mécanisme de recombinaison génétique a servi a expliquer la similitude de
séquence existant entre le coxsackievirus B5 et le SVDV (Zhang et al., 1993). De méme, la
souche Echovirus 9 Hill serait issue de la recombinaison interspécifique entre la souche
Echovirus 9 Barty et la souche Echovirus 18 Metcalf (Anderson et al., 2002). Plusieurs études
émettent ’hypothése que les recombinaisons génétiques seraient a I’origine de I’apparition
des 4 espéces d’entérovirus via des recombinaisons « inter especes », et expliqueraient aussi
pourquoi 1’analyse phylogénétique de la région 5’NC ne permet de distinguer que deux

groupes (Santti ef al., 1999).

Dans la plupart des cas, la recombinaison inter sérotypique a été observée dans la
région codant pour les protéines non structurales (NSP) du génome, alors que ce phénoméne
de recombinaison inter sérotypiques est un événement rare dans la région codant pour les
protéines structurales de la région P1 surtout au niveau du bloc VP2-VP3-VP1 (Lukashev et
al., 2005). Ceci est probablement due a la nécéssité de conserver les sites de reconnaissance
des récepteurs cellulaires (Blomquist et al., 2003). La survenue d’événements intra et inter
sérotypiques de recombinaison dans la région codant pour les protéines VP1, VP2, VP3 a été
décrit entre les membres du groupe des poliovirus (Martin et al., 2002 ; Blomgqvist et al.,
2003 ; Oberste et al., 2004c ; Yang et al., 2005 ; Kyriakopoulou et al., 2006). Trés récemment
il a été décrit pour la prémiere fois un cas de recombinaison inter sérotypique au seins des
entérovirus du groupe B au niveau du bloc VP2-VP3-VP1 (Bouslama et al, 2007). La
fréquence dans la circulation de ces souches recombinantes ainsi que leurs caractéres
phénotypiques, devront étre déterminés dans de futures études épidémiologiques et

expérimentales.
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Figure 11 : Représentation schématique du mécanisme le plus probalble de recombinaison génétique pour les
entérovirus intervenant au cours de la réplication. L’ARN polymérase (ovale rose) commence a copier
Pextrémité 3’ du génome donneur, puis saute sur le génome accepteur, synthétisant ainsi un génome

recombinant (D’aprés Kirkegaard & Baltimore, 1986)
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2.7. DIVERSITE GENETIQUE ET QUASI-ESPECES

L’hétérogénéité génétique des entérovirus a été largement documentée (Domingo et
al., 1990 ; Sobrino ef al., 2001). Contrairement aux concepts d’évolution génétique classique
qui se produisent par le biais de la sélection des différents virus, la théorie de quasi-espéces
propose que cette évolution se ferait par la sélection de sous-populations virales
interdépendantes (Eigen, 1993). Plusieurs travaux rapportent des différences de séquences
entre clones individuels isolés de plusieurs tissus infectés chez un méme animal (Domingo et
al., 1980 ; King et al., 1981, Rowlands et al., 1983 ; Taboga et al., 1997). Cette hétérogénéité
trouve son origine dans I’absence d’activités correctrices associées a la réplication des ARN
viraux. Le taux de mutations durant la réplication des génomes a2 ARN est en moyenne de 10™
substitutions par nucléotide copié, soit un taux d’erreur supérieur de plusieurs milliers de fois
a celui rencontré au cours de la réplication de I’ADN cellulaire. En d’autres termes, lors de la
réplication du génome, chaque molécule copiée sera en moyenne affectée par 1’introduction
d’une mutation. Chaque cycle de multiplication contribue donc au maintien d’une distribution
complexe de génomes viraux étroitement liés mais non identiques, appelés quasi-espéces
virales (Domingo et al., 1994,1997). Bien que cette collection de génomes mutants soit
souvent représentée par une séquence consensus ou génome moyen, les propriétés biologiques
des entérovirus sont définies par I’ensemble des différents virus mutants qui peuplent la
quasi-espeéce. L’interaction entre les différents variants dans les quasi-especes pourrait
faciliter ’entrée et la réplication du virus. Donc cette diversité de mutants représente une
réserve importante de variants phénotypiques qui peuvent étre mobilisés suite a 1’apparition
de facteurs de sélection, comme par exemple la présence d’anticorps neutralisants ou
d’antiviraux qui sélectionnent rapidement des variants antigéniques ou des mutants de
résistance (Domingo, 1999 ; Baranowski et al., 1999 ; Domingo et al., 2000a). Cette
hétérogénéité des populations est responsable de leur extraordinaire capacité d’adaptation. Le
modele de quasi-espéces est une caractéristique commune a tous les virus a ARN étudiés a ce
jour (Domingo et al., 2000b). Bien que les taux d’erreurs de I’ARN-polymérase soient peu
influencés par la région génétique copiée, I’apparition de mutations au niveau du génome
n’est pas homogeéne. Cette différence est déterminée par les conditions du milieu de
multiplication du virus. Ces mutations répondent a la fois a des événements aléatoires et des
mécanismes de sélection. L’événement aléatoire peut étre 1’infection d’un animal par un ou

quelques virus, et donc la reconstitution d’une quasi-espéce chez cet animal. Chez le
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poliovirus, il a ét¢ montré que 1’augmentation de la fidélité de la réplication a un effet néfaste
sur I’adaptation et la virulence, suggérant ainsi que les taux de mutation ont probablement été
optimisés au cours de I’évolution virale (Pariente et al., 2001, 2003 ; Anderson et al., 2004).
La sélection positive sera particulierement évidente dans une population immunisée ou des
modifications antigéniques donnent un avantage sélectif a un variant. Certains variants au sein
de la population peuvent donc faciliter la colonisation des cellules, d’autres pouvant servir
d’appats immunologiques pour le systéme immunitaire. Enfin, la sélection négative éliminera

les génomes mutants porteurs de mutations déléteres.

En résumé, la théorie de « quasi-especes », qui est directement reli¢ au succes de la
colonisation de I’écosysteme par la souche virale, dépend de la coopération des différents
variants de virus qui représentent une distribution de séquences distinctes dans la population

(Vignuzzi et al., 2006).

2.8. MORPHOGENESE ET LIBERATION DES VIRIONS

Le phénoméne de morphogenése chez les Entérovirus fut décrit suite aux études
réalisées sur la capside des poliovirus (Basavappa et al., 1994, Hellen & Wimmer, 1995).
Le mécanisme commence aprés coupure par la protéase 2A de la polyprotéine qui libére le
précurseur P1, puis la protéase 3CD libére les protéines VPO, VP1 et VP3 qui vont
s’associer pour former le premier protomeére («5S» du fait de son coefficient de
sédimentation). Par la suite 5 protoméres 5S vont s’assembler pour former un autre
complexe pentamérique appelé 14S (Boege et al., 1986 ; Rombaut et al, 1990). Puis 12
complexes pentamériques vont donner la procapside de 75S. Le provirion peut alors étre
formé par 1’assemblage de I’ARN viral néosynthétisé avec la procapside ; cette association
donne une structure possédant un coefficient de sédimentation de 150S. La derni¢re étape
de la morphogénése des virus consiste en le clivage de la protéine VPO pour donner les
protéines de capside VP2 et VP4. Cette derniére étape permet de stabiliser la capside et
d’obtenir le virion mature « 160S » (Basavappa et al., 1994). L’encapsidation de I’ARN
génomique est un processus exclusif, de telle sorte que ni I’ARN négatif, ni les ARNs
cellulaires ne peuvent étre encapsidés (Nomoto et al., 1977 ; Novak et Kirkegaard, 1991 ;

Barclay et al., 1998) (Figure 12).
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L’assemblage effectué, les particules virales s’accumulent dans le cytoplasme, sous
forme de vésicules cristallines, puis sont ensuite libérées par éclatement des vacuoles a la
surface des cellules. La libération des nouveaux virions est concomitante de la lyse

cellulaire, induite par la protéine virale 2B serait impliquée (Van Kuppeveld et al., 1997).

3. LES INFECTIONS HUMAINES A ENTEROVIRUS

Les entérovirus non poliomyéliques sont des pathogénes humains fréquement
recontrés et se retrouvent dans le monde entier. Si, l'infection est souvent asymptomatique et
inapparente, ces virus peuvent aussi étre associés a des « bouffées épidémiques » au cours
desquelles un nombre inhabituel de sujets sont atteints de troubles cliniquement identifiables

et avec parfois des conséquences fatales (Pores, 1985 ; Legay et al., 2007).

3.1. EPIDEMIOLOGIE GENERALE

3.1.1. Modes de transmission

L’Homme est le seul hote et réservoir naturel des entérovirus impliqués en pathologie
humaine et les enfants en sont les principaux vecteurs de diffusion (Racaniello, 2007). Les
entérovirus sont responsables d’un grand nombre de pathologies humaines spécifiques
d’organe dont le pronostic dépend de la dose infectieuse, de 1’organe cible, de 1’age, du sexe
et du statut immunitaire de I’individu (Andréoletti, 2003). La contamination par les virus se
fait d’autant plus précocement que le niveau socioéconomique est précaire. La vie en
collectivité permet une bonne diffusion des virus. Le virus pénétre dans I’organisme par voie
oropharyngée ou par voie digestive aprés ingestion d’aliments ou d’eau souillés
(contamination de type fécale-orale) mais également par voie aérienne a partir d’aérosols
(Figure 13) (Andréoletti, 2003). Il existe d’autres modes de transmission tels que les
contaminations par aérosols qui pourraient contaminer 1’épithélium respiratoire et
conjonctival (Legay et al., 2007). Les entérovirus sont tres résistants ; il a été montré que I’on
pouvait les retrouver dans les eaux de surface, les eaux usées, les boues et les coquillages
(Melnick et al., 1985 ; Gantzer et al., 1998). La consommation d’eau ou de coquillages non

cuits peut donc étre un mode de contamination et de transmission des virus.
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Figure 12. Schéma représentatif de la synthése et I’assemblage des protéines de la capside des entérovirus. Le
précurseur P1 est libéré de la polyprotéine néo-synthétisée suite au clivage par la protéase virale 2A. La
libération des trois protéines VPO, VPI1, et VP3 est assurée par la protéase 3CD. VPO est finalement clivée en
VP2 et VP4 (d’aprés Hellen & Wimmer, 1995).
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Malgré leur grande résistance dans le milieu extérieur, il n’existe pas a I’heure actuelle de
preuve d’une transmission par des piqlres d’insectes hématophages. La transmission par
les gouttelettes rhinopharyngées fut soupconnée d’étre a I’origine de la derniére épidémie

de poliomyélite due au sérotype 3 en Finlande en 1984 (Hovi et al., 1986).

3.1.2. Circulation des entérovirus

Dans les pays tempérés a haut niveau sanitaire, les infections évoluent volontiers sur
un mode épidémique d’ampleur trés variable entre juin et septembre (Morens & Pallansch,
1995). Durant ces phases épidémiques, on peut voir une co-circulation de plusieurs sérotypes
d’entérovirus. Dans les pays en voie de développement, on observe une circulation endémique
des entérovirus, I’infection se produisant trés to6t au cours de la vie. Les infections a
entérovirus sont facilitées par le fait que ces virus sont extrémement résistants aux pH acides,
a I’humidité et aux températures élevées, leur permettant une bonne dissémination par les sols
et eaux de surface ou usées (Andréoletti, 2003). L’excrétion des entérovirus dans les matiéres
fécales peut contaminner les eaux de surface, les eaux souterraines et les coquillages, ce qui
constitue un risque pour la santé publique et peut donc servir d’indicateur de la pollution

hydrique (Gerba et al., 1979 ; Le Guyader et al., 2000).

3.1.3. Facteurs influengant la circulation

Plusieurs facteurs influencent la circulation des entérovirus, tant au niveau de la sévérité que
de la transmission de ces virus. Concernant la sévérité et les manifestations cliniques, I’un des
principaux facteurs est I’absence ou le faible niveau d’anticorps protecteurs chez des sujets
infectés. Les jeunes enfants sont les premiers a étre concernés par ce facteur car ils possédent
peu d’anticorps au début de leur vie, et une infection a coxsackievirus B peut étre fatale pour
les nouveau-nés. Les poliovirus et les infections a coxsackievirus A et echovirus voient leur
pouvoir pathogéne augmenter avec 1’age des patients, ce qui est 1li¢ & une diminution des
capacités de « clairance virale ». La transmission des entérovirus peut étre influencée par les
conditions climatiques. Ainsi, dans les pays tropicaux et sub-tropicaux, les entérovirus
circulent tout au long de I’année a cause de I'humidité et de la température et leur
transmission est influencée par les orages et les tempétes tropicales qui lessivent les sols

(Andréoletti, 2003).
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Figure 13: Modes de transmission des entérovirus humains. Les entérovirus sont des virus nus et donc tres
résistants par voie fécale-orale grace a I’eau, les aliments soulliés ou les mains sales. La transmission des
entérovirus par voie aérienne a partir d’un aérosol de gouttelettes rhinopharyngées semblent désormais un fait

établi. (D’apres Mammette, 2002)
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Le niveau socio-économique va jouer un rdle primordial pouvant modifier

significativement ’incidence et la gravité des infections. Dans les populations des pays

industrialisés, la moindre circulation des virus réduit la probabilité de contacts immunisants et

maintient donc un état de réceptivité élevée aux infections par les entérovirus (Pallansch

Roos, 2007).

3.1.4. Epidémiologie moléculaire

Il existe, dans le monde, plusieurs organismes ou réseaux chargés de surveiller la
circulation des entérovirus. En France, jusqu'en 1998, les données épidémiologiques sur la
circulation des entérovirus étaient disponibles a travers le réseau EPIVIR, coordonné par
I'Institut de Veille Sanitaire (InVS). Depuis janvier 2000 a été mis en place un réseau ¢largi
de surveillance par les laboratoires de Virologie effectuant la recherche d'entérovirus : le
réseau de surveillance des entérovirus (RSE). Ce réseau est coordonné par le Centre
National de Référence (CNR) des entérovirus et 1'InVS afin de surveiller et de documenter
la circulation des entérovirus chez I’Homme et dans 1’environnement. Au cours des années
2000 a 2004, le Réseau de Surveillance des Entérovirus (RSE) a attentivement étudié
I’épidémiologie des infections a entérovirus en France (Antona et al, 2007). Cette
surveillance a montré la circulation de 10 sérotypes majoritaires (echovirus 30, echovirus
13, echovirus 6, coxsackievirus BS5, echovirus 11, coxsackievirus B4, echovirus 9,
echovirus 7, coxsackievirus B1 et coxsackievirus B2 par ordre décroissant de fréquence)
aprés 1’analyse de 192 598 prélevements incluant 39 276 liquides céphalorachidiens
(14,7% positifs pour la présence d’un entérovirus), 45 889 selles (4,3% positifs), 70 330
prélévements respiratoires (2,2% positifs) et 14 243 sérums (1,4% positifs) (Antona et al.,
2007). De plus, un réseau de surveillance similaire aux Etats-Unis a permis de connaitre
I’incidence des cas mortels qui présentent une distribution bimodale avec un premier pic
pour les enfants de moins de 1 an qui représentent 60% des cas rapportés quelle que soit la
complication, et un second pic pour les personnes de plus de 45 ans (Khetsuriani et al.,

2006) (Figure 14).

&
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Les données concernant les connaissances ¢épidémiologiques générales et
moléculaires sur les infections par les entérovirus a tropisme respiratoires sont détaillées au

chapitre 4.2 voir page 58.

3.2. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’INFECTION

3.2.1. Physiopathologie générale

Elle est commune a tous les entérovirus. Aprés leur entrée, la réplication des entérovirus
commence au niveau de 1’épithélium des voies digestives (dans I’intestin d’ou le terme
entéro-) ou respiratoires (exception faite des conjonctivites a entérovirus) (Figure 15).
Aprés cette phase initiale, les entérovirus se propagent vers les amygdales ou les ganglions
cervicaux, les plaques de Peyer ou les ganglions mésentériques, en fonction du site initial
de réplication (c’est la phase lymphatique). Il va s’ensuivre une atteinte réticulo-
endothéliale (sites secondaires de réplication) et une virémie. L’infection peut alors
atteindre les différents tissus et organes et provoquer diverses pathologies (Figure 15)
(Crainic et al., 1995 ; Melnick, 1996). Dans la majorit¢ des cas, les infections sont
asymptomatiques ou légeres, prenant alors le plus souvent la forme d'affections fébriles
non spécifiques. Parmi les autres manifestations, on peut mentionner les exanthémes
(rashs), I'herpangine ou pharyngite vésiculeuse (€ruption vésiculaire et inflammation de la
gorge), les infections respiratoires aigués, la conjonctivite, la méningite a liquide clair,
l'encéphalite (inflammation cérébrale), la péricardite et la myocardite (inflammation des
tissus cardiaques) et, occasionnellement, des troubles paralytiques. La période d’incubation

varie de 2 a 35 jours, avec une médiane se situant entre 7 et 14 jours (Andréoletti, 2003).

3.2.2. Hotes et tropisme tissulaire

Les entérovirus sont capables d’infecter plusieurs lignées cellulaires dont des
cellules humaines, des cellules de primates, mais aussi des cellules de souris qui expriment
le CDI155 pour l'infection par les poliovirus. Il faut cependant noter que tous les
entérovirus ne sont pas capables de se répliquer dans tous les types de cellules (Dagan et
al., 1986 ; Kok et al, 1998). Cela dépend de la présence ou non de récepteurs et

corécepteurs spécifiques et de leur distribution a la surface des cellules.
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Figure 14 : Répartition de la mortalité sur une période de 30 ans aux Etats-Unis associée aux infections par
les entérovirus en fonction de la tranche d’age en valeur absolue (Histogramme bleu) et en pourcentages

calculés par rapport au nombre de cas (Courbe noir). (D’aprés Khetsuriani et al., 2006).
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Figure 15. Physiopathologie de I’infection par les entérovirus. L’infection se déroule en quatre phases
principales : digestive et respiratoire, lymphatique, virémique permettant enfin I’atteinte des organes cibles.

(D’aprés Mammette., 2002).
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Tableau 4 : Spectre d’hdte et tropisme cellulaire des entérovrius humains (Pallansch & Roos, 2007).

ECP sur lignée cellulaire Pathologie chez I'animal
Virus Cellules de Cellules Souriceau Cellules

rein de singe Humaines nouveau-né humaines
Poliovirus 1-3 + + - +
Coxsackievirus A1-24 +/- +/- + -
Coxsackievirus B1-6 + + + -
Echovirus 1-34 + +/- - -
Entérovirus 68-71 + + - -
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Des études ont montré que les poliovirus n’infectent pas le foie, les poumons, la rate ou le
cceur : cependant ces cellules expriment fortement le récepteur du poliovirus qui est le
CD155. Récemment Ida-Hosonuma et coll (2005) ont montré que la sensibilité des cellules
aux poliovirus peut étre modulée par la déficience de I’expression des récepteurs pour les
interférons alpha et beta (Ida-Hosonuma et al, 2005).Plusieurs facteurs tels que la voie
d’inoculation, les récepteurs et les corécepteurs de surface, des facteurs protéiques
cellulaires spécifiques et indispensables a la réplication virale ainsi que certains éléments
du génome viral, peuvent expliquer le tropisme et la spécificité des entérovirus pour

certaines cellules cibles (Tableau 4) (Pallansh & Roos, 2007).

3.2.3. Réponse immune antivirale

La réponse immunitaire de I’h6te face a une infection a entérovirus peut se
décomposer en deux parties ; la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire
adaptative. La réponse immunitaire innée est peu efficace face aux virus et ne permet pas
la clairance virale. Cependant, la libération de I’interféron, qui va activer plusieurs génes,
donne la premiere ligne de défense de I’hote contre le virus. La réponse immunitaire innée
implique les lymphocytes et les cellules « Natural Killer » mais le rdle de ces cellules dans

la réponse immunitaire est encore assez mal connu.

La réponse immunitaire adaptative est plus tardive car elle nécessite la présentation
d’antigénes aux cellules spécifiques, les lymphocytes B, qui vont produire des anticorps
dirigés contre ’agent pathogene, et les lymphocytes T « Helper et Cytotoxiques ». Ces
anticorps sont des immunoglobulines d’isotypes M, G, et A. Les IgA sont des anticorps
sécrétés au niveau des muqueuses empéchent 1’entérovirus de progresser dans 1’organisme
en le neutralisant au niveau de 1’oropharynx ou de I’intestin. Les IgM apparaissent 2 a 3
semaines aprés le début de I’infection et persistent environ 3 mois. Enfin les IgG sont les
anticorps les plus tardifs car ils sont détectés aprés 4 semaines d’infection mais peuvent
persister toute la vie. La réponse cellulaire est orchestrée par les lymphocytes T CD4+.
D’autre cellules interviennent dans la clairance virale comme les lymphocytes T CD8+ ;
ces cellules interviennent dans la clairance virale cytotoxique et vont lyser les cellules

infectées ou libérer des cytokines.
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3.3. PATHOLOGIES HUMAINES A ENTEROVIRUS

3.3.1. infections aigués

La trés grande majorit¢é des infections aigués est asymptomatique, pauci-
symptomatique ou cliniquement bénigne et ces infections ne sont documentées que sur des

données épidémiologiques ou virologiques.

Parmi les infections aigu€s pédiatriques non spécifique, on trouve des syndromes
fébriles isolés, les infections de la sphére ORL et respiratoire, des éruptions maculeuses
(Meade et al, 1979; Abe et al, 2000). Concernant les infections entrainant
I’hospitalisation, on trouve les méningites lymphocytaires (Ashwell et al., 1996 ; Chomel
et al, 2003), les encéphalites, les paralysies flasques et les infections sévéres non
spécifiques, rencontrées essentiellement chez les patients immunodéprimés et chez les
nouveau-nés. Certain groupe d’entérovirus peuvent entrainer des syndromes cliniques plus

typiques (Tableau 5) :

- Les infections cutanéo-muqueuses. L’herpangine qui s’observe le plus
généralement chez ’enfant 4gé de 1 a 7 ans, mais elle est également fréquente chez
le nouveau-né et I’adulte (Rotbart & Kirkegaad, 1992). Cliniquement, on observe
un pic fébrile, associée a une pharyngite, une dysphagie et une sensation de
malaise. Un quart des patients présents des vomissements associ€s a une douleur
abdominale. Trés t6t dans I’histoire de la maladie apparaissent des vésicules
translucides de 1 a 4 mm de diamétre sur la partie postéricure du voile du palais, au
niveau des piliers des agmydales et occasionnellement sur la muqueuse de
I’oropharynx. Ces vésicules sont discrétes et entourées d’un érythéme, et
habituellement leur nombre ne dépasse pas une vingtaine. Les symptomes vont
commencer a régresser en 4 a 5 jours et ils vont disparaitre en moins d’une semaine
(Rotbart & Kirkegaad, 1992). L’herpangine est classiquement causée par les
coxsackievirus A notamment les sérotypes A 1, 2, 3,4, 5, 6, 8, 10, 22 (Melnick &

2

Metcalf, 1985). Le syndrome “ pied-main-bouche > historiquement, c’est lors
d’une épidémie a Toronto que 1’on isola un coxsackievirus A16 dans des vésicules
maculo-papuleuses des extrémités; depuis de nombreux autres entérovirus ont été

impliqués dans ce syndrome (A5, A10, A19, B2, BS5) (Melnick & Metcalf, 1985).
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Ce syndrome apparait typiquement chez les enfants agés de moins de 4 ans, mais
les adultes peuvent également le développer. On assiste généralement a des
épidémies familiales. Ce syndrome est modéré et cliniquement caractérisé¢ par une
inflammation de I’épithélium pharyngé associée ou non a une fieévre modérée. Des
lésions vésiculeuses en foyer apparaissent sur la phase interne des lévres et au
niveau du pharynx. Des vésicules translucides de 3 a 5 mm de diametre
apparaissent également sur les doigts au niveau des zones péri-unguéales, le rebord
des talons, et des Iésions palmaires et plantaires peuvent également y étre associée
(Rotbart & Kirkegaad, 1992). Le syndrome “ pied—main bouche ” a déja été
associ¢ en 1999 lors d’une épidémie a Taiwan a des atteintes cardiaques

(myopéricardites) et neurologiques (encéphalites et paralysies) (Ho et al., 1999).

Les atteintes cardiaques sont le reflet du cardiotropisme des entérovirus, en
particulier des coxsackievirus B. Ces derniers sont reconnus comme responsables
des myocardites aigués nécrosantes (Andréoletti & Wattré, 1999). La présence de
foyers de mnécrose des myocytes, un infiltrat inflammatoire constitué
majoritairement de lymphocytes T associés a l'absence de fibrose interstitielle sont
les 3 criteres histologiques (classification de "Dallas") caractérisant la myocardite.
Des études histopathologiques basées sur la classification de Dallas ont pu analyser
l'incidence de la myocardite aigué (diagnostic histologique), et ainsi étudier la
possibilité d'une corrélation entre la prévalence de ces cardiomyopathies aigués et
celle des infections cardiaques entérovirales (Aretz et al, 1986). Selon I’'OMS
approximativement 3,2 % des infections symptomatiques a Entérovirus seraient
associées a des signes de myocardite ou de myopéricardite (Baboonian et al.,
1997). Les nouveau-nés (<6 mois), les femmes enceintes (premier trimestre) et les
hommes agés de 20 a 39 ans sont particulierement susceptibles aux infections
cardiaques a entérovirus et au développement d’une myocardite nécrosante, sub-
aigué, aigu€ voire chronique. L’exercice physique intense et les maladies
respiratoires semblent favoriser le développement des atteintes myocardiques par
les entérovirus (Baboonian et al, 1997). Cliniquement, les symptomes de la
myocardite a entérovirus découlent de I’atteinte endomyocarditique ; fiévre,
palpitations, dyspnée d’effort, tachycardie, trouble du rythme avec allongement de
la cupule ST-T a ’ECG trés tot dans I’histoire de la maladie, inversion de ’onde T,

séro-¢lévation des enzymes cardiaques. Des séquelles avec des troubles du rythme
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et des dilatations ventriculaires peuvent étre observées plusieurs mois voire
plusieurs années apres 1’épisode de myocardite aigué (Rotbart & Kirkegaad, 1992).
L'isolement du virus par culture cellulaire a partir de sang, de prélévement de gorge
ou des selles de patients souffrant de myopéricardites ne permet pas de distinguer
une infection entérovirale associée (clinique ou sub-clinique) ou un portage
asymptomatique (porte d'entrée oro-fécale), d'une véritable infection cardiaque
(Andreoletti et al., 1996). La mise en évidence d'une étiologie entérovirale dans les
pathologies cardiaques nécessite inévitablement la détection du génome viral ou du
virus infectieux dans le myocarde ou le liquide de péricardite. Des particules
entérovirales ont été détectées dans le tissu myocardique et le liquide péricardique
aprés autopsies de patients décédés de myopéricardites (Martino et al., 1995). Le
développement des techniques de RT-PCR présentant une sensibilité 100 a 1000
fois supérieure a celle des techniques de culture cellulaire a permis la détection
rapide et spécifique des Entérovirus dans les cas de myocardites virales a partir de
prélevements de liquide péricardique ou de biopsies endomyocardiques.
L'incidence des infections entérovirales détectées par RT-PCR dans les myocardites
varie entre 20 et 80 % (en moyenne 34 %) selon les malades recrutés et les
techniques utilisées (Baboonian et al, 1997). Le séquencage des produits

d'amplification a permis d'identifier génotypiquement les coxsackievirus B3 et B5.

Les infections généralisées du nouveau-né : De maniére générale, c’est la mére qui
a I’origine de la contamination post-natale (59 a 68 % des cas) ; dans les autres cas
il s’agira d’infections familiales ou nosocomiales. Plus la contamination a lieu tot
aprés la naissance plus le risque d’évolution risque d’€tre fatal. Si I’infection a lieu
cing a 7 jours avant ’accouchement, le titre en anticorps maternels est insuffisant et
ne permet pas une protection suffisante pour éviter de développer une infection
sévere multiviscérale chez le nouveau-né. Les virus responsables de ces infections
post—natales sont le plus généralement des echovirus de type 11 ou des
coxsackievirus B et plus rarement des coxsackievirus A. La maladie néo-natale
débute généralement par une fiévre, une irritabilité, une anorexie, des signes
respiratoires, encombrement des voies respiratoires supérieures, et un rash cutané

présent dans 40 % des cas (Rotbart & Kirkegaad, 1992).
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Tableau 5 : Principaux syndromes cliniques caractéristiques de différents sérotypes d’entérovirus (D’aprés

Mammette, 2002).

Types

Syndromes spécifiques

Coxsackievirus A

Herpangine

Eruptions cutanées
Syndromes pied-main-bouche
Conjonctive hémorragique

Coxsackievirus B

Myocardites (B1-B5)
Péricardites (B1-B5)
Pleurodynie (B1-B5)
Hépatites

Diabéte juvénile ? (B4)

Echovirus

Exanthéme de Boston (E16)

Entérovirus 68-71

Conjonctivites hémorragiques (Ent 70)
Bronchiolites (Ent 68)
Paralysie et pied-main-bouche (Ent 71)
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Dans les cas d’atteintes multiviscérales, les hépatites nécrosantes associées a un
syndrome de coagulation vasculaire disséminée, a une pancréatite, & une entérite
nécrosante, sont responsables d’un décés dans 80 % des cas (Abzug et al., 1995).
Des cas de myocardites ont été également décrits avec une mortalité comprise entre
30 et 50 % des cas. Dans un petit nombre de cas, on peut observer des encéphalites
(Rotbart, 1995). Cependant en I’état actuel des connaissances, ’incidence des
infections post-natales a entérovirus n’est pas précisément connue. Selon les
pédiatres Américains, la morbidité et la mortalité observée au cours des différents
types d’infections périnatales seraient respectivement de 74 % et de 10 % (Rotbart

& Kirkegaad, 1992).

La maladie de Bornholm : également appelée pleurodynie, myalgie épidémique.
C’est le groupe des coxsackievirus B (Bl a B5) qui est a l’origine de cette
pathologie musculaire et qui peut cliniquement évoquer une pleurésie. Le début de
la maladie est soudain chez 75 % des individus et commence par des maux de téte,
suivie des prodromes habituels durant 7 a 10 jours. A la phase d’état, des douleurs
thoraciques et abdominales liées a une atteinte des muscles du diaphragme sont
associées a des maux de téte, des nausées, vomissements, une diarrhée et de la
fievre. Cette phase d’état dure en moyenne 3 a 4 jours et les symptomes vont
disparaitre en moins d’une semaine (Rotbart & Kirkegaad, 1992). Un certain
nombre de malades peuvent ensuite présenter des myalgies chroniques au niveau
des muscles périphériques ; certaines études ont montré par biologie moléculaire, la
présence des entérovirus dans les muscles périphériques de patients atteints de
myalgies chroniques suggérant la présence d’une infection a Entérovirus chronique

de type persistante (Muir & Archard, 1994).

Les syndromes gastro-intestinaux. La relation potentielle entre certains entérovirus
comme les echovirus 11, 14, 18 et 19 et des diarrhées a été décrite. Cependant il
arrive souvent que 1’on retrouve dans les selles des malades a la fois des entérovirus
mais aussi des rotavirus ou des astrovirus ; 1’agent ¢tiologique réellement
responsable étant alors difficile a identifier. De plus bien souvent on retrouve chez
les populations témoins autant de virus excrétés dans les selles que chez les
personnes malades (Portage chronique asymptomatique de souches entérovirales)
(Melnick & Metcalf, 1985). Cependant lors d’infection a echovirus ou

coxsackievirus B, certains malades ont présentés des syndromes intestinaux

50



Données bibliographiques

douloureux évoquant une appendicite et dont la régression était spontanément
favorable: I’inflammation des ganglions mésentérites pourraient expliquer ces

syndromes gastro-intestinaux (Rotbart & Kirkegaad, 1992).

La Poliomyélite Paralytique Aigué (PPA) est la plus ancienne des entéroviroses
humaines connues. Classiquement associée aux trois sérotypes de poliovirus,
seulement 1 a 2 % des personnes infectées par voie digestive développent cette
forme nerveuse au cours de laquelle le poliovirus gagne le neurone moteur
périphérique. Une paralysie musculaire flasque aigu€ des membres concernés, ainsi
qu’une atrophie musculaire survient dés la mort du neurone moteur. Une paralysie
des muscles respiratoires entraine, dans bien des cas, la mort du patient (Crainic et
al., 1995). En 1988, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en collaboration
avec le Rotary Club, les CDC américains et I’'UNICEF, a initié un programme
global d’éradication des poliovirus. En 17 ans, le nombre de cas a été réduit de
99%, passant de 350 000 en 1988 répartis dans 125 pays a 1951 cas en 2005. En
2006, seuls 4 pays étaient encore considérés comme zone d’endémie. L’Europe est
devenue en 2002 la troisiéme région du globe, aprés I’Amérique et 1’Océanie,

déclarée indéme d’infections a poliovirus (Pallansh & Roos, 2007).

La méningite lymphocytaire a liquide clair : cette infection a entérovirus est, en
termes de fréquence relative, la plus importante des entéroviroses (Gaudin, 1991).
Les entérovirus constituent la principale étiologie des méningites aseptiques. Elle
touche généralement les enfants et adolescents, et se traduit par un syndrome
méningé, parfois accompagné de fiévre, de céphalées ou de raideur de la nuque.
D’évolution rapidement favorable, cette infection se présente volontiers sous la

forme d’épidémie estivale (Rotbart, 1995).

Les encéphalites: elles sont plus rares que les méningites, mais leurs séquelles
neurologiques sont fréquentes et plus graves. Contrairement aux encéphalites a
Herpesviridae, les encéphalites & Entérovirus ne sont pas focales et entrainent une
dépression généralisée des fonctions neurologiques. Les prodromes sont une fiévre
comprise entre 38 et 40°C, une toux, des myalgies, avec des symptomes évoquant
une infection des voies aériennes supérieures. Le début des signes neurologiques
est souvent brutal avec une confusion associée a une léthargie une irritabilité, une

faiblesse musculaire ; un coma ou un état de mal épileptique généralisé peut
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survenir. L’incidence des encéphalites a Entérovirus est a 1’heure actuelle sous-
estimée car le diagnostic étiologique n’est pas systématiquement établi (Rotbart,

1997).

3.3.2. LES INFECTIONS PERSISTANTES OU CHRONIQUES EN PATHOLOGIES HUMAINES

Pendant de nombreuses années, on pensait que les infections chroniques étaient
réservées aux seuls virus a ADN et a certains rétrovirus. La preuve indiscutable de la capacité
d’un virus a ARN a induire une infection chronique a été obtenue avec la découverte, en
1989, du virus de I’hépatite C. Ce phénomeéne de persistance virale li¢é a une infection
chronique, concerne également les entérovirus. Ces infections persistantes sont impliquées

dans le développement de maladies chroniques (Hydty et al., 1995).

L’instauration de I’infection persistante repose sur trois mécanismes complémentaires.
Premiérement, la réponse immunitaire de 1’hote ne parvient pas a éliminer le virus des
cellules infectées ; I’infection persistante est donc synonyme d’échappement au systéme
immunitaire de 1’hote. Deuxiémement, les virus peuvent acquérir des caractéristiques
particuliéres modifiant leur dynamique de réplication ; leur permettant ainsi de réguler leurs
propres genes et ceux de la cellule infectée pour atteindre un état de réplication non lytique
des cellules infectées. Troisiemement, la persistance virale induit des pathologies chroniques

inflammatoires ; qui contribuent a perturber le fonctionnement de la cellule de I’hote.

Certaines pathologies humaines pourraient étre liées a une infection persistante par
des entérovirus. Différentes études clinico-biologiques ont documenté la présence d’une

infection persistante a entérovirus dans plusieurs syndromes cliniques parmi lesquels :

- La méningo-encéphalite chronique développée au cours des déficits de I’'immunité
humorale chez des patients souffrant d’une agammaglobulinémie congénitale

liée au chromosome X (McKinney et al., 1987).

- Le syndrome post-poliomyélitique associé a la persistance du poliovirus (Leparc-
Goffart et al, 1996). Cette pathologie se caractérise par une fatigue, une
faiblesse et des douleurs liées a une atrophie musculaire progressive chez des
sujets immunocompétents 30 a 40 ans aprés un ¢épisode de poliomyélite

paralytique aigué.
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- Les myocardites chroniques et les cardiomyopathies dilatées (Muir, 1993 ;
Andréoletti et al., 2007) caractérisées par une dilatation du ventricule gauche ou
bi-ventriculaire associée a une altération de la contractilité cardiaque (volume
d’éjection systolique < 20 %) et des troubles du rythme. Ces pathologies le plus
souvent associées aux coxsackievirus B se développeraient chez 10 a 20 % des

patients atteints de myocardite virale.

- Le diabéte insulino-dépendant (Hyoty ef al, 1995; Yin et al, 2002). Les
différentes ¢tudes menées montrent les coxsackievirus B comme étant
responsables de 1’apparition de la pathologie. Ces virus pourraient agir par
mimétisme moléculaire au niveau des cellules f—pancréatiques et seraient donc a
I’origine d’une maladie auto-immune. Certaines théories incriminent des
infections entérovirales in utero qui pourraient successivement avoir diminuées

les seuils de tolérance immunologique (Hydty, 2002 ; Viskari et al., 2002).

- Le syndrome de fatigue chronique (Chia et al., 2008 ; Kerr, 2008) se caractérise
par une asthénie prolongée couplée a des douleurs musculaires persistantes.
Certains auteurs ont mis en ¢évidence la présence du génome des entérovirus

dans les fibres musculaires striées (Douche-Aourik et al., 2003).

- La sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Brahic et al., 1985 ; Ravits, 2005) est
la maladie du motoneurone la plus fréquente chez 1’adulte (Bouche, 1986). Elle

est assez proche de I’atrophie musculaire progressive (Berger et al., 2000).
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4. LES ENTEROVIRUS : DES PATHOGENES A TROPISME RESPIRATOIRE

4.1. Données cliniques
4.1.1. Infections respiratoires hautes a entérovirus

Différents sérotypes d’entérovirus non polio ont été isolés et identifiés dans des cas
d’infections des voies respiratoires hautes (rhinites, laryngites, pharyngites). Les premicres
données basées sur des isolements en culture cellulaire remontent a 1967 ou Ray et coll.
décrivent des cas de pharyngites a coxsackievirus B4 dans une collectivité d’enfants.
Plusieurs autres publications ont décrit de maniére similaire des cas groupés d’infections
respiratoires des voies aériennes supérieures par echovirus 1, coxsackievirus B2, B3, B5 et A2

(Leogrande & Trombetti, 1968 ; Nakayama et al., 1989).

Depuis ces premieres études, les infections respiratoires hautes a entérovirus sont bien
documentées avec plusieurs études épidémiologiques (Nokso-Koivisto et al., 2002 ; Lin et al.,
2004 ; Chonmaitree et al., 2008). L’é¢tude de Chonmaitree et coll. montre que les entérovirus
seraient responsables de 14 % des cas d’infections respiratoires hautes chez des enfants de 6
mois a 3 ans. Les entérovirus représenteraient ainsi la troisiéme cause d’infection respiratoire
haute aprés les adénovirus et les rhinovirus (Chonmaitree et al, 2008). La majorité des
infections des voies respiratoires supérieures sont bénignes, spontanément et rapidement
résolutives (Chonmaitree et al., 2008). 11 n’y a pas de cas rapportés concernant des

complications associant les infections respiratoires hautes par les entérovirus.

4.1.2. Infections respiratoires basses a entérovirus

Au cours des infections respiratoires basses (bronchites, pneumonies, broncho-
pneumonies, bronchiolites), une colonisation de 1’épithélium respiratoire pharyngé (porte
d’entrée de I’infection virale), puis de 1'épithélium respiratoire bronchique est observée
(Chonmaitree et al., 1995 ; Andréoletti, 2003). Ces infections touchent plus particuliérement
les nourrissons et les enfants 4gés de moins de 4 ans (Eckert et al., 1967 ; Chonmaitree et al.,
1995 ; Andréoletti et al, 2000 ; McCarthy et al., 2000; Jartti et al.,, 2004 ; Oberste et al.,
2004).
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Historiquement, Eckert et coll. ont rapporté, en 1967, des cas de bronchiolites
infantiles induites par des coxsackievirus du groupe B aux Etats-Unis. Il a été rapporté, par la
suite, une épidémie de bronchite provoquée par echovirus 19 en Italie en 1969 (Crovari et al.,
1969). Enfin, une étude publiée en 1970 a rapporté des cas nosocomiaux groupés d’infections

pulmonaires a echovirus 11 dans une maternité allemande (Hercik et al., 1970).

Récemment, plusieurs études de cohorte incluant des nourrissons ou des jeunes enfants
hospitalisés pour une bronchiolite ou un asthme exacerbé ont identifié par RT-PCR la
présence du génome des entérovirus dans 8 a 25 % des échantillons respiratoires (Johnston et
al., 1995 ; Freymuth et al., 1999 ; Andréoletti ef al., 2000 ; Jartti et al., 2004). Andréoletti et
coll. (2000) ont montré une prévalence de détection du génome entérovirale par RT-PCR de
11.9 %, soit 10 cas sur 84 enfants de moins de 1 an, venus consulter pour bronchiolite. Parmi
ces 10 cas positifs, 2 présentaient une co-infection soit par le virus respiratoire syncytial soit
par un adénovirus. En 2004, Jartti et coll. ont analysé les prélévements de 293 enfants de 3
mois a 16 ans qui avaient consulté pour une pathologie respiratoire basse entre septembre
2000 et mai 2002. Sur les 293 enfants inclus dans cette étude, 72 avaient présenté une
détection positive du génome viral dans leur prélévement nasopharyngé, démontrant ainsi que
les entérovirus représentaient, apres le VRS et les rhinovirus, le troisiéme agent étiologique de
la bronchiolite chez I’enfant de 3 mois a 1 an et le premier chez 1’enfant de plus de 1 an (Jartti
et al., 2004). Par ailleurs, les deux études de Freymuth et coll. ainsi que celle de Johnston et
coll en 1995 se sont intéressées aux agents viraux responsables des cas d’exacerbation de
I’asthme. Ces études montrent, par biologie moléculaire, la détection du génome des
entérovirus dans 10 a 21.5% des cas étudiés, placant ainsi les entérovirus en deuxieme
position des agents étiologiques d’exacerbation de 1’asthme infantile (Johnston ef al., 1995 ;

Freymuth et al., 1999). (Tableau 6).

Des séries de cas rapportés font état de complications broncho-pulmonaires graves
voire mortelles par les entérovirus. Ces cas d’infections respiratoires compliquées touchent
essentiellement les enfants en bas age, et cela du fait de I’absence d’immunité spécifique.
Parmi ces cas mortels chez les nourrissons, on peut citer celui décrit par Cheesman et coll. en
1997 concernant une pneumonie a echovirus 9 et une infection bronchopulmonaire a

coxsackievirus B4 (Porres et al.,1985).
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Tableau 6 : Détection des virus respiratoires communs dans des aspirations naso-pharyngées d’enfants souffrant de bronchiolite ou d’asthme

infantile.

Auteurs (Année)

Nombre de patients

Tranches d'ages

Nombre de détection positive par virus (%)

) Culture PCR VRS  Rhinovirus irus  Par irus irus Total de positifs
(année) (%)
Johnston et coll. (1995) (202 pré}g\?emenls) 911 + + 1241)  84(287) 63 (21,5) 21(7) 21(7) - 38 (13) - 226 (77)
Freymuth et coll. (1999) (32 prégemems) 0,314 + + 28 (21) 62 (47) 13(9,8) 5) 7(5) 6(4,5) 6(4,5) - 108 (82)
Andréoletti et coll. (2000) 84 0,314 + 45(536)  16(19) 10 (12) 0 0 11.(13) 0 - 63 (74)
Jartti et coll. (2004) 203 0,25-16 + + 80 (27) 71 (24) 72 (25) 17(6) 7(25) 15(5) 1(1,3) 12(4) 258 (88)
Jacques et coll. (2006) 192 03 + + 58 (30) 0 21) 17(9) 3@ 116) 1(05) 0 8(4) 138 (72,5)
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Récemment Legay et coll. (2007) ont décrit un cas de pneumonie mortelle a
coxsackievirus A16 chez un adulte immunocompétent, qui avait été infecté a 1’age de 77 ans
par son petit fils présentant un syndrome pied-main-bouche (Legay ef al., 2007). D’autres cas
rapportés décrivent des histoires cliniques de complications respiratoires induites par
différents entérovirus tels que les entérovirus 68, 71 et coxsackievirus B2 et A21 (Barson &

Reiner, 1986 ; Chang et al., 1999 ; Schiff et al., 2000 ; Oberste et al., 2004b).

Cependant le role et la prévalence des infections a entérovirus dans les infections
respiratoires basses pédiatriques ainsi que chez les adultes immunodéprimés restent a préciser

dans des cohortes de patients cliniquement bien définis et inclus avec des critéres stricts.

4.2. Données épidémiologiques

4.2.1. Population

Les différentes études épidémiologiques publiées ont clairement montré que 50 a 60 %
de I’ensemble des infections a entérovirus, survenaient préférentiellement chez les enfants de
moins de 4 ans avec un sexe ratio de 1,4 a 1,5 (Khetsuriani et al., 2006 ; Antona et al., 2007).
En France et aux Etats-Unis, I’incidence de détection des entérovirus dans cette tranche d’age
est de 34 4 44 % avant 1 an, et de 15 a 19 % pour les enfants entre 1 et 4 ans (Khetsuriani et
al., 2006). Dans cette population d’enfants, les pathologies des voies respiratoires hautes et
basses, au premier rang desquelles la bronchiolite (environ 20 a 40%), représentent environ 8
a 10 % de I’ensemble des infections a entérovirus (Khetsuriani et al, 2006 ; Antona et al.,
2007). Par ailleurs, les entérovirus ont été identifiés par plusieurs auteurs comme responsables
de broncho-pneumonies graves et mortelles (Cheeseman et al., 1977 ; Porres et al., 1985 ;
Barson & Reiner, 1986 ; Birenbaum et al., 1997 ; Chang et al., 1999 ; Schiff et al., 2000 ;
Oberste et al., 2004). Cependant, la distribution épidémiologique de cas groupés d’infections
respiratoires & entérovirus dans une population donnée ou dans un noyau épidémiologique,

n’avait jamais été explorée.
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4.2.2. Saisonnalité

La circulation des entérovirus montre la méme tendance saisonni¢re dans toutes les
¢tudes épidémiologiques réalisées dans les pays tempérés (Pallansch & Roos, 2007). Le
nombre de cas augmente chaque année au cours de 1'été, avec un pic en juillet, jusqu’au début
de l'automne, puis diminue lentement. Certaines années, comme en 2004, un deuxiéme pic
peut étre observé au cours du mois d’octobre (Khetsuriani ef al., 2006 ; Antona et al., 2007).
Les infections des voies respiratoires hautes et basses a entérovirus ont une saisonnalité qui

reste a préciser dans de futures études prospectives.

4.2.3. Modes de circulation

Les études épidémiologiques ont également montré que les différents sérotypes
d’entérovirus a tropisme respiratoire présentent deux modes de circulation : épidémiques et

endémiques (Khetsuriani et al., 2006 ; Antona et al., 2007).

Certains sérotypes tels que les echovirus 6, 13, 30 et le coxsackievirus BS ont un
schéma de circulation de type épidémique, caractérisé par d'importantes fluctuations du
nombre d’isolements au fil du temps, et entrecoupées de pics importants lors des années

épidémiques (Figure 16).

Les sérotypes d’entérovirus a circulation de type endémique ont tendance a étre
stables dans le temps, avec généralement un faible nombre de cas rapportés chaque année. 11
existe néanmoins quelques pics discrets visibles durant les périodes épidémiques (Figure 17).
Parmi ces sérotypes, on trouve les Coxsackievirus A16, B2, B4. Cependant le mode de
circulation des entérovirus a tropisme respiratoire reste a préciser en France et dans les pays

industrialisés.
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Figure 16 : Répartition annuelle des cas d’infections & entérovirus sur une période de 30 ans aux Etats-Unis pour
deux sérotypes d’entérovirus (A circulation du sérotype echovirus 13 et en B circulation du sérotype echovirus
30) ayant une circulation temporelle de type épidémique caractérisés par d'importantes fluctuations du nombre
d’isolements au fil du temps (D’apreés Khetsuriani et al., 2006)
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4.2.4. Sérotypes identifiés

Les infections respiratoires a entérovirus sont trés majoritairement observées chez les
enfants de moins de 15 ans. Dans cette population, les infections respiratoires sont associées
plus fréquemment aux sérotypes suivants : echovirus 6, 7, 9, 11, 13, 30 et Coxsackievirus B2,
B4 et BS. Cependant, ces données sur la fréquence des sérotypes impliqués dans des
d’infections des voies respiratoires ont ¢été obtenues uniquement chez les souches
d’entérovirus cultivables identifiées par les mélanges d’anticorps meutralisants. Ainsi, il serait
nécessaire de réaliser une identification des entérovirus par génotypage de la protéine de

capside VPI.

Les echovirus 6 sont souvent associés a des épidémies de méningite chez les nouveau-
nés et il peut étre associé a des complications a type de pneumonie. La population la plus
sensible aux infections par les echovirus 6 est constituée par les enfants de moins de 1 a 4 ans

(Carolane et al., 1985 ; Boyd et al., 1987).

Les echovirus 7 représentent entre 4 et 8 % des cas d’infections de tous types a
entérovirus, et ils ont été isolés dans 7 a 9 % des seuls cas d’infections des voies respiratoires
associées aux entérovirus en France entre 1999 et 2005 (Antona et al., 2007). Soixante pour
cent des infections respiratoires a echovirus 7 surviennent chez les enfants de moins de 1 an
(Khetsuriani et al., 2006 ; Antona et al., 2007). La circulation des echovirus 7 présente un
caractere épidémique cyclique, avec des intervalles irréguliers entre les périodes de forte et de
faible activité. Cependant, les épidémies associées a echovirus 7 sont assez rares avec des pics
survenant au cours de périodes de faible circulation endémique de 2 a 6 ans (Khetsuriani et
al., 2006). En 1984, par exemple, une épidémie nosocomiale a eu lieu dans une unité de soins

intensif de néonatalogie (Wilson ef al., 1989).
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Figure 17 : Répartition annuelle des cas d’infections a entérovirus sur une période de 30 ans aux Etats-Unis pour
deux sérotypes d’entérovirus ayant une circulation temporelle de type endémique (A circulation du sérotype
coxsackievirus B4 et en B circulation du sérotype coxsackievirus A16). Ces sérotypes ont tendance a étre stables
dans le temps, avec généralement un faible nombre de cas rapportés chaque année. (D’apres Khetsuriani et al.,
2006)
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Les echovirus 9 ont souvent été associés a des épidémies d’infections communautaires
(Ashwell et al.,, 1996). Leur prévalence dans les infections respiratoires est estimée a 5 % ;
celles-ci surviendraient préférentiellement dans la tranche d’age de moins de 1 an
(Khetsuriani et al., 2006 ; Antona et al., 2007 ). De maniére remarquable, echovirus 9 a un
schéma de circulation épidémique avec une forte augmentation du taux de détection tous les 3
a 5 ans. L’infection a echovirus 9 s’est révélée parfois fatale. Dans une série de cas
d’infections communautaires pédiatriques a echovirus 9, 4,5 % des enfants de moins de 1
mois hospitalisés en réanimation, avaient développé une infection nénonatale fatale dont
certaines étaient multi viscérales ou respiratoires (Cheesman et al., 1977 ; Ketsuriani et al.,

2006).

Actuellement dans le monde, les echovirus 11 représentent le sérotype le plus
fréquemment détecté chez les nourrissons agés de moins de 1 an. Ce sérotype a un schéma de
circulation épidémique avec des pics survenant a intervalles irréguliers. Il est responsable de
7.6 a 18 % des cas d’infections respiratoires et touche plus particuliérement les enfants de

moins de 1 an. (Antona et al., 2007).

Les echovirus 13 ont un profil de circulation atypique. En effet, entre 1970 et 2000, il
n’a été isolé que dans 0.5% des cas d’infections a entérovirus. Puis en 2000-2001, il est a
I’origine d’une large épidémie de méningites a liquide clair a travers le monde. En France, il a
provoqué 420 cas en 2000, soit 32 % de I’ensemble des entérovirus isolés cette année la.
Depuis, le nombre de cas détectés a trés nettement diminué de 2001 a 2007 (Antona et al.,
2007). Cependant, ce virus est toujours en circulation et pourrait étre responsable d’infection
des voies respiratoires chez les enfants agés de 5 a 14 ans en France et aux Etats—unis

(Kobayashi et al., 2005 ; Antona et al., 2007).

Les echovirus 30 sont de type épidémique et sont retrouvés a 1’échelle planétaire
(Khetsuriani et al., 2006). IIs ont été souvent isolés dans des cas de méningite a liquide clair,
mais ils seraient également responsables de 1 a 2 % des cas de pathologies respiratoires en
France et aux Etats—Unis (Khetsuriani et al., 2006 ; Antona et al, 2007). Ce sérotype
infecterait plutot les enfants de plus de lan ainsi que les sujets de plus de 15 ans (Khetsuriani

et al., 2006).

Le coxsackievirus B2 représente entre 6 et 7 % des cas de pathologies respiratoires. Ce

sérotype d’entérovirus présente une circulation endémique avec chaque année un taux

62



Données bibliographiques

d’isolement assez variable. Il est, apres I’echovirus 11, I’entérovirus le plus souvent identifi¢

chez les enfants de moins de 1 an (Khetsuriani et al., 2006 ; Antona et al., 2007).

Le coxsackievirus B4 ne connait pas de pic épidémique. Ce virus circule de fagon
endémique. Tres fréquemment isolé dans les cas d’infections des voies respiratoires (5 a 7%),
on le détecte surtout chez les jeunes enfants ou il provoque plus fréquemment que les autres

sérotypes des complications (Porres et al., 1985).

Le coxsackievirus B5 peut induire des pathologies cliniques similaires a celles
observées avec les autres coxsackievirus B. Ce sérotype est connu pour causer des pics
¢pidémiques d’une durée de 1 an tous les 3 a 6 ans (Khetsuriani et al., 2006). Sa prévalence
dans les infections des voies respiratoires varie de 1 a 2 % chez les enfants de moins de 4 ans

(Antona et al., 2007). (Tableau 7)

4.3. Données virologiques

4.3.1. Détection des entérovirus

4.3.1.1. Préléevement.

Pour les infections des voies respiratoires supérieures, les prélévements de gorge et de
nez sont les plus utiles. Le lavage nasal et 1’aspiration naso-pharyngée sont des prélévements
pouvant contenir les plus hauts titres de virus et peuvent fournir un grand nombre de cellules
notamment pour les techniques d’immunofluorescence. Les écouvillons naso-pharyngés sont
plus faciles a obtenir et peuvent également étre utilisés pour la culture (Storch, 1999). Le
rendement des cultures virales peut étre optimisé en combinant un frottis de gorge a un
prélevement naso-pharyngé dans le méme tube de transport (Storch, 1999). Des
considérations particuliéres s'appliquent au choix du prélévement chez les adultes car aucune
des techniques utilisées pour obtenir des échantillons naso-pharyngés chez les jeunes enfants
n’est applicable aux adultes chez qui on pratique un écouvillonnage au niveau du voile du

palais (Storch, 1999).
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Tableau 7 : Données ¢pidémiologiques et cliniques (Tranches d’age, pourcentage
d’infections respiratoires, pourcentages de complications fatales) des sérotypes d’entérovirus
les plus souvent isolés (D’apres Khetsuriani ef al., 2003 ; Khetsuriani et al., 2006 ; Antona et

al., 2007 ; Jacques et al., 2008)

Pourcentage de cas fatals toutes

Sérotype Identifié Tranche d'age laplus  Pourcentage d'infections pathologies confondues
sensible (années) respiratoires
- de 1 mois + de 1 mois

echovirus 6 14 environ 3 18,8 41
echovirus 7 0-1 7a9 13,3 1,2
echovirus 9 0-1 environ 5 45 0

echovirus 11 0-1 7,6a18 19 3,2
echovirus 13 5-14 environ 2 - -

echovirus 30 5-14 1a2 20 2,8
coxsackievirus B2 0-1 6a7 11,1 2,6
coxsackievirus B4 0-1 5a7 40 2,2
coxsackievirus B5 0-4 1a2 0 1,6
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Pour les infections des voies respiratoires inférieures, et plus particulierement en réanimation
médicale, les aspirations trachéales et les échantillons issus de bronchoscopies, en particulier
le liquide de lavage broncho-alvéolaire, sont utilisés pour I’isolement des virus par la culture
(Storch, 1999). La réalisation des lavages broncho-alvéolaires et bronchiques est réservée aux
pathologies graves ou I’obtention d’un diagnostic étiologique est rendue nécessaire a cause de

1’état clinique critique du patient (Storch, 1999).

4.3.1.2. Les outils de diagnostic

4.3.1.2.1. l’isolement des entérovirus

Cette technique reste la méthode diagnostique de référence permettant d’isoler la
souche pathogéne. Les prélevements doivent étre inoculés sur plusieurs lignées cellulaires, car
la sensibilité d’isolement est variable en fonction des sérotypes. Les cellules Vero, Hep-2 et
BGM (cellules de rein de singe) sont les cellules le plus souvent utilisées pour isoler les
poliovirus, les coxsackievirus B et les echovirus. Les cellules L20B qui sont des cellules
murines transfectées exprimant PVR sont utilisées pour isoler les poliovirus. Les cellules
MRC-5 (fibroblastes embryonnaires de poumon humain) sont préférentiellement utilisées
pour isoler les souches de coxsackievirus A cultivables, d’echovirus et d’entérovirus 68-71.
Les cellules KB (carcinome du plancher de la bouche) sont plutdt utilisées pour les
coxsackievirus B. D’autres lignées cellulaires telles que les cellules RD (cellules de
rhabdomyosarcome), les CMK (cellules primaires de rein de singe) ou les MA104 (cellules de
rein de singe) et les HUH7 (cellules d’hépatocarcinome) ont été testées pour essayer
d’augmenter la spécificité d’isolement des entérovirus (Dagan & Menegus, 1986 ; Bryden,
1992 ; Kok et al., 1998, Freymuth et al., 2005). Il existe d’autres cellules trés souvent
utilisées pour 1’isolement des entérovirus telle que la lignée AS549 (cellules alvéolaires
carcinomateuses) ou les cellules BEAS-2B (cellules épithéliales bronchique immortalisées par
I’antigéne T du SV40). Ces cellules ont un trés bon taux d’isolement des entérovirus dont
certains sérotypes sont connus pour &tre impliqués dans les infections respiratoires (Jartti et
al., 2004). L’ utilisation de ces deux lignées de cellules respiratoires humaines peut permettre
I’optimisation de I’isolement des entérovirus a tropisme respiratoire. Cependant, aucune
lignée cellulaire n’est permissive a I’ensemble des sérotypes d’entérovirus : il est donc

recommandé, dans un but diagnostique, d’utiliser deux a trois lignées cellulaires différentes.
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Figure 18 : Photographies d’effets cytopathiques obtenus en 2 a 12 jours aprés infection de (A) cellules
fibroblastiques embryonnaires humaines (MRCS) , de (C) cellules épithéliales en lignée continue (MA104) et de
(E) cellules épithéliales en lignée continu (A549) par Echovirus 30. On constate en B, D et F 1’apparition d’un
effet cytopathique caractérisé par la présence de cellules réfringentes, rondes, se décollant du support de culture.
Photographies prises au laboratoire de virologie du CHU de Reims.
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L’effet cytopathique (ECP) caractéristique des entérovirus apparait en 2 a 12 jours en
fonction du sérotype et des lignées cellulaires utilisées. L’ECP se caractérise par I’apparition
de cellules réfringentes, rondes, se décollant de la surface de culture (Figure 18). Aprés
coloration, on peut voir une large inclusion cytoplasmique repoussant le noyau a la périphérie,
classiquement en forme de « béret basque » ou en « banane ». L’intérét de la culture est d’étre
applicable en principe a tous les types de prélevements. Cet outil permet, grace a I’isolement
des souches, un suivi épidémiologique. Il existe néanmoins des limites dues au fait que
certains entérovirus sont peu ou pas cultivables, particuliérement les coxsackievirus A
(Nsaibia et al., 2007). L’inconvénient majeur est le délai de réponse car l’isolement de
I’entérovirus prend en moyenne une semaine. Il faut ensuite encore 7 jours pour réaliser le

typage de la souche virale isolée.

4.3.1.2.2. Outils de biologie moléculaire

Le diagnostic virologique peut également étre réalis€¢ par des techniques de biologie
moléculaire, et ceci en raison d’une sensibilité supérieure a la culture et d’un délai de rendu
du résultat inférieur. De plus, ces techniques permettent de détecter 1’ensemble des 89

sérotypes d’entérovirus impliqués en pathologie humaine (Nix ef al., 2006).

Ces méthodes sont basées sur I’amplification de la région 5’NC du génome des
entérovirus car cette région est trés conservée au sein du genre Enterovirus. Cette région est
donc peu sensible aux variations génétiques. Une fois cette amplification par RT-PCR
réalisée, 1’analyse des fragments peut se faire selon deux approches. La premiére consiste a
déposer les produits amplifiés sur un gel d’agarose tandis que la seconde consiste en une
hybridation moléculaire avec des sondes spécifiques (Takeda et al., 1994). Cette technique
est encore trés utilisée dans les laboratoires de diagnostic. Il est a noter que si ces techniques
sont capables de détecter un entérovirus dans un prélévement, elles ne permettent pas
d’identifier le sérotype incriminé. Actuellement, la détection des entérovirus se fait grace aux
techniques de RT-PCR en temps réel. Cette approche tend a remplacer les techniques
d’amplification génique standard au vu des nombreux avantages qu’elle apporte
(quantification de la charge virale, rapidit¢é d’exécution et limitation des risques de
contamination). Plusieurs équipes ont mis au point des techniques d’identification sur la

région conservée du génome des entérovirus humains qui se trouve étre la région 5’NC
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(Nijhuis et al., 2002 ; Kares et al., 2004 ; Dierssen et al., 2007 ; Seme et al., 2008 ; Hymas et
al., 2008).

4.3.2. Identification des entérovirus

4.3.2.1. Neutralisation

Aprées avoir détecté dans un prélévement un entérovirus, il est important d’en identifier
le sérotype. Cette étape intervient dans le cadre de 1’éradication des poliovirus mais aussi pour
permettre de suivre 1’épidémiologie des infections a entérovirus non polio. La méthode mise
au point par Lynn et Benyesh-Melnick en 1960 (LBM) reste la méthode de référence quand a
I’identification des entérovirus. Cette technique repose sur la neutralisation de la souche virale
par un mélange de sérums polyclonaux hyperimmuns équins se combinant pour qu’un sérum
donné soit présent dans deux ou trois mélanges différents. Le sérotype des entérovirus est
ensuite identifié par le profil de neutralisation des mélanges de sérums. La séroneutralisation
de Lynn Benyesh-Melnick contient deux séries de sérums: le premier constitu¢ de 8
mélanges (A-H) permet d’identifier 42 sérotypes d’entérovirus (3 poliovirus et 39 sérotypes
de I’espéce B) (Melnick et al., 1963) ; le second comprenant 7 mélanges (J-P) identifie 19
sérotypes de coxsackievirus A. La séroneutralisation a plusieurs inconvénients : cette
technique dépend de l’isolement de la souche par la culture cellulaire ; elle est longue et
onéreuse ; enfin, certaines souches sont déclarées non typables (dans environ 10% des cas
I’identification n’est pas possible (Mammette, 2002)) soit par la présence de plusieurs souches
dans le méme prélévement soit a la suite de I’apparition de variants antigéniques d’un
sérotype existant ou encore de nouvelles souches apparues aprés la date de constitution des
mélanges. Actuellement les pools LBM initiaux arrivent a épuisement, et sont remplacés par
ceux de I’OMS. En outre, le génotypage tend a progressivement remplacer la

séroneutralisation.

4.3.2.2. Le génotypage

Actuellement, grace aux avancées technologiques, 1’identification d’un entérovirus se

fait de plus en plus grace a I’analyse de la séquence nucléotidique. Plusieurs laboratoires ont
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développé des techniques d’identifications basées sur le séquengage moléculaire de

différentes régions du génome des entérovirus.

La technique la plus répandue est basée sur le séquengage de la région codant la
protéine de capside VP1. La grande majorit¢ des équipes a développé des approches
d’identification basées sur cette région car elle contient un grand nombre de sites antigéniques
ayant servi a4 la mise en place de la classification initialement basée sur le caractere
phénotypique des entérovirus. Cette région du génome est treés variable et permet donc de
différencier les sérotypes les uns des autres. La principale difficulté¢ de cette approche vient
justement de cette grande diversité de séquences qui oblige soit a utiliser plusieurs couples
d’amorces pour pouvoir amplifier et séquencer tous les sérotypes (Oberste et al., 1999b ;
Oberste et al., 2000 ; Caro et al., 2001 ; Norder et al., 2001), soit a dessiner des amorces dites
dégénérées qui permettent grice a un seule couple d’amplifier ’ensemble des sérotypes
d’entérovirus (Oberste et al., 2003 ; Kottaridi et al., 2004). Toutes les études menées sur cette
région se sont révélées probantes quelle que soit la région de VP1 étudiée (Caro et al., 2001 ;
Norder et al., 2001 ; Oberste et al., 2003). Actuellement, les études portent sur 1’identification
directe des entérovirus a partir du prélévement sans avoir a passer par une étape de culture
préalable. Cette nouvelle approche offre un gain de temps appréciable mais aussi la capacité
de détecter et d’identifier les entérovirus non cultivables (Casas ef al., 2001 ; Iturriza-Gomara

et al., 2006 ; Nix et al., 2006) (Figure 19).

Une autre approche d’identification par séquencage initiée en 1998 par 1’équipe du
CDC d’Atlanta porte sur la région du génome codant la protéine de capside VP2. Cette
approche fut tout d’abord considérée comme peu intéressante car la région initialement
amplifiée était interne au virus et peu soumise aux contraintes extérieures, et donc contenant
peu de variations génétiques permettant la différenciation de tous les sérotypes. Trés
récemment, des études ont montré qu’il était néanmoins possible d’identifier les différents
sérotypes d’entérovirus via VP2 en choisissant plus attentivement la région a séquencer. Les
résultats obtenus ont été comparables a ceux obtenus avec les approches de séquencage d’une
partie de la région VP1. Cette approche pourrait étre particuliérement intéressante dans le
cadre de I’identification de virus mosaiques présentant des recombinaisons au niveau des

protéines structurales (Bouslama et al., 2007 ; Nasri et al., 2007 (Figure 19)).

D’autres approches se développent, basées sur une identification en deux étapes. La

premiére €tape consiste & déterminer 1’espéce d’entérovirus présente dans le prélevement

69



Données bibliographiques

grace a la région 3’NC puis avec des amorces spécifiques d’espéce, d’identifier le sérotype en
séquencant la région codant la protéine de capside VP1 (Oberste et al., 2006). Cette approche
permet d’augmenter significativement la sensibilit¢ de la technique, facilitant ainsi

I’identification directe de 1’entérovirus a partir du prélévement (Figure 19).

Une dernicre approche tend a se développer au vu des phénomeénes de recombinaison
décrite au sein des entérovirus. Cette technique se base sur un séquengage de la région codant
la protéine de capside VP1 des entérovirus associée a une analyse nucléotidique de la région
codant I’ARN polymérase-ARN dépendante (3Dpol). Cette analyse permet alors d’identifier
le sérotype d’entérovirus mais aussi de détecter la présence de phénomenes de recombinaison
chez cette souche virale. Ces phénomenes de recombinaison pourraient étre responsables
d’une virulence particuliére, de la sévérité des signes cliniques ou de I’apparition de

nouveaux syndromes cliniques (Arita et al., 2005).

Ces techniques de génotypage permettront une meilleure identification des souches
d’entérovirus a tropisme respiratoire permettant une tragabilité des souches par leur séquence
nucléotidique, ce qui aurait pour conséquence d’améliorer le suivi épidémiologique. Cela
pourrait permettre la mise en place de systéme d’alerte épidémiologique en vue d’une
optimisation de la gestion des infections communautaires et nosocomiales en milieu

hospitalier lors d’infection par entérovirus a tropisme respiratoire.
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Figure 19 : Arbres phylogénétiques de différentes région du génome des entérovirus (5’NC (A), VP4 (B), VP2
(C) VP1 (D), 3D pol (E) et 3’NC (F)) montrant une répartition differente des souches prototypes appartenant aux

39 principaux sérotypes d’entérovirus humains (D’apres Nasri et al., 2007).
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4.4. Données expérimentales

4.4.1. Etudes in vitro

Les données qui existent sur les infections des cellules épithéliales de 1’arbre
respiratoire par des Picornavirus, ont été principalement obtenues chez les rhinovirus. Ces
études suggerent que 'infection virale déclenche la migration vers les voies respiratoires et
l'activation locale de certaines cellules inflammatoires, comme les lymphocytes, les
polynucléaires neutrophiles et les ¢osinophiles (Newcomb et al., 2007). Ces cellules ont pu
étre détectées et identifiées dans des échantillons nasaux ou bronchiques de patients souffrant
de bronchiolite, ou de phases d’exacerbation d’asthme associées a une infection a rhinovirus

(Griinberg & Sterk, 1999 ; Donninger ef al., 2003).

Au cours de linfection par les rhinovirus humains, les cellules épithéliales
respiratoires vont synthétiser et secréter des cytokines pro-inflammatoires telles que
I’interleukine 8 (IL-8), ’ENA-78 (Epithelial Neutrophil Attractant-78), I’IP-10 (IFN-gamma-
inducible protein 10), RANTES et MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) (Schroth et
al., 1999 ; Hall et al., 2005 ; Spurrell et al., 2005 ; Newcomb et al ., 2007). Ces cytokines sont
connues pour avoir une action chimio-attractante sur les polynucléaires neutrophiles, et
¢osinophiles, les monocytes macrophages et les lymphocytes (Griinberg & Sterk, 1999 ;
Newcomb et al., 2007). Une fois sur le site de l’infection, il a ét¢ montré que les
macrophages pouvaient étre infectés et augmenter la sécrétion de MCP-1 et IP-10 (Korpi-
Steiner et al., 2006 ; Hall et al., 2005). De plus les lymphocytes T activés recrutés par IP-10
potentialisent via D’interleukine-17A (IL-17A) P’augmentation d’IL-8 et d’ENA-78 mais
permettent aussi la synthése de HBD-2 (Human Beta-Defensin 2), qui est connue pour avoir
une action chimio-attractante sur les cellules dendritiques immatures et les lymphocytes T
mémoires (Wiehler & Proud, 2007). Toutes ces protéines vont jouer un role dans le
recrutement de cellules spécifiques au site de ’infection et étre a I’origine du déclenchement

de la réaction inflammatoire.

La synthése des protéines, en réponse a I’infection virale, est sous le controle de voies
de signalisation intracellulaire. Ainsi, la synthése de la protéine IL-8 par les cellules
épithéliales respiratoires humaines est contrdlée par la voie PI3 kinase/Akt, qui active le site

AP-1 du promoteur en amont du géne codant I’'IL-8 (Bentley et al., 2007). L’activation de la
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voie JAK/STAT va permettre, via une action autocrine ou paracrine de I’'IFN de type 1, la

synthése d’IP-10 par les cellules du systéme réticulo-endothélial (Korpi-Steiner et al., 2006).

L’ensemble de ces études permet une meilleure compréhension des mécanismes
impliqués dans la mise en place de la réponse inflammatoire de 1’épithélium infecté par des
picornavirus humains. Cependant, a ce jour, les mécanismes reliés a I’infection des cellules

respiratoires épithéliales par les entérovirus restent entiérement a explorer.

4.4.2. Etudes in vivo

La plupart des travaux d’infections expérimentales par des entérovirus réalisées chez
des souris BALB/c ont eu recours a une inoculation par voie intra-péritonéale ou orale, mais

paradoxalement jamais par voie aérienne (Harrath ez al., 2004 ; Reetoo et al., 2000).

De maniere intéressante, 1’étude de Harrath et coll en 2004 a démontré par culture
cellulaire la présence de coxsackievirus B3 dans les poumons de souris BALB/c qui avait été
infectées par voie orale. Cette détection du virus réplicatif était positives 24h apres 1’infection,
et ceci jusque 30 jours apres 1’ingestion du virus. En comparaison, I’étude de Reetoo et coll.
(2000) qui avait infecté des souris SWR par voie intra-péritonéale, a montré que 1’infection
du poumon était détectable par une technique de RT-PCR, 14 jours aprés ’inoculation. Ces
deux études démontrent que les tissus pulmonaires peuvent étre infectés de manicre aigué
et/ou chronique par des entérovirus humains dans des modéles de souris immunocompétentes
(Harrath et al., 2004 ; Reetoo et al., 2000). Actuellement, il apparait nécessaire de développer
un modele murin d’infection par voie aérienne (instillation du virus par voie intra-nasale), ce
qui permettrait 1’étude in vivo des mécanismes inflammatoires et physiopathologiques

développés au cours d’une infection par des entérovirus « pneumotropes » d’origine humaine.

Trés récemment, une équipe anglo-saxonne a mis au point et évalué un modele de
souris BALB/c génétiquement modifiées pour I’expression de récepteurs chimériques
humain—murins pour ICAM-1. L’expression de ces récepteurs permet ’infection pulmonaire
par des rhinovirus humains des différents groupes (majoritaires et minoritaires) de sérotypes
suite a une inoculation par voie intra-nasale (Bartlett et al, 2008). Ce modéle murin
permettera de mieux comprendre les mécanismes inflammatoires développés chez 1’hdte au

cours des infections respiratoires basses par les picornavirus humains. Cette étude laisse
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entrevoir la possibilité de développer un modeéle pour des infections respiratoires basses par
les entérovirus, en particulier avec les coxsackievirus A qui utilisent préférentiellement les
récepteurs de type ICAM-1 pour entrer dans la cellule cible respiratoire (Shafren et al.,

2004).

5. CONCLUSIONS DES DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Les entérovirus sont des agents infectieux ubiquitaires qui infectent particulierement
les enfants du fait de leur absence d’immunité spécifique (Khetsuriami et al., 2006). Leur
mode de transmission est de type fécal-oral ou par «aérosols» (gouttelettes rhino-
pharyngées) (Andreoletti, 2003 ; Hot et al, 2003). Si le role des entérovirus comme agent
¢tiologique dans les infections respiratoires hautes et basses est maintenant reconnue en
pédiatrie, les données épidémiologiques et cliniques concernant ces infections doivent encore
étre précisées. Ainsi, la prévalence, les données cliniques, les mécanismes
physiopathologiques ainsi que les conséquences broncho-pulmonaires a long terme des
infections respiratoires a entérovirus restent entierement a explorer. Par ailleurs, bien que les
rhinovirus et les entérovirus soient génétiquement trés proches, il n’existe aucune étude
publiée explorant les mécanismes virologiques et inflammatoires reliés a 1’infection des

cellules de I’épithélium bronchique par des entérovirus a tropisme respiratoire.
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LES OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE :

Le premier objectif de ce travail de thése a été d’étudier et de préciser les données
cliniques et épidémiologiques des infections respiratoires a entérovirus, chez des enfants
présentant une atteinte des voies respiratoires basses. Dans ce cadre, nous avons réalisé une
premiére ¢étude rétrospective sur une année révolue et ceci pour préciser 1’importance

¢tiologique du role des entérovirus dans la bronchiolite infantile.

Dans un deuxiéme temps, nous avons analysé les caractéristiques épidémiologiques et
cliniques des pathologies respiratoires a entérovirus dans une cohorte de 252 enfants de la
région Champagne Ardenne (France), qui avaient consulté aux urgences entre 1999 et 2005.
Cette ¢tude rétrospective avait pour objectif de préciser I’importance des pathologies
respiratoires a entérovirus par rapport aux autres manifestations cliniques et syndromes reliés a

une infection entérovirale.

Dans une troisiéme partie de notre travail, nous avons étudié les mécanismes
inflammatoires des voies respiratoires basses induits par les entérovirus. Pour cela, nous
avons déterminé les profils et les niveaux de production de chimiokines produites par des
cellules de I'épithélium bronchique infectées par des entérovirus a tropisme respiratoire. De
maniére originale, nous avons observé que les éosinophiles du sang périphérique recrutés au
site de D’infection bronchique étaient permissifs a une infection entérovirale qui était
réplicative et aboutissant a une progénie virale. Cette infection était associée a une sécrétion
secondaire viro-induite de chimiokines responsables de mécanismes autocrines et paracrines
« endobronchiques ». Au final, ces investigations des mécanismes cellulaires et
inflammatoires nous ont permis d’aborder 1’étude des mécanismes virologiques et
immunologiques impliqués dans la mise en place de la réponse inflammatoire de 1’épithélium

apres une infection par un entérovirus a tropisme respiratoire.
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|) ETUDE CLINIQUE : LE ROLE DES ENTEROVIRUS DANS LA BRONCHIOLITE DU NOURRISSON

Les rhinovirus et les entérovirus humains (Picornaviridae) ont été identifiés chez les
enfants lors d’infections des voies respiratoires supérieure et inférieures, et ils sont considérés
comme des agents étiologiques responsables de la bronchiolite du nourrisson (Couch, 2001 ;
Freymuth et al, 1999 ; Jartti et al., 2004 ; Pallansh & Roos, 2001 ; Papadopoulos et al.,
2002). Seules quelques études rétrospectives ont évalu¢ la prévalence des infections
respiratoires par les picornavirus dans des cohortes de nourrissons souffrant de bronchiolite
(Andréoletti et al., 2000 ; Jartti et al. 2004 ; Papadopoulos et al., 2002 ; Rakes et al., 1999).
Dans ces précédents rapports, les rhinovirus ou les entérovirus humains ont été¢ détectés et
identifiés par RT-PCR, soit comme pathogeéne viral unique soit comme étant associés au VRS
ou a d'autres virus respiratoires communs. Ces données suggerent que les picornavirus
pourraient jouer un réle important comme agent étiologique ou comme cofacteur de la
bronchiolite infantile. A I'heure actuelle, le role des infections a rhinovirus et a entérovirus
comme agent étiologique chez les nourrissons hospitalisés pour bronchiolite reste a
déterminer dans des études prospectives utilisant des critéres d’inclusions cliniques bien

définis.

Ce premier travail a eu pour objectif d’évaluer le rdle étiologique potentiel des
picornavirus a tropisme respiratoire au cours d’une étude prospective qui a inclus, entre
septembre 2001 et Juin 2002, 192 enfants agés de moins de 36 mois hospitalisés au CHU de

Reims pour bronchiolite.

Au cours de cette étude, nous avons utilisé une RT-PCR et une technique d’hybridation
ARN différentielle afin de détecter les rhinovirus et les entérovirus dans les aspirations naso-
pharyngées de 192 nourrissons hospitalisés pour bronchiolite aigu€. De plus, tous les
¢chantillons respiratoires ont également été testés pour détecter la présence des virus
respiratoires communs (Virus Respiratoire Syncytial, virus Paralnfluenza, virus Influenza A &
B, et Adénovirus), ainsi que le métapneumovirus humain (HMPV) grace a des techniques
d’immunofluorescence, de culture de cellules ou par des outils de biologie moléculaire. La
combinaison des outils classiques de virologie avec des tests de biologie moléculaire nous a
permis de préciser la prévalence des infections respiratoires par les picornavirus, mais aussi de
déterminer la fréquence des cas de co-infections virales (picornavirus associés a d’autres virus)

dans la bronchiolite infantile.
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En conclusion, cette premiére étude suggére que les picornavirus respiratoires seraient,
aprés VRS, l'une des principales causes étiologiques de la bronchiolite chez I’enfant de moins
de 26 mois (médiane 9 mois ; extréme 1-26 mois). Ces données suggerent la nécessité de
développer de nouvelles techniques moléculaires de diagnostic rapide des infections
respiratoires a picornavirus en virologie médicale. L’utilisation de nouvelles approches de
diagnostic rapide permettra le développement et 1’utilisation clinique de nouvelles molécules
anti-picornavirus, ainsi que la mise en place de mesures spécifiques (identification rapide,
génotypage et isolement des enfants identifiés comme ¢étant infectés par un entérovirus a
tropisme respiratoire) afin de limiter les risques de transmission nosocomiale de ces virus dans

les départements de pédiatrie.
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Abstract

Background: Human rhinoviruses and enteroviruses (Picornaviridae) are suspected to be major viral etiological causes of bronchiolitis in
infants.

Objectives: Inthe present study, we assessed the potential role of the respiratory picornaviruses as causative agents of bronchiolitis in French
infants.

Study design: From September 2001 to June 2002, we prospectively selected 192 infants <36 months of age and hospitalized for acute
bronchiolitis. The detection of common respiratory viruses (respiratory syneytial virus, influenza virus A and B, parainfluenza virus 1, 2, 3
and adenovirus) was performed using classical immunofluorescence antigen and cell-culture detection assays on nasopharyngeal aspirates
whereas the detection of human metapneumovirus (HMPV) was performed by a real-time RT-PCR assay. The presence of rhinovirus and/or
enterovirus was assessed in respiratory samples by a picornavirus RT-PCR detection assay followed by a differential Southern blotting
procedure.

Results: A potential causative virus was detected in 72.5% of the 192 study infants. RSV (30%), thinovirus (21%), enterovirus (9%), infuenza
virus A (6%) and human metapneumovirus (4%) were the most frequent causative agents detected. Rhinoviruses or enteroviruses were detected
as the only evidence of respiratory viral tract infection in 57 {30%) of 192 infants, whereas rhinovirus or enterovirus occurred in mixed viral
infection detected in 25 (13%) of 192 study cases (30% versus 13%, p< 1077).

Conclusions: Our data suggest that respiratory picornaviruses are one of the leading etiological causes of bronchiolitis in French infants.
These findings highlight the need to implement a rapid picornavirus RT-PCR detection assay for the clinical diagnosis of respiratory infections
in pediatric patients with bronchiolitis.

© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Picomavirus; Rhinovirus; Enterovirus; Bronchiolitis; Mutiple viral respiratory infection; Infants

1. Introduction

Human rhinoviruses and enteroviruses (Picornaviridae)
have been identified in childhood upper and lower respiratory
tract infections and they are suspected to be major viral
etiological causes of bronchiolitis in infants (Freymuth et al.,
1999; Pallansh and Roos, 2001; Couch, 2001; Papadopoulos

* Corresponding author. Tel.: +33 3 26 78 39 93; fax: +333 26 78 41 34.
E-mail address: landreoletti@chu-reims fr (L. Andréoletti).

1386-6532/8 — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jcv.2005.11.00%

et al., 2002; Jartti et al, 2004). Only a few retrospective
studies have assessed the presence of both enterovirus and
human rhinovirus genomic RNA sequences in series of
respiratory samples taken from infants with acute wheezing
(Rakes et al., 1999; Andréoletti et al., 2000; Papadopoulos
et al, 2002; Jartti et al., 2004). In these previous reports,
human rhinovirus or enterovirus were identified by RT-PCR
assays either as unique viral pathogens or associated with
RSV or other common respiratory viruses, suggesting that
these picoraviruses could play a role as etiological agent or
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as cofactor of childhood bronchiolitis. At the present time,
the significance of rhinovirus and enterovirus infections as
the cause of bronchiolitis in French infants hospitalized for
acute wheezing remains to be determined.

In the present prospective study, we used RT-PCR and
hybridization assays to perform a differential detection
of rhinovirus and enterovirus RNA genomic sequences in
nasopharyngeal aspirates of 192 infants hospitalized for
acute bronchiolitis. To determine the causal role of these
respiratory picornaviruses in bronchiolitis, all the study
respiratory samples were also tested for the presence of other
common respiratory viruses and human metapneumovirus
(HMPV) by classical immunofluorescence antigen detection,
cell culture or molecular detection assays.

2. Patients and methods
2.1, Parients

Of 465 consecutive patients admitted to the pediatric
department (University Medical Hospital Center of Reims,
Champagne-Ardenne, France) from September 2001 to
June 2002 for acute respiratory wheezing, we prospectively
selected 192 infants because: (i) they were aged 36 months
or less (mean age = 8.6 months, range = 12 days—36 months),
(ii) they demonstrated specific clinical signs of bronchiolitis
(Anon., 2001) and (iii) they were hospitalized in the pedi-
atric unit within 3 days of symptom onset for the first time
during the study period. Infants with cystic fibrosis, bron-
chopulmonary dysplasia, congenital heart disease, rhinitis,
chronic allergic rhinitis and otitis or with a chronic genetic or
acquired-immunodepression were excluded from this study.
For each study infant, informed consent was obtained from
their family or their relatives. Briefly, nasopharyngeal secre-
tions were collected using sterile physiological saline fluid
with a disposable mucus extractor at time of hospital admis-
sion according to the recent European Respiratory Society
guideline (Anon., 2001). Nasopharyngeal aspirate samples
were then rapidly transported to the virology laboratory
where they were divided in two sterile tubes. Tube 1 wasused
to perform the immunofluorescence detection assay of viral
antigens and classical virus cell-culture detection assays, and
tube 2 was immediately frozen and stored at —80 °C prior
to RT-PCR assays (Freymuth et al., 1997). Hospital’s ethics
committee approved the study and informed consent was
obtained from parents.

2.2. Respiratory virus detection assays

Immunofluorescence detection assays for the detection
of respiratory syncytial viruses A and B, influenza viruses,
parainfluenza viruses and adenoviruses antigens were per-
formed on tube 1. This aliquot was diluted in 3m1 of a classi-
cal viral transport medium as described previously (Freymuth
etal., 1997). Moreover, 200 .l of this diluted nasopharyngeal

secretion specimen was inoculated in duplicate onto 24-well
plates covered with monolayers of continuous human diploid
fibroblasts (MRC-5) or Rhesus monkey kidney (MA-104)
cells as previously described (Freymuth et al., 1997). Virus
isolates were typed by the standard method of virus neutral-
ization onto cell culture for enteroviruses, and by classical
immunoflurescence antigen detection assays onto infected
cell monolayers for adenovirus, influenza A and B viruses,
parainfluenza virus type 1, 2 and 3 and RSV as described
previously (Freymuth et al., 1997).

Retrospectively, total RNA was extracted from 200 pl
of nasal aspirate sample (tube 2) using a rapid extrac-
tion protocol according to the manufacturer’s recommen-
dations (High Pure Viral Nucleic Acid Kit, Roche Diag-
nostics Mannheim, Germany). Nucleic acids were eluted in
a final volume of 50 pl of DEPC (diethyl-pyrocarbonate)
sterile water, as described by the manufacturer’s recom-
mendations and stored at —80°C until used. Detection of
human rhinovirus and enterovirus RNA sequences was car-
ried out using a picornavirus RT-PCR detection assay fol-
lowed by a differential Southemn blotting procedure as pre-
viously described {(Andréoletti et al., 2000). The presence
of enterovirus RNA sequences was confirmed using a com-
mercially available kit according to the recommendations
of the manufacturer (Enterovirus Consensus kit, Argene
Biosoft, Varhiles, France). Moreover, HMPV RNA genomic
sequences were detected by real-time RT-PCR amplifica-
tion of the nucleoprotein (N) gene as described previously
(Bouscambert-Duchamp et al., 2005).

2.3. Statistical analyses

Chi-square tests with or without Yates correction, Stu-
dent’s f-tests or Mann—Whitney tests were carried out when
necessary, using the software Epi-Info 6.04 (2001, Center for
Diseases Control and Prevention-World Health Organization
statistical analysis software, Geneva Switzerland). P-values
lower than (.05 were considered as significant.

3. Resulis

A potential causative virus was detected in 72.5% of the
192 study infants (Table 1). RSV (30%), rhinovirus (21%),
enterovirus (9%), infuenza virus A (6%) and human metap-
neumovirus (4%) were the most frequent causative agents
detected, resulting in 42%, 29%, 12%, 8% and 6% of 138
virus-positive cases, respectively (Table 1). Enterovirus was
cultivated in 6 (3%) of the 192 specimens, allowing the iden-
tification of two ECHO 6 strains, two ECHO 13 strains, one
ECHO 30 strain and one Coxsackie B2 strain by classical
seroneutralization assay into cell culture (Pallansh and Roos,
2001).

Dual viral infections were found in 40 (21%) of the 192
nasopharyngeal aspirates of children with acute bronchiolitis
(Table 2), and were associated with rhinovirus in 36 {90%)
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Table 1

Positive viral findings in 192 French young infants hospitalized for acute broncholitis

Virus Virus antigen test, =192 Virus culture, #=192 Virus PCR, =192 Total (%), =192
Respiratory syncytial virus 58(30) 54(28) S8(30)
Rhinovirus - 40017y 40(21)
Enterovirus 17(4) 17(9)

Human metapneumovirus - BEES) 34
Parainfluenza virus type 3 3(l.6) 3(1.6) - k@3]

Influenza A virus 7(3.6) 1157 - 11(6)

Influenza B virus 0 - 0

Adenovirus 0 1(0.5) - 1(0.5)

Total (%) 68(35) 75(39) 65(34) 138 (72.5)

() Not done. Data are presented as number of samples positive (percentage of evaluated samples).

Table 2

Mixed virus infections detected in nasopharyngeal aspirates of 192 infants hospitalized for acute broncholitis

Virus identified in mixed infections

No. of occurrences in mixed infection

No. of occurrences with

Total RSVA HRVS" EVst PIV3¢ HMPV®
RSVE 22 - 18 4 0 0
HRvs 36 18 = 15 1 2
EVs® 19 4 15 - 0 0
Prv3? 1 0 0 0
HMPV® 2 0 2 0 -

@ Respiratory syncytial virus.
b Human rhinovirus.

¢ Enterovirus.

¢ Parainfluenza virus type 3.

¢ Human metapneumovirus.

cases (Table 2). Co-infections with rhinovirus and RSV
(45%) and an association with rhinovirus and enterovirus
(37.5%) were the most common mixed infections (Table 2).
Rhinovirus or enterovirus occurred in dual respiratory infec-
tion detected in 25 (13%) of the 192 infants, whereas these
viruses were 1dentified alone as the only evidence of respi-
ratory infection in 57 (30%) of 192 study cases (13% versus
30%, P<10%) (Tables 1 and 2).

Comparison between age groups showed that enterovirus
occurred more frequently in infant aged =6 months
(P<0.05), and that RSV infected significantly more often
infants aged 6-12 months (P <0.05). Rhinovirus respiratory
infection appeared not to be significantly associated with any
age group in the present study. The median age of children
with respiratory picornavirus was 9 months (range=1-26
months). Picornavirus infected cases were hospitalized for an
average of 2.3 days (3.D.=2.4); this mean duration of hos-
pital stay was not statistically different from those observed
in cases infected by other respiratory viruses (P=>0.5).

During the present study, rhinovirus and enterovirus co-
circulated during the same periods, from September 2001 to
January 2002 and from March to June 2002 (Fig. 1). From
November 2001 to February 2002, picornavirus respiratory
infections accounted for 52% of all hospitalized bronchiolitis
cases at a time where RSV was epidemic, resulting in mixed
RSV and rhinovirus or enterovirus respiratory tract infec-
tions. During May 2002, a second picornavirus epidemic

Number of positive
cases of bronchiolitis

Sept Oct Nov Dec Jan Feb Mar Apr May Jun

Month of the study period (Sept 2001-June 2002)

Fig. 1. Monthly distribution of bronchiolitis cases with an acute viral respira-
tory infection during a 10-month period (from September 2001 to June 2002).
RSV:respiratory syncytial virus, IVA: influenza virus A, PIV3: parainfluenza
virus 3; HMPV: human metapneumovirus; RV: rhinovirus, EV: enterovirus.

peak occurred where enterovirus and rhinovirus accounted
for 99% of all hospitalized bronchiolitis cases, suggesting
that these viruses might be common etiological causes of
childhood bronchiolitis during spring (Fig. 1).

4. Discussion

Our findings indicated that respiratory picornaviruses
were the second etiological cause of bronchiolitis after RSV.
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We identified rhinovirus and enterovirus as the unique viral
pathogen in 21% and 9% of 192 French infants with bronchi-
olitis, respectively (Table 1). Only one French retrospective
study had previously reported the presence of 10 (12%) and 8
(9.5%) cases of thinovirus and enterovirus respiratory infec-
tion in a cohort of 84 infants hospitalized for acute bronchi-
olitis (Andréoletti et al., 2000). Our prevalence of rhinovirus
infection was close to those reported in previous studies
demonstrating the presence of respiratory rhinovirus infec-
tion in 18—-29% of infants with acute wheezing or bronchiolits
(Freymuthetal , 1999; Papadopoulos etal., 2002; Jarttietal ,
2004). Our rates of enterovirus infection were in accardance
with those reported in two previous French studies (Freymuth
et al., 1999; Andreoletti et al., 2000), but were lower than
those reported by Jartti et al. (2004) who demonstrated 25%
of enterovirus positive detection in infants with acute respira-
tory wheezing. Discrepancies between this recent report and
our data could be explained by the the differences in patient
groups and their epidemiological characteristics or by the
short duration of our study period encompassing less than 1
year (Fig. 1).

In the present report, it could be possible that some picor-
navirus infections detected by our molecular technique might
not be associated with the development of the diagnosed
symptomatic episode of bronchiolitis, but might be related
either to an asymptomatic respiratory picornavirus shedding,
or to past or future respiratory symptomatic infection (Nokso-
Koivisto et al., 2002). Therefore, the exact prevalence of
respiratory picornavirus infection as cause of bronchiolitis
remains to be assessed in longitudinal prospective studies
testing the presence of all common viral pathogens in the
respiratory tract of study infants before and after the devel-
opment of respiratory symptoms.

Previous studies using molecular techniques reported that
19-22% of patients with bronchiolitis had evidence of mul-
tiple viral infections (Andréoletti et al., 2000; Papadopoulos
et al., 2002; Jartti et al., 2004). In the present study, dual viral
infections were detected in 40 (21%0) of the 192 nasopharyn-
geal aspirates of children with acute bronchiolitis, and were
associated with rhinovirus in 36 (90%) cases; rhinovirus and
RSV or thinovirus and enterovirus being the most common
identified virus pair (Table 2). These findings suggested that
human picornavirus could also play a role as cofactors in the
pathogenesis of childhood bronchiolitis (Papadopoulos et al.,
2002; Rawlinson et al., 2003).

In conclusion, the present study suggests that respiratory
Picornaviruses are a leading etiological cause of bronchiolitis
i French infants. New rapid and sensitive diagnostic method-
ologies of picornavirus respiratory infections will allow fur-
ther development of new antipicornavirus drugs, as well as
specific measures designed to prevent nosocomial transmis-
sion of these viruses in pediatric departments.
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II) ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE ET CLINIQUE DES INFECTIONS RESPIRATOIRES A ENTEROVIRUS

Bien que la majorité des infections humaines a entérovirus restent asymptomatiques,
ces virus sont associés a des syndromes cliniques variés, allant de pathologies mineures a des
maladies fébriles séveres incluant la méningite a liquide clair, I'encéphalite, la myopéricardite,
la paralysie flasque aigué et la septicémie néonatale sévere (Khetsuriani & Parashar, 2003).
En outre, les entérovirus peuvent induire des maladies respiratoires non spécifiques chez les
enfants ou les adultes, y compris des voies respiratoires supérieures mais aussi des infections
des voies respiratoires inférieures entrainant bronchite, bronchiolite (Smyth & Openshaw,
2006) et pneumonie (Chonmaitree & Mann, 1995). Différentes souches d’entérovirus,
comprenant les entérovirus 68 et 71, les Coxsackievirus A9, A16, A21, B2 et B4 et les
Echovirus 9, 11 et 22, ont été isolées dans des échantillons naso-pharyngés, des aspirations
trachéales, des lavages broncho-alvéolaire du poumon ou de tissus par des méthodes de
culture cellulaire et identifiés comme étant la cause virale de broncho-pneumonie graves voire
mortelles (Barson & Reiner, 1986 ; Birenbaum et al., 1997 ; Chang ef al., 1999 ; Cheeseman
et al., 1977 ; Oberste et al., 2004 ; Porres et al., 1985 ; Schiff et al., 2000 ; Legeay et al.,
2007).

Actuellement, notre compréhension de 1'épidémiologie et des profils cliniques des
infections respiratoire a entérovirus en pédiatrie est limitée a la prévalence et a l'importance
épidémiologique de I’infections respiratoires a entérovirus comme la cause de la bronchiolite
aigu€ dans des cohortes d'enfants hospitalisés (Andréoletti et al., 2000 ; Jartti et al., 2004 ;
Papadopoulos et al., 2002 ; Porres et al, 1985). Au cours de ces études, il n’y a pas eu
d'identification des souches par sérotypage, par génotypage, ni d’analyse phylogénétique
moléculaire comparative des souches d’entérovirus respiratoires. Cependant a I1’heure
actuelle, différentes techniques moléculaires peuvent permettre une caractérisation fiable et
une comparaison phylogénétique des souches d’entérovirus par l'amplification et le
séquencage partiel du géne de la protéine de capside VP1 et/ou VP2 (Oberste et al., 2003 ;
Nasri et al., 2007).

Cette deuxieme étude a eu pour objectif de clarifier les données épidémiologiques et
cliniques des infections a entérovirus chez des enfants en pédiatrie et souffrant de pathologies

respiratoires.
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De maniére rétrospective, nous avons analysé 1’épidémiologie et les caractéristiques
cliniques des pathologies respiratoires pour lesquelles un entérovirus avait ét¢ diagnostiquée,
et ceci dans une large cohorte frangaise d’enfants hospitalisés ou non, ayant visité les services
d'urgence de la région Champagne Ardenne (France) entre 1999 et 2005. De plus en utilisant
I'amplification et le séquencage partiel du géne de la VPI, nous avons réalisé une analyse
phylogénétique comparative de 79 souches d’entérovirus isolées dans des échantillons naso-

pharyngés d'enfants avec des syndromes respiratoires liées a une infection a entérovirus.

En conclusion, nous avons montré que les pathologies respiratoires représentaient en
termes de fréquence le deuxiéme type de pathologie pédiatrique a entérovirus apres la
méningite a liquide clair chez les nourrissons agés de 1-12 mois. En outre, la circulation
successive ou concomitante de souches génétiquement distinctes d’entérovirus indique la
possibilité d’infections respiratoires répétées en pédiatrie au cours de la méme saison
épidémique, et suggere la possibilit¢ d'une recombinaison génétique (intra ou inter
sérotypiques) au sein des espéces d’entérovirus A ou B. La poursuite du développement de RT-
PCR quantitative en temps réel associ¢ a un génotypage permettra de réaliser un diagnostic
¢tiologique rapide des infections respiratoires a entérovirus. La généralisation de 1’utilisation de
tels outils de biologie moléculaire (identification, quantification et typage rapide), pourrait
permettre de prévenir la transmission nosocomiale de ces virus dans les départements de

pédiatrie mais également de surveiller I’émergence de nouvelles souches d’entérovirus a

tropisme respiratoire.
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Enteroviruses (EVs) can induce nonspecific respiratory tract infections in children, but their epidemiolog-
ical, virelogical, and clinical features remain to be assessed. In the present study, we analyzed 252 EV-related
infection cases (median age of subjects, 5.1 years) diagnosed among 11,509 consecutive children visiting
emergency departments within a 7-year period in the north of France. EV strains were isolated from naso-
pharyngeal samples by viral cell culture, identified by seroneutralization assay, and genetically compared by
partial amplification and sequencing of the VP1 gene. The respiratory syndromes (79 [319] of 252 EV
infections) appeared as the second most common EV-induced pediatric pathology after meningitis (111 [44%]
of 252 cases) (44 versus 31%, P < 1073), contributing to lower respiratory tract infection (LRTI) in 43 (54%)
of 79 EV respiratory infection cases. Bronchiolitis was the most common EV-induced LRTI (34 [43%] of 79
cases, P < 107%) occurring more often in infants aged 1 to 12 months (P = 0.0002), with spring-fall seasonality.
Yiruses ECHO 11, 6, and 13 were the more frequently identified respiratory strains (24, 13, and 11%,
respectively). The VP1 gene phylogenetic analysis showed the concomitant or successive circulation of genet-
ically distinct EV respiratory strains (species A or B) during the same month or annual epidemic period. Our
findings indicated that respiratory tract infections accounted for the 30% of EV-induced pediatric pathologies,
contributing to LRTIs in 54% of these cases. Moreover, the concomitant or successive circulation of genetically
distinct EV strains indicated the possibility of pediatric repeated respiratory infections within the same

epidemic season.

Enteroviruses (BVs) (Picomaviridae) are among the most
common viruses infecting human beings worldwide (13, 23,
25). Current taxonomy divides nonpolio human EV into four
species (human EVs A to D), including a total of 89 serotypes
(24, 38). Individual serotypes have different temporal patterns
of circulation and can be associated with different clinical man-
ifestations (24, 39). Although the majority of human EV in-
fections remain asymptomatic, these viruses are associated
with diverse clinical syndromes, ranging from minor febrile
illness to severe and potentially fatal pathologies, including
aseptic meningitis, encephalitis, myopericarditis, acute flaccid
paralysis, and severe neonatal sepsis-like disease (24). More-
over, EV can induce nonspecific respiratory illnesses in infants
or adults, including upper respiratory tract infections but also
lower respiratory tract infections (LRTIs), resulting in bron-
chitis, bronchiolitis (37), and pneumonia (13). Different human
EV strains—including EV 68 and 71, coxsackie A9, A21, B2
and B4 viruses, and echovirus 9, 11 and 22—have been isolated
from nasopharyngeal samples, tracheal aspirates, bronchoal-
veolar lavages, or lung tissues by classical cell culture assays

* Corresponding author. Mailing address: Laboratoire de Virologie,
Service de Microbiologie, Hépital Robert Debré, Avenue du Général
Koenig, 51092 REIMS Cedex, France. Phone: (33) 3 26 78 39 93. Fax:
(33) 3 26 78 41 34. E-mail: landreoletti@chu-reims.fr.

7 Published ahead of print on 14 November 2007.
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and identified as the cause of severe or fatal viral broncho-
pneumonia (4, 6, 10, 11, 29, 32, 35). At present, our under-
standing of the epidemiology and clinical profile of BV pedi-
atric respiratory infections is restricted to the prevalence and
the epidemiological significance of EV respiratory infections as
the cause of bronchiolitis or acute wheezing in cohorts of
hospitalized infants (1, 22, 31, 33). In these reports, no sero-
typing identification or molecular comparative analysis of EV
respiratory viral strains was performed, whereas recent molec-
ular approaches can allow a reliable molecular characteriza-
tion and a phylogenetic comparison of the EV strains by partial
amplification and sequencing of the VP1 gene (30).

In the present study, we retrospectively analyzed the epide-
miological and clinical features of EV-related respiratory pa-
thologies diagnosed in a large cohort of French hospitalized
and nonhospitalized children visiting emergency departments
of the region Champagne Ardenne (France) between 1999 and
2005. Moreover, using partial amplification and sequencing of
the VP1 gene, we carried out a phylogenetic comparative anal-
ysis of BV strains isolated from the nasopharyngeal samples of
children with EV-related respiratory syndromes.

MATERIALS AND METHODS

Study population. From January 1999 through December 2005, 11,502 con-
secutive children (mean age, 2.3 years; age range, 9 days to 15 years) attending
one of the five referent pediatric emergency departments of the region Cham-
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TABLE 1. Clinical features of 252 selected children with an EV
infection diagnosed during the study period {1999 to 2005)

No. of males/no. Clinical

Patients subgroups® Tote;/! o {Nea Sa]%e m of females outcome
() vt (SD) (ratic) {fatal/gond)
Outpatients 35(14)  4.4(30) 2312 (1.9) 035
Bronchiolitis 13 (37) 1.1(1.0) 716 (1.2) 0713
Flu-like illness 11 (31) 2.4(3.0) 8/3(2.7) 0111
Febrile illness 6(17) 32(2.6) 3/3(1.0) 0/6
Asthma attack 2(6) 4.16(2.5) 2/0 a2
Rhinopharyngitis 1(3) 32 110 011
Sore throat 1(3) 2.4 140 01
Bronchitis 1(3) 0.58 1/0 0/1
Inpatients 217(86)  5.4(3.8) 13681 (1.7) 2215
Meningitis 111 (51) 6.9(3.5) 71/40 (1.8) 1/110
Febrile illness S6(26)  4.4(L7) 3323 (1.4) w56
Bronchiolitis 21 (10) 0.5 (0.4) 1447 (2.0) 0/21
Sore throat 8(4H 6.2(3.8) 62 (3.0) 08
Flu-like illness 6(3) 1.4(2.1) 2/4(0.5) 1/5
Asthma attack 4(2) 28(1.9) 410 04
Rhinopharyngitis 3(1) 6.3(72) 2/1(2.0) 073
Pharyngitis 3(1) 88 (42) 2/1(2.0) S
Rhinitis 3(1) 1.3(1.2) 2/1(2.0) 073
Bronchitis 2(1) 0.7(0.7) 1/1(1.0) 072
Total 252(100)  5.1(3.6) 15993 (L7) 2250

“ Qutpatients, nonhospitalized infants visiting emergency departments of the
region Champagne Ardenne between 1999 and 2005; inpatients, hospitalized
patients visiting emergency departments of region Champagne Ardenne between
1999 and 2005.

pagne Ardenne (France) were prospectively enrolled in a north French Cauca-
sian pediatric cohort for the exploration of viral respiratory diseases. For each
child, informed consent was obtained from their family or relatives. The present
study was conducted by the university medical hospital of Reims (Champagne
Ardenne, France) and was approved by the hospitals ethics committee. All
children underwent general, neurological, and respiratory examinations by a
pediatrician, who carried out a nasopharyngeal aspirate sampling for the detec-
tion of common respiratory human viral pathogens by classical cell culture and
immunofluorescence assays (17, 19). Moreover, according to the clinical symp-
toms observed, cerebrospinal fluid, peripheral blood, throat, or urine samples
were also concomitantly sampled and tested by standard culture assays for the
detection of classical human bacterial or viral pathogens, by standardized reverse
transcription-PCR (RT-PCR) assays for the detection of EV strains in cases of
aseptic meningitis or by standardized PCR assays for the detection of Myco-
plasma sp. or Chlamydia preurnoniae in respiratory tract samples (9, 18). Among
these 11,509 consecutive children enrolled in the study cohort, 252 (median age,
5.1 years; age range, 14 days to 15 years; male/female ratio, 159/93) were retro-
spectively selected because (i) they were aged =15 years; (ii) EV was the unique
infectious agent delected in their nasopharyngeal samples as determined by
classical cell culture assays and then identified as the etiological cause of the
clinical syndrome diagnosed at the time of emergency visit; and (iif} they were
free of cystic fibrosis, bronchopulmonary dysplasia, congenital heart disease, and
systemic glucocorticoid treatment or with a chronic genetic or acquired immu-
nodepression.

During the present study, 61 children were excluded because they demon-
strated mixed respiratory infections (n = 33) or because they were suffering from
chronic genetic or acquired respiratory pathologies or immunological immu-
nodepression (n = 28) (data not shown). Table 1 presents the clinical features
based on discharge diagnosis for the selected population.

Nasopharyngeal sample collection. Nasopharyngeal secretions were collected
from all of the studied patients using 2 ml of sterile physiological saline fluid with
a disposable mucus extractor at time of hospital admission (2). Nasopharyngeal
wash fluids were then diluted in 3 ml of virus transport medium (0.5% bovine
serum albumin, 1.500 U of penicillin, 1 ng of streptomycin, minimal essential
medium, and 4.76 mg of HEPES in 2 ml of tryptose phosphate broth) and
divided into aliquots into two separate sterile tubes. One tube was directly used
to perform immunofluorescence detection of viral antigens and cell culture
detection assays; the second tube was immediately frozen and stored at —80°%
prior to molecular assays (17, 20).

Classical eell culture assays for virns isolation. For each studied patient, 200
wl of nasopharyngeal secretion sample diluted in viral transport medium was
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inoculated in duplicate onto 24-well plates covered with monolayers of contin-
uous human diploid fibroblasts (MRC-5), rhesus monkey kidney (MA-104) and
Madin-Darby cell kidney (MDCK) cells as previously described (17). Each plate
was incubated for § days at 37°C in a 5% C0,:95% air atmosphere. The plates
were examined daily under light microscopy to detect the presence of a cyto-
pathic effect on the cell culture monolayers. Two subcultires were performed at
days 8 and 16 for each well as described above, EV isolates were typed by the
standard method neutralization with EV type-specific antisera (17, 19, 26).

RNA isolation. Total RNA was extracted from 140 pl of culture supernatants
by using the QLAamp viral RNA minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France), accord-
ing to the manufacturer’s recommendations. Nucleic acids were eluted in a final
volume of 50 pl of diethyl pyrocarbonatesterile water, as described by the
manufacturer’s recommendations. The nucleic acid concentration was estimated
by spectrophotometric measurement (optical density) at 260 nm before the
samples were divided into aliquots and stored at —80°C until used (17).

Phylogenetic comparison of partial EV VP1 capsid protein region. RT-PCR
amplification and sequencing of a part of the VP1 capsid gene were carried out
as described previously (30). The sequences were manually corrected and aligned
by using the computer program MEGA 3.1 (S. Kumar, K. Tamura, I Jakobsen,
and M. Nei [http:/www. megasoftware.net]) with corresponding reference EV strains
(GenBank accession numbers AYG679736, AY208085, AB167939, AM159197,
AF160024, AY875692, AM236930, AF295521, AF521340, AF521310, AB055923,
DO092796, AY227344, AF295445, AY208115, AB199314, AJ309245, AJ4173064,
and AY207633). The phylogenetic trees were built with the MEGA 3.1 program
using the neighborjoining method (34) as implkemented in the MEGA computer
program. During sequence comparisons, gaps, missing data and ambiguities in the
sequences were ignored in pairwise comparisons. In the phylogenetic inference,
pairwise genetic distances were calculated by using the Kimura two-parameter
model of sequence evolution to account for multiple nucleotide substitutions (27).
The reliability of the phylogenetic topologies (branching patterns) was determined
by the bootstrap resampling test with 1,000 replicates (15, 27). VP1 sequences
obtained from the study are availabk in the EMBL database under accession
numbers AM492321 to AM492504.

Statistical analyses. Quantitative data are presented as means, standard de-
viation, and range. Qualitative data are presented as the number of observations
and percentages. Chi-square tests with or without Yates’ correction and analysis
of variance tests were carried out when necessary to compare quantitative or
qualitative data. The results were considered as statistically significant for two-
sided P values of «0.05. The statistical analysis was performed with the SAS
software version 8.2 (SAS Institute, Cary, NC).

RESULTS

Yirological and clinical features of the study population. Of
11,509 consecutive children enrolled in the study cohort, 2,444
(21%) were positive for the isolation of a human viral strain in
their nasopharyngeal sample (Fig. 1A). Of these 2,444 chil-
dren, 285 (11.6%) demonstrated the presence of an infectious
EV strain isolated by classical cell culture assays, with annual
rates of EV isolation ranging from 3 to 31% during the 7-year
study period (Fig. 1). Of the 285 subjects from which an infec-
tious BV strain had been isolated from a nasopharyngeal as-
pirate, 252 (88%) were selected because the detection of other
common human viral or bacterial pathogens in their nasopha-
ryngeal tracts had remained negative by classical culture or
molecular assays at the time of emergency visiting (results not
shown). Of these 252 EV-positive children, 111 (44%) had
aseptic meningitis, 79 (31%) had upper or lower respiratory
tract infections, and 62 (25%) had febrile illness (44% versus
31% versus 25% [chi-square test, P << 107%]; 31% versus 25%
[chi-square test, P = 0.11]) (Table 1).

Annual and seasonal variations of EV infections. Compared
to the total number of the diagnosed EV pediatric infections,
the rates of EV-related respiratory syndromes ranged from 5
to 60% during the 7-year study period (Fig. 2). These rates
appeared to be significantly lower in vears 2000 (chi-square
test, P = 0.0002) and 2005 (chi-square test, P = 0.0002), during
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FIG. 1. Positive tespiratory viral findings in the nasopharyngeal samples of 11.509 consecutive children attending cne of the five referent
pediatric emergency depattments of the region Champagne Ardenne (Franee) from 1999 through 2005, (A) Distribution (%) of the positive viral
isolation of human respiratory strains by classical cell culture assays in nasopharyngeal samples of 2,444 (219%) of 11,509 children during the 7-year
of the study period. (B) Distribution of the annual rates of EV-positive isolation by classical eell culture sssays among the 2,444 positive

nasopharyngeal samples,

which epidemics of aseptic meningitis cccurred in the region
Champagne Ardenne (France) (Fig. 2). From 1999 to 2005, all
of the BEV-related respiratory infections were diagnosed from
February to December. Interestingly, a peak of EV respiratory
infection cases occurred in June 2000, 2001, and 2005 and in
July 2002. EV respiratory infections had prominent spring-fall
seasonality, with June-July period accounting for 47% of all
EV infection reports (Fig. 2).

. MCof EV-respiratory infections

Yirological characteristics of EV strains isolated from the
respiratory tract samples of the selected children. Fre quen-
cles, ranks, and number of years reported for all of the EV
strains isolated from the nasopharyngeal samples of children
with respiratory and nonrespiratory tract infections are indi-
cated in the Table 2. Bchovirus 11, echovirus 6, echovirus 30,
echovirus 13, and coxsackievirus B2 accounted, respectively,
for 24, 13, 11, 11, and 11% of all EV respiratory syndromes
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FIG, 2. Number of EV-related infections in Champagne Ardenne between 1999 and 2005, #, Years wherein the rates of EV-related respiratory
infections appeared to be significantly lower than those of other EV-induced infections (chi-square test stratified according to the years of the study

period; P -2 0.001),
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TABLE 2. Frequencies, ranks, and number of years reported for individual EV serotypes
EV-induced respiratory infections EV-induced nonrespiratory infections®
Diagnosed cases with Diagnosed cases with No. of yr in which
EV serotype Overall identified serotype Overall identified serotype serotypes were
L (n =79 L (n =173) reported
No. %o No. %
Echovirus 11 1 19 24.0 5 6 3.8 6
Echovirus 6 2 10 12.7 3 21 12.1 4
Echovirus 30 3-5 9 11.4 1 67 38.7 6
Echovirus 13 3-5 9 11.4 2 40 23.1 1
Coxsackievirus B2 35 9 11.4 6-7 ] 2.9 3
Echovirus 7 6 6 7.6 3
Coxsackievirus B4 7-8 4 5.0 11-13 2 1.2 2
Coxsackievirus Al6 78 4 5.0 14-17 1 0.6 4
Echovirus 3 9 3 3.8 11-13 2 1.2 3
Coxsackievirus BS 10 2 25 4 9 52 6
Echovirus 18 11-14 1 1.3 8 4 23 2
Coxsackievirus A9 11-14 1 1.3 14-17 1 0.6 2
Echovirus 5 11-14 1 1.3 1
Enterovirus 71 11-14 1 13 1
Echovirus 9 6-7 5 2.9 2
Coxsackievirus Bl 9-10 3 i 8 3
Echovirus 16 9-10 3 3 2
Echovirus 25 11-13 2 12 2
Echovirus 17 14-17 1 0.6 1
Echovirus 20 14-17 1 0.6 1

* EV-induced nonrespiratory infections included meningitis and febrile illness.

(Table 2). Echovirus 7, EV 71, coxsackievirus Al6, echovirus
11, coxsackievirus B4, coxsackievirus B2, echovirus 3, and cox-
sackievirus A9 were isolated and identified in 100% (6 of 6
isolates), 100% (1 of 1 isolates), 83% (4 of 5 isolates), 76% (19
of 25 isolates), 66% (4 of 6 isolates), 64% (9 of 14 isolates),
60% (3 of 5 isolates), and 50% (1 of 2 isolates), respectively, of
samples from infants with respiratory syndromes, indicating a
dominant respiratory tropism for these EV isolates (Table 2).
Phylogenetic comparison of partial VP1 capsid protein re-
gion of EV respiratory strains. A phylogenetic tree on partial
VP1 sequences of 77 of 79 EV strains isolated from nasopha-
ryngeal samples of children with respiratory pathologies was
built, allowing identification of temporal trends and patterns of
circulation of respiratory species, serotypes, and strains (Fig.
3). This phylogenetic approach demonstrated the concomitant
or successive circulation of species A and B human respiratory
EVs within a single French geographical area (Fig. 3). During
each year of the study period (1999 to 2005), a cocirculation of
genetically distinet EV respiratory serotypes occurred between
February and December. Moreover, in the two clusters of
strains corresponding to echovirus 7 and echovirus 11 sero-
types, we observed the cocirculation of genetically distinct sub-
groups of strains (bootstrap values of =60%) during the same
annual epidemic period (Fig. 3) (22). Finally, for each EV
serotype identified as related to both respiratory and neuro-
logical pathologies in children, various nucleotide or amino
acid phylogenetic analyses of VP1 gene sequences were carried
out, and their results did not identify the existence of distinct
subgroups of strains that might have temporarily acquired a
specific respiratory or neurological tropism (not shown).
Clinical features of EV-induced respiratory infections. The
signs and symptoms of the 79 children with different EV-
induced respiratory infections are reported in the Table 3.

Three patients demonstrated a secondary bacterial respiratory
infection developed during hospitalization and inducing a fatal
cardiorespiratory distress in one case (Table 3). Among the 79
children with a documented EV respiratory infection, 43
(54%) had from LRTIs and 36 (46%) had upper respiratory
tract infections (54 versus 46%; chi-square test, P = 0.27).
During the study period, we observed that bronchiolitis was the
most frequent EV-related respiratory pathology diagnosed
(43% of 79 cases) compared to flu-like illness (21% of cases),
sore throat (11% of cases), or asthma attack (8% of cases) (43
versus 21 versus 11 versus 8%; chi-square test, P < 107%)
(Table 3). EV-induced bronchiolitis occurred significantly
more often in infants aged 1 to 12 months than in children in
other age groups (73.5 versus 26.5%; chi-square test with
Yates’ correction, £ = 0.0002). No EV serotype could be
associated with a specific respiratory clinical manifestation
(analysis of variance test, P > 0.5).

DISCUSSION

Our retrospective study assessed important epidemiological
and clinical features of EV-related respiratory pathologies in a
representative North French pediatric population (Fig. 1). Our
findings indicated that EV's were respiratory pathogens with an
epidemic behavior and that EV respiratory strain substantially
contributed to LRTI (17% of children with EV infections),
leading to hospitalization in 62% of these children (Table 1).
All specimens of the present study were prospectively tested by
classical cell culture and seroneutralization assays, demonstrat-
ing the infectivity of the EV strains detected in the nasopha-
rynges of infants at the time of the clinical diagnosis (16, 21).
It is clear that our global rates of EV respiratory infections
might be significantly enhanced by using RT-PCR detection
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TABLE 3. Clinical signs, symptoms, and virological features of 79 pediatric patients with an EV-induced respiratory infection diagnosed
during the study period (1999 to 2005)

Signs and Total no. of Mean age in No. of males/ o ) Clinical ) )
i patients [ (SD) no. of Multiple infection outcome EV VP1 genotyping (no of strains)®
symp (%) ¥ females (fatal/good)
Bronchiolitis 34(43) 0.7{0.7) 21/13 Streptococcus 0/34 Cox B2 (5), Cox B4 (2), Cox B5 (1), cox Al6
prewmoniae (3), Echo 3 (2), Echo 6 (5), Echo 7 (4), Echo
11 (3}, Echo 13 (3}, Echo 18 (1), Echo 30 (5)
Flu-like illness 17(21) 2.1(2.6) 10/7 Moraxella catarrhalis 1/16 Cox B2 (2), Cox B4 (2), Cox A9 (1), Ent 71 (1),
Echo 3 (1), Echa 6 (2), Echo 11 (5), Echo 13
(1}, Echo 30 (2)
Sore throat 9(11) 5.8(3.7) 72 0/9 Echo 5 (1), Echo 7 (1), Echo 6 (1), Echo 11
(4), Echo 13 (1), Echo 30 (1)
Asthma attack 6(8) 3.6 (2.0) 6/0 0/6 Cox B2 (1), Cox A16 (1}, Echo 6 (1), Echo 11
(1), Echo 13 (2)
Rhinopharyngitis ~ 4(5) 5.3(5.4) 31 0/4 Cox B2 (1), Echo 6 (1), Echo 11 (2)
Pharyngitis 3(4) 8.8 (4.2) 2/1 0/3 Echo 13 (2), Echo 30 (1)
Bronchitis 3(4) 0.7 {0.5) 2/1 Haemophilus 0/3 Echo 7 (1), Echo 11 (2)
influenzae
Rhinitis 3(4) 1.3(12) 1/2 0/3 Cox B5 (1), Echo 11 (2)
Total 79 (100) 2.4(3.1) 52127 1/78

% Cox, coxsackievirus; Echo, echovirus.

assays mn the nasopharyngeal aspirates of study children, allow-
ing the detection of low levels of cultivable and noncultivable
human EV strains; however, this molecular approach might
have identified asymptomatic respiratory picornavirus shed-
ding or past or future respiratory symptomatic infections (28).
Moreover, our molecular features obtained by partial sequenc-
ing of the VP1 gene of the isolates demonstrated that several
individual respiratory strains had specific temporal trends and
patterns of circulation {Fig. 3) but that no EV serotype could
be associated with a specific respiratory clinical manifestation.
Finally, the EV-induced respiratory pathologies appeared as
the second most common EV-induced pediatric pathology
after meningitis, contributing to LRTI with spring-fall sea-
sonality.

The present study determined that among French immuno-
competent children aged =15 years, respiratory diseases were
the second most common EV-induced pediatric pathology af-
ter aseptic meningitis (Table 1). Bronchiolitis appeared signif-
icantly as the most frequently BV induced respiratory syn-
drome (43% of 79 EV respiratory cases), and comparison
between age groups showed that this pathology occurred more
frequently in infants aged 1 to 12 months. Recent studies
published by our group (21) and others (1, 22) have shown that
picornaviruses, specifically EVs, were identified as the third
etiological cause of bronchiolitis in infants after human respi-
ratory syncytial virus (HRSV) and rhinoviruses, with preva-
lence detection rates ranging from 9 to 25% of hospitalized
infants with bronchiolitis or acute wheezing. In these reports,

EV-induced bronchiolitis or acute wheezing appeared to be
detected more frequently in children aged 6 months to 2 years
(1, 21, 22). Our findings are in agreement with these previous
studies and argue for the significant role EV respiratory strains
as the etiological cause of bronchiolitis in infants aged less than
12 months (Tables 1 and 3). Whatever the exact prevalence of
respiratory picornavirus infection as a cause of bronchiolitis
remains to be determined in longitudinal prospective studies,
testing the presence of all common viral pathogens in the
respiratory tract of study infants before and after the develop-
ment of respiratory symptoms.

Our findings indicated that EV respiratory diseases could be
diagnosed from February to December, encompassing a part
of the classical epidemic period of viral respiratory infections
in French children (16, 21). These data suggested the possibil-
ity of mixed respiratory infections with EVs associated with
other common respiratory viruses (1, 22). During the present
study, we only identified 31 cases (13% of 285 cases) of mixed
viral infection with EV i association with HRSV, human rhi-
novirus, or Mycoplasma preumoniae. This detection of mixed
respiratory infections might be significantly enhanced by the
use of real-time RT-PCR or PCR assays for the detection of
respiratory pathogens, which are known to significantly in-
crease the sensitivity levels of virus or bacteria detection and to
allow the detection of noncultivable or new respiratory viruses
as human coronavirus, metapneumovirus, or bacavirus (3, 12).
Interestingly, EV respiratory strains were characterized by sub-
stantial fluctuations in levels of circulation over 84 months,

FIG. 3. Phylogenetic tree based on partial VP1 sequences (348 pb) of 77 human EV isolates identified as the viral cause of the respiratory
syndrome diagnosed in French infants between 1999 and 2005. The numbers correspond, respectively, to the month and the year of isolation (set
as “month-year” in the tree) of EV strains from pediatric nasopharyngeal samples. Solid boxes indicate the cases of a cocirculation of distinct EV
respiratory tropism species during the same month of the same annual epidemic season. Dotted rectangles indicate examples of cocirculation of
distinct EV respiratory serotypes within the same species during the same month of the same annual epidemic season. Bootstraps in boldface
indicate examples of cocirculation of phylogenetically distinct subgroups belonging to the same EV strain (bootstraps > 60%) during the same

month of the same annual epidemic season.
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including large peaks, which was consistent with an epidemic
pattern of circulation (Fig. 2). Moreover, we observed that the
annual rates of the EV respiratory infections were significantly
decreased in years 2000 and 2005 and that this phenomenon
was concomitant with the emergence of echovirus 13 and 30
strains, respectively, which were responsible for two aseptic
meningitis outbreaks (Table 2) (5, 14). These findings sug-
gested that the annual rates of EV respiratory infections might
be significantly decreased by the emergence of EV neurotropic
strains responsible for aseptic meningitis outbreaks.

In the present investigation, the phylogenetic comparison of
partial VP1 capsid protein region confirmed the identification
of the serotypes obtained by micro-seroneutralization and al-
lowed us to identify temporal trends and patterns of circulation
of EV respiratory serotypes and strains. This phylogenetic ap-
proach demonstrated the concomitant or successive circulation
of distinct species, serotypes, or subgroups of BV strains within
the same month or the same annual epidemic period (Fig. 3).
Taken together, these findings indicated the possibility of suc-
cessive or repeated infections by distinct EV respiratory strains
during the same or successive annual epidemic periods in chil-
dren (Table 2 and Fig. 3). Moreover, these molecular findings
suggested the possibility of viral genetic recombination within
species A and B human EVs circulating in a single geographical
area and infecting concomitantly infants with a symptomatic or
asymptomatic respiratory picornavirus shedding (36).

Our data found that BV respiratory diseases cannot be dis-
tinguished from HRSV- and influenza virs-induced respira-
tory syndromes based on clinical findings in children {Table 3)
(7, 8). However, EV-related respiratory diseases might be less
severe with no cases of pneumonia, no admission to an inten-
sive care unit, and a low death rate during the study period
(Tables 1 and 3). Nevertheless, EV respiratory infections were
associated with a substantial clinical and economical impact, as
shown by a median hospital stay of 3.5 days (not shown) and by
the observation that 20% of all patients with EV-induced res-
piratory infections were hospitalized with the risk of nosoco-
mial transmission of EV strains to other patients and with the
risk of nosocomial infection by other viral or bacterial agents in
these children. No specific underlying diseases had been iden-
tified among children with EV-associated respiratory diseases
(data not shown). Whatever the clinical impact of various un-
derlying diseases on the severity and clinical outcome of EV-
induced respiratory pathologies is remains to be determined in
larger prospective studies, specifically studies in infants aged
less than 12 months.

Taken together, our results indicate that EVs are important
etiologic agents of childhood lower respiratory tract diseases
and that these viral agents can be isolated from the nasopha-
ryngeal tracts of infants with respiratory symptoms. However,
like other human picornaviruses, EVs can be isolated by cell
culture systems or detected by RT-PCR assays in the nasopha-
rynges of infants without EV-related respiratory symptoms
(28). Therefore, it would be of major interest to assess the EV
genomic RNA load in respiratory samples from infants with or
without respiratory symptoms by quantitative real-time RT-
PCR systems. Using such approaches in further prospective
studies would allow researchers to determine the significant
clinical threshold of EV-RNA values quantified in the naso-
pharnygeal samples of infants with EV-related respiratory dis-
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eases. Moreover, the use of such quantitative EV RNA detec-
tion systems would improve the management of infant and
adult patients with EV-related respiratory diseases by reducing
unnecessary diagnostic and therapeutic interventions and by
preventing nosocomial respiratory viral infections. These fur-
ther quantitative molecular assays would be also valuable par-
ticularly with regard to disease control during the EV annual
epidemic season.

In conclusion, we determined that respiratory diseases were
the second most common EV-induced pathology after aseptic
meningitis in infants, contributing substantially to LRTIs in
infants aged 1 to 12 months. Moreover, the successive or con-
comitant circulation of genetically distinct EV strains indicates
the possibility of pediatric repeated respiratory infections dur-
ing the same epidemic season and suggests the possibility of
genetic recombination within species A and B human respira-
tory BV strains. The further development of valuable EV
quantitative real-time RT-PCR assays associated with a geno-
typing RT-PCR assay will allow the rapid and valuable etio-
logical diagnosis of EV childhood respiratory infections and
help to prevent nosocomial transmission of these viruses in
pediatric departments and also help to control the emergence
of new EV respiratory strains.
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[11) INFECTION EXPERIMENTALE DES CELLULES BRONCHIQUES HUMAINES PAR LES
ENTEROVIRUS

Il a été montré que les picornavirus humains (Picornaviridae), incluant les rhinovirus et
les entérovirus, seraient des agents ¢étiologiques majeurs de bronchiolite et de cas
d’exacerbation de 1’asthme infantile (Papadopoulos et al., 2002 ; Jartti et al., 2004 ; Jacques et
al., 2006). Au cours des infections respiratoires par les rhinovirus, la présence de
polynucléaires neutrophiles associés a l'augmentation du nombre de lymphocytes,
d’éosinophiles dans des échantillons nasaux ou bronchique suggeére que les infections
respiratoires a picornavirus déclenche la migration de certaines cellules inflammatoires vers les
voies respiratoires ainsi que leur activation locale (Calhoun et al, 1994 ; Pizzichini et al,
1998 ; Flemming et al.,, 1999 ; Teran et al,, 1999 ; Van Benten ef al., 2001 ; Malcolm et al.,
2001 ; Monto et al., 2001 ; Oh et al., 2002 ; Glass et al., 2003). Une grande partie de la réponse
cellulaire aux sites de l'inflammation des tissus est contrdlée par des gradients de facteurs
chimiotactiques qui induisent la migration trans-endothéliale, et la circulation a travers la
matrice extracellulaire des leucocytes (Gerard & Rollins, 2001). Les chimiokines vont
réglementer la migration et 1'activation des globules blancs du sang et, par conséquent, jouer un
role clé dans ces processus inflammatoires. Les membres de la famille des chimiokines CC tels
que RANTES, sont des facteurs chimiotactiques et activateurs pour les éosinophiles. Les
chimiokines CXC telles que I'IL-8 sont des chimio-attractants des neutrophiles, et elles sont
¢galement reconnues pour posséder une activité chimiotactique pour les éosinophiles (Gerard
& Rollins, 2001). Ces chimiokines ont été détectées dans les tissus pulmonaires et les lavages
bronchiques de sujets asthmatiques (Alam et al., 1996 ; Teran et al., 1996). En outre, il a été
clairement démontré que les rhinovirus peuvent induire la production de chimiokines CC
(RANTES) et CXC dans les cellules primaires de 1'épithélium bronchique humain (Donninger
et al., 2003 ; Glass et al., 2003 ; Hayden et al., 2004 ; Grissel et al, 2005). Les cellules
¢épithéliales humaines semblent étre une source majeure de chimiokines CC, dont RANTES
(Stellato et al., 1995) et de MCP-1 (Standiford et al., 1991 ; Sousa et al., 1994). Ces cellules de
I'épithélium respiratoire sont les seules cellules cibles actuellement connues des picornavirus

lors de la pénétration dans les voies respiratoires (Donninger et al., 2003).

Afin d’identifier les mécanismes susceptibles de réglementer le développement de
l'inflammation de la muqueuse au cours de I’infection respiratoire par les entérovirus, nous

avons étudié la production de chimiokines CC et CXC lors de l’infection de cellules
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bronchiques humaines. Pour cela, nous avons utilis¢ un modele de culture de cellules primaires
bronchiques humaines (SAEC « small airway epithelial cell ») que nous avons infectées par des
entérovirus identifiés préalablement comme des agents étiologiques de la bronchiolite infantile

(article 2).

Les objectifs de cette troisieme partie de notre travail de thése étaient de préciser les
profils et les niveaux de production des chimiokines CC et CXC par les cellules épithéliales
bronchiques (SAEC) infectées par des entérovirus humains a tropisme respiratoire. Par ailleurs,
nous avons également étudié la capacité des éosinophiles recrutés au site de I’infection a étre
infectés par ces entérovirus et a sécréter secondairement différentes chimiokines dans la

lumiére bronchique.

Nos résultats montrent une production sélective de RANTES, IL-8 et MCP-1 libérés par
les cellules épithéliales des bronches apres infection par des entérovirus a tropisme respiratoire.
Cette production est associée a des mécanismes autocrines et paracrines médiés par les
¢osinophiles et 'lFN-v, ce qui explique en grande partie la migration et 1’activation des cellules
mononuclées (polynucléaire neutrophiles et éosinophiles) lors de la bronchiolite induite par les
entérovirus. Cependant de nouvelles études, conduite & la fois chez les enfants atteints de
différentes formes de maladies des voies respiratoires induites par les entérovirus et dans des
modeles animaux, seront nécessaires pour corréler les différents parameétres histopathologiques,
et inflammatoires a I'expression et la sécrétion des chimiokines CC et CXC au niveau de la

muqueuse des voies respiratoires.
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ARTICLE N°3:

“SPECIFIC PRODUCTION OF CC oR CXC CHEMOKINES BY HUMAN
BRONCHIAL EPITHELIAL CELLS AND EOSINOPHILS INFECTED BY
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Jérome Jacques, Jacqueline Roux, Héléne Moret, Mourad Agouli, Nicolas

Lévéque, Gaetan Deslée, Jacques Motte, Laurent Andréoletti.
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Abstract (261 words):

Enteroviruses (EVs) are now suspected to be important etiologic agents for childhood
bronchiolitis, a syndrome characterized by peribronchial mononuclear cell infiltration and
release of inflammatory mediators by basophil and eosinophil leukocytes. To identify the
mechanisms that can regulate the development of airway mucosa inflammation during EV
respiratory lower tract infection, we investigated the production of chemokines by EV-
infected bronchial epithelial cells. Cultures of primary human small airway epithelial cell
(SAEC) were infected by wild-type respiratory EV strains, demonstrating a replicative and
productive infection by Coxsackievirus BS and Echovirus 30 strains. Exposure of SAEC to
gamma interferon (INF-v), in combination with Coxsackievirus B5 and Echovirus 30
infection, induced a significant increase in RANTES production that was synergistic with
respect to that obtained by EV-infection or INF-y treatment alone. We observed that the
replicative infection of the SAEC by Coxsackievirus B5 and Echovirus 30 wild-type viruses
induced dose and time-dependent increases in mRNA and protein secretion for RANTES,
MCP-1 and IL-8. The protein secretion of these chemokines appeared to be significantly
increased at 48 or 72 hours post-infection in cultures treated by low-doses of INF-y
comparatively to mock-infected cells (P<0.001), and was correlated to the viral replication
activity. SAEC-derived chemokines exhibited a strong chemotactic activity for normal human
blood eosinophils. Furthermore, we observed an EV productive infection in eosinophils,
which specifically released significant levels of RANTES and MCP-1, 24 hours post-
infection. Therefore, the inflammatory process in EV-induced bronchiolitis appears to be
triggered by the infection of epithelial cells and further amplified via mechanisms driven by

INF-y and by the secretion of eosinophil chemokines.

Key-words: Enterovirus, airway epithelial cells, SAEC, human eosinophils, chemokines.
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Introduction:

Human picornaviruses (Picornaviridae), including Rhinoviruses (HRVs) and
Enteroviruses (Evs), are now suspected to be an important etiologic agent for childhood acute
respiratory wheezing illnesses including bronchiolitis and asthma exacerbation (24,25,43,44).
In the United States and Europe, hospitalization admission rates for childhood bronchiolitis
have increased substantially during recent years and are now reported to be around 30 per
1000 for children younger than 1 year (52). In addition to the clinical and epidemiological
relationship between bronchiolitis in infancy and recurrent wheeze and asthma in later life
(18,24,51), bronchiolitis and asthma are linked by common histopathological features
characterized by profound inflammation of the airway mucosa. Along this line, necrosis of the
bronchial epithelium associated with peribronchial and perivascular mononuclear cell
infiltration is considered a hallmark of viral-induced bronchiolitis in humans (1,9,12). The
presence of cell-specific inflammatory mediators associated with increased numbers of
lymphocytes, eosinophils and neutrophils in nasal or bronchial samples of patients with HRV
related acute wheezing comparatively to healthy patients, suggests that picornavirus
respiratory infection triggers the migration to the airways and local activation of some
inflammatory cells (4,13,17,36,37,41,45,59,61).

Much of the cellular response at sites of tissue inflammation is controlled by gradients
of chemotactic factors that direct leukocyte transendothelial migration and movement through
the extracellular matrix (15). The composition of this cellular response is dependent on the
discrete target cell selectivity of these chemotactic molecules. Chemokines, family of small
chemotactic cytokines, regulate the migration and activation of leukocytes and therefore play
a key role in inflammatory and infectious processes of the Tung. Members of the CC branch of
the chemokine family such as RANTES are chemotactic and activator factors for eosinophils
and the CXC branch of the chemokine family such as IL-8 are an important neutrophil
chemoattractant, and also possess chemotactic activity for primed eosinophils (15). Among
other potential important function of RANTES and MCP-1 in allergic and virus-induced
inflammation are their capacity to stimulate surface IgE-surface or IgG4-positive B cells for
enhanced IgE and 1gG4 production (27,46), and to induce degranulation of natural killer cells
and cytotoxic T cells (57,58). These chemokines are present in lung tissue and bronchial

lavage fluid of asthmatic subjects (2,60). Moreover, it has been clearly demonstrated that
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HRVs can induce the production of CC (RANTES) and CXC chemokines in primary human
bronchial epithelial cells (8,17).

Human epithelial cells appear to be a dominant source of many CC chemokines,
including RANTES (56) and MCP-1 (53,55). Respiratory epithelial cells are the primary and
virtually the only cell target of viruses that enter the airways (8). Therefore, to identify the
mechanisms that can regulate the development of airway mucosa inflammation in viral
infection, we have investigated the production of CC chemokines by EV-infected lower
airway epithelial cells. Our study demonstrate that in vitro infection by EV respiratory strains
of human epithelial cells originating from distal portion of the bronchial tree results in the
induction and secretion of a specific pattern of CC and CXC chemokines.

In the present study, we demonstrate that the chemokines produced by EV-infected
bronchial epithelial cells have biological activity relevant to the pathogenesis of allergic
inflammation, as they exhibit chemotaxis for blood eosinophils and as they can also induce
chemotaxis for blood neutrophils and monocytes. Moreover, we show that human blood
eosinophils are susceptible to EV infection and elaborate and secrete the chemokines
RANTES and MCP-1 in response to a viral productive infection. Therefore, the pathologic
process of inflammation in EV-induced bronchiolitis, initially triggered by the infection of
lower airway epithelial cells, may be further sustained and amplified via autocrine

mechanisms driven by the secretion of eosinophil chemokines.
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Materials and methods

Culture of epithelial cells.

Cultures of primary human bronchial epithelial cells (small airway epithelial [SAE] cells)
were initially established at Clonetics Corp. (San Diego, CA, USA) from Caucasian normal
human lung tissue according to referenced procedures (31). SAE cells were positive for
cytokeratin 19 and negative for alkaline phosphatase, a marker of lung type II epithelial cells.
SAE cells were grown in BEGM (Clonetics Corp., San Diego, CA, USA) containing human
recombinant epidermal growth factor (0.5 ng/ml), hydrocortisone (0.5 mg/ml), bovine
pituitary extract, retinoic acid (0.1 ng/ml), and epinephrine (0.5 mg/ml), supplemented with
gentamicin (50 mg/ml), amphotericin B (50 ng/ml), and 1% bovine serum albumin. Cells
were used in the experiments between the second and the fourth passage. All cells were

maintained at 37°C in 5% CG, (31).

Virus preparations.

The virus titers of wild-type respiratory EV strains responsible for bronchiolitis in
hospitalized infants (23) were determined by a classical methylcellulose plaque assay in
BEAS-2B cells (American Type Culture Collection, Rockville, Md., USA) stained with cristal
violet dye (28,47). To inactivate replicating virus, viral strain was diluted in 1 ml of BEGM
and exposed to 254-nm UV light source for 2 hours (16). No contaminating cytokines,
including interleukin-1 (IT-1), tumor necrosis factor alpha (TNF-a) I1-6, 11.-8, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, and interferon y (IFNy), were found in these viral
preparations. EV-conditioned medium (EV-CM) was prepared by infecting monolayers of
SAE cells with EV at multiplicity of infection (MOI) of 0.1 and then incubated at 37°C in 5 %
CO,. At 48 h the supernatant was collected, centrifuged at 300 g, and finally exposed to a UV
light source as described for the inactivation of EV strain. Virus pools and conditioned

medium were aliquoted, and stored at -70°C until used.

Experimental design for determination of RANTES, MCP-1, and IL-8 protein release
and mRNA expression in epithelial cells.

Epithelial cells grown at 90 % confluence were infected with EV strain at an MOI of 0.1 or, in
dose-response experiments, at MOIs of 0.001, 0.01, 0.1, 0.5, and 1. To infect the cells, frozen
EV stock was rapidly thawed and diluted with BGEM. The virus was added immediately to

the well of the plate (0.1 ml of diluted virus/cm? of area) after removal of the culture medium.
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After addition of virus, the plates were maintained for 2 h at 37°C, and then medium (0.5
ml/cm?) was added to the well of the plate culture. The infection was continued for the
indicated times in a 37°C incubator. Supernatant were collected at 0, 6, 12, 24, 48, or 72 h,
and stored at -70°C for subsequent measurement of chemokines by specific XMAP luminex
ELISA detection technology (Bio-Rad, Marnes la coquettes, France). Cells were harvested
from the same tissue culture flasks, and total RNA was extracted for the determination of
chemokine mRNA. In other experiments, chemokine production was determined in
supernatants of epithelial cells that were simultaneously infected with EV at an MOI of 0.1

and treated with IFN-y (100 U/ml; Roche Diagnostics, Meylan, France).

ELISA for chemokines.

Levels of immunoreactive RANTES, MCP-1, and I1.8 were determined using a commercially
available xMAP luminex ELISA detection technology (Bio-Rad, Marnes la coquettes, France)
and carried out in the “Plateaux de Biologie Expérimentale de la Souris (PBES) de 1’école
normale supérieure de Lyon” according to the manufacturer’s recommandations. The
RANTES, MCP-1, and IL-8 xMAP luminex ELISA detection are sensitive to 2.5, 5, and 2
pe/ml, respectively, and have an intra-assay coefficient of variation of <10% and inter-assay

coefficient of variation of <10%, according to the manufacturer’s instructions.

RT-PCR array for CC and CXC chemokines.

Total RNA was extracted from control or EV-infected epithelial cells by the guanidinium
thiocyanate method (6) with TRI Reagent® (Sigma-Aldrich Corporation, Lyon, France).
Reverse transcription (RT) was performed with M-MLV (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). In brief, 15 ng of total RNA was incubated at 42°C for 30 min in 30 pl of RT
mixture (5 mM MgCl12, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 1 mM deoxyribonucleoside
triphosphates, RNase inhibitor [1 U/ul], Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase
[2.5 U/ul], 2.5 mM random hexamers), denatured by heating at 99°C for 5 min, and rapidly
cooled to 4°C. Next, PCR mixture consisting of the IQT™MSYBR®Green Supermix 2X (Bio-
rad, Marnes-la-coquette, France), and 0.3 pM sense and antisense primers for human
RANTES, IL-8, M(CP-1, TIP-10, Eotaxin and GAPDH (19,32) was added to the RT products.
PCR was carried out in a final volume of 25 ul in an iCycler iQ Real-time PCR (Bio-rad,
Marne-la-coquette, France) programmed as follows: denaturation cycle at 94°C for 15 s,
annealing at 60°C for 10 s, and extension at 72°C for 15 s for a total of 40 cycles, followed in

turn by a melting curve. The Ct value were analysed by Excel-software PCR array data
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analysis templates, available at  http://www.superarray.com/pcrarravdataanalysis.php. Data
analysis is based on the AACt method with normalization of the raw data to either
housekeeping genes. This Excel-software integrates a statistical analysis by the Student’s t

test (Fig.3).

RT-PCR detection of enterovirus genomes.

The presence of specific EV 5'-non-coding sequences was assessed by a RT-PCR assay. Two
primers  (P2; nucleotide position of CVB3-Nancy genome: 164-184; 5
CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG 3. P3; nucleotide position of CVB3-Nancy genome:
599-580: 5' ATTGTCACCATAAGCAGCCA 3") described to anneal to the highly conserved
sequences within the 5' non-coding region (5'NC) were used (67). In brief, 15 ng of total
RNA was incubated at 42°C for 30 min in 30 pl of RT mixture (5§ mM MgCl2, 50 mM KCl,
10 mM Tris-HC1 [pH 8.3], 1 mM deoxyribonucleoside triphosphates, RNase inhibitor [1
U/ul], Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase [2.5 U/ul], 2.5 mM random
hexamers), denatured by heating at 99°C for 5 min, and rapidly cooled to 4°C. Then,
classical PCR amplification of cDNA was carried out using primers P2 and P3 as described
previously (67). An aliquot of each amplified RT-PCR product was subjected to agarose gel
electrophoresis with ethidium bromure staining (67). In parallel, GAPDH (housekeeping
gene) mRNA was amplified by RT-PCR and used to check the quality of the RNA extraction

(33). Extensive precautions were taken to prevent molecular contaminations.

Eosinophil purification.

Citrated venous blood was obtained successively from 3 different hypereosinophilic adult
patients before the beginning of a classical corticosteroid therapy for atopia (Pneumology
department, Reims medical university center, France). The leukocyte-enriched buffy coats
were overlaid onto ficoll-paque (PAN biotech GmbH, Deutschland) and centrifuged at 400 ¢
for 20 min. Erythrocytes were removed by hypotonic lysis as previously described (11).
Eosinophils were negatively selected with anti-CIDD16 immunomagnetic beads to remove
neutrophils, using the MACS system (Miltenyi Biotec, Paris, France). The purity of

eosinophils was consistently >99 %.
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Immunohistochemical assays for EV infected eosinophils.

Infection of eosinophils exposed to EV was determined by immunchistochemical staining
according to the manufacter’s instructions (Vector, Paris, France). Briefly, acetone-fixed
cytocentrifuged smears of EV-infected or mock-infected eosinophils were incubated for 30
min at 37°C with a monoclonal antibody (MAb) (clone 5-d8/1) directed against EV capsid
viral protein 1 (VP1) or CD15 followed by incubation for 30 min at 37°C with the diluted
biotinylated secondary antibody followed by VECTASTAIN ABC-AP reagent and by the
substrate solution (red for the VP1 and Blue for the CD15) (Vector, Paris, France).

Production of RANTES and MCP-1 by human eosinophils.

Purified eosinophils (2.105 cells/ml) were infected with EV at a MOI of 1 or cultured with
control medium (RPMI 1640 with 2 % FCS) at 37°C in 5% CO,. After 12 h of incubation, the
supernatants were collected and stored at -70°C until used. To determine total content of
RANTES and MCP-1, eosinophils (2.105 cells/ml) were lysed with 2 % Triton X-100. Levels
of immunoreactive RANTES and MCP-1 in supernatants and after cell lysis were determined
using a commercially available XMAP luminex ELISA detection technology (Bio-Rad, Marne
la coquette, France). These experiments were carried out in the “PBES de 1"école normale

supérieure de Lyon” according to the manufacturer’s recommandations, as described above.

Eosinophil chemotaxis.

Eosinophil chemotaxis was studied by using 5 pm polycarbonate membranes in Boyden
microchambers as previously described (3). Briefly, 200 ul of EV-CM was placed in the
lower compartment of the Boyden chamber and incubated for 3 h at 37°C in the presence of
100 ul of eosinophil suspension (1()5 cells) in the upper compartment. For neutralizing
studies, anti-RANTES MAb was added to the EV-CM in lower compartments (10 mg/ml;
Ré&D Systems, Lille, France). The concentration of the neutralizing antibody was chosen
based on the inhibition curve of biologic effect provided by the manufacturer (R&I Systems,
Lille, France). Uninfected epithelial cell supernatant was used as a negative control, and
platelet-activating factor (PAF at 107 M in 200 pl of culture medium) was used as a positive
control. At the end of incubation, the membranes were removed and were stained with May-
Griinwald-Giemsa. Migrated eosinophils were counted in 10 random high-power fields. Two
independent observers blinded to the experimental conditions read all slides. Results were
expressed as mean number of eosinophils per cm” + SD of three determinations for each set of

experiments.

105



Travaux originaux

Statistics.

Data analysis was performed using the SAS software version 8.2 (SAS Institute, Cary,
NC, USA). The effects of viral infection and time on chemokine protein levels were analyzed
using the paired Student’s t test and Mann-Whitney rank sum test, respectively. The
comparison of levels of infectious virus production after SAE cells infection by EV strains
was analyzed using the paired Student’s t test. Results were considered as statistically

significant for two-sided P values <0.05.
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Results

Dynamics of SAE cells infection by wild-type respiratory EV strains. While a lot of
airways epithelial cells have been previously infected by human EV strains (7,29), no
information was available about the in vitro susceptibility of SAE cells to respiratory EVs.
Thus, in initial experiments, SAE cell cultures were inoculated with various wild-type
respiratory EV strains at an MOI of 1 for 72 h, and the presence of a replicative activity
infection was determined by the production of capsid VP1 protein by cytoplasmic indirect
immunofluorescence staining (not shown) (33). These strains had been previously isolated
from respiratory samples of infants with acute bronchiolitis by classical cell cultures assays
(24), and identified by VP1 genotyping assay (40). Because our epidemiological data had
previously demonstrated high prevalence of respiratory Echovirus 30 and low prevalence of
respiratory Coxsackievirus B5 isolation in respiratory tract of infants with bronchiolitis, one
wild-strain of each of these two viruses was selected for the present study (23). For these two
respiratory wild-type strains, we tested the SAE cells infection by the release of infectious
viruses in the supernatant of infected cells (Fig. 1). We observed that the two respiratory EV
selected strains were capable to infect SAE cells (Fig. 1), and that the dynamics of infectious
virus production appeared not to be not statistically different between these two strains

(P>0.5) (Tig. 1).

Time course of chemokine mRNA expression levels in SAE cells after EV infection.
Time-dependent changes in the steady-state levels of chemokine mRNA were assayed by RT-
PCR array in EV-infected and mock-infected SAE cells (Fig. 2). Fold difference of RANTES,
MCP-1 and IL-8 mRNA levels between EV-infected and non infected SAE cells increased
significantly at 12 h time point and throughout the 72 h culture, and at 24 h time point and
throughout the 72 h culture for Coxsackievirus B5 and Echovirus 30 infection, respectively
(P<0.001). No significantly fold difference of IP-10 and Eotaxin mRNA levels were observed
between EV-infected and non-infected SAE cells (Fig. 2).

Synergistic and dose-effects of EVs and IFN-y on RANTES, MCP-1 and IL.-8 production
by epithelial cells. EV infection has been shown to induce IFN activity in vive and in vitro
(20), which could modulate the expression of immunoregulatory molecules on respiratory

epithelial cells (30). Therefore, we decided to investigate in our model of chemokine secretion
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the concurrent effect of EV and IFN-y, a combination likely present in the airway mucosa of
infected infants. SAE cells were infected with EV (MOI of 0.1), treated with IFN-vy, or
infected with EV and treated with [FN-y simultaneously. Supernatant was analyzed at 48 h for
the presence of immunoreactive RANTES, MCP-1 and I1.-8. Time point later than 48 h were
not analyzed since cells began to be destroyed and detached from the plastic vessels as a
consequence of viral infection. Since 10-fold increments of IFN-y (1, 10, and 100 ng/ml) have
been previously shown to induce the production of comparable amounts of RANTES by
bronchial epithelial cells (56), a single concentration of IFN-y (100 U/ml [5 ng/ml]) was
chosen in our experiments. As shown in Fig. 3 A, coincubation with Echovirus 30 and IFN-y
induced strong upregulation of RANTES secretion (84.02 £ 10.1 pg/ml) that was synergistic
with respect to that obtained by EV infection or IFN-y treatment alone. Treatment of SAE
cells either with EV at a low infectious dose associated with IFN-y or with TFN-y treatment
alone induced the production of MCP-1 (820 + 77.1 or 702 £ 70.7 pg/ml, respectively) (Fig.
3A). Treatment of SAE cells with EV at a low infectious dose increased significanlty the
production of I1-8, whereas the [FN-y treatment decreased significantly the I1.-8 production
comparatively to the controls (Fig. 3A).

Additional experiments were conducted to characterize the generation of these chemokines in
relation to EV titer and replication. To determine the effect of viral dose on RANTES, MCP-1
and IL-8 generation, different MOIs were tested in cultures of SAE cells (Fig. 3B). Infection
of epithelial cells with increasing doses of virus induced a proportional increase in RANTES
and IL-8§ release, whereas a proportional decrease in MCP-1 release was observed (Fig. 3B).
Furthermore, the requirement of infectious virus for RANTES and MCP-1 production was
confirmed by the lower chemokines levels induced by UV-inactivated viruses comparatively
to infectious virus in SAE cell cultures. By contrast, levels of I1.-8 production were not
statistically different between cultures treated by infectious and UV-inactivated viruses,
demonstrating that the virus-target cell interraction was alone capable to induce significant

IT.-8 release (Fig. 3B).

Time course of chemokine secretion by SAE cells after EV infection. For the time course
experiments, aliquots of culture supernatants were assayed for immunoreactive RANTES,
MCP-1 and IL-8 at different time points after EV infection or after exposure of epithelial cell
monolayers to control medium (Fig. 4). Starting at 24 h, a progressive increase in RANTES

concentrations could be detected in supernatants of EV-infected SAE cells. On the other hand,
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RANTES levels in uninfected cells remained either undetectable or at low levels of detection
throughout the 72 h culture. I1.-8 or MCP-1 secretion appeared in cell supernatant at the 12 or
24 h time point and peaked at 72 h in SAE cells, while constitutive secretion of these two
chemokines was detected in uninfected cell cultures between 12 and 72 h time points. I11.-8
and MCP-1 secretion levels in SAE cells infected cells appeared to be statistically different
from those observed in uninfected cells at 72 h time point for Coxsackievirus B5 and 48 h

time point for Echovirus 30 (Fig. 4).

Bioactivity of EV- conditioned mediom (CM) and contribution of epithelial cell derived
RANTES to eosinophil chemotaxis. The bioactivity of EV-infected airway epithelial cell
supernatant was investigated in the context of eosinophilic inflammation. For this purpose,
eosinophils isolated from the blood of normal human donors were tested in Boyden
microchambers for their chemotactic response to EV-CM generated by infected SAE cells.
PAF (107 M), a major eosinophil chemoattractant, was used as a positive control (3). In three
separate experiments, EV-CM (Coxsackievirus B5 and Echovirus 30) from SAE cells (Fig. 5)
induced 14- and 4-fold increases, respectively, in the number of migrated eosinophils
compared to eosinophil migration in the presence of medium from uninfected epithelial cells.
Since human RANTES has been previously shown to induce in vitre chemotaxis of human
blood eosinophils (3), we determined the contribution of RANTES secreted by EV-infected
SAE cells to the overall eosinophil chemotactic activity. Addition of neutralizing anti-
RANTES MAD in concentration (10 mg/ml) sufficient to neutralize nearly 100 % of the
chemotactic activity of 1 mg of recombinant human RANTES per ml, reduced significantly
by approximately 90 and 85 % the eosinophil chemotaxis induced by SAE cells EV-CM
(Coxsackievirus BS and Echovirus 30), respectively (P< 0.001) (Fig. 5).

EV-infected eosinophils produce and secrete RANTES and MCP-1. Pollowing the process
of transendothelial migration into the airway mucosa, the contribution of eosinophils to the
inflammatory response may reflect their ability to release chemokines (38). However, factors
that regulate the production and secretion of chemokines by eosinophil are not known. For
this reason, we examined whether human eosinophils exposed to EV were induced to express
and secrete CC chemokines. To determine if wild-type respiratory EV strains were capable to
infect eosinophils, we carried out immunohistochemical assays for the detection or
codetection of surface cell CD15 and intracytoplasmic viral capsid VP1 which was previously

used for the surface cell staining of human polynuclear cells and for the detection of EV
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infection in myocytes, respectively (22,33). Human eosinophils, isolated from the blood of
atopic and untreated individuals to purity >99%, were cultured with control medium or were
exposed to Echovirus 30. After 24 h, eosinophils were stained with a Mab against EV VP1 or
with an isotype control. Cytospin preparations of eosinophils that were cultured in medium
without virus (not shown) and also after two hours of virus- cell contact (T post-infection),
were clearly negative (Fig. 6A), while those of eosinophils exposed to EV for 24 h show an
intense cytoplasmic red immunohistochemical staining (Fig. 6A). After 8 h of exposure to
EV, typical EV intracytoplasmic staining immunoreactivity was observed (not shown).
Eosinophils that were stained with an isotype MAb were consistently negative (not shown).
The dynamics of infectious virus production appeared to be significantly increased at 8 hours
post-infection in cultures comparatively to mock-infected cells (P<0.001), and was correlated
to the viral genomic replication activity (Fig. 6B).

To determine if eosinophils were able to elaborate the two CC chemokines RANTES and
MCP-1 in response to EV infection, freshly isolated eosinophils were cultured in medium or
were infected with EV for 12 h. Total cellular content of RANTES and MCP-1 in uninfected
eosinophils was also determined in cell lysates obtained by Triton X-100. The cell supernatant
was then collected for the determination of RANTES and MCP-1 immunoreactivity by xXMAP
luminex ELISA. As shown in Fig. 7, uninfected eosinophils spontaneously released RANTES
and MCP-1 in concentrations close to the low level of detection (12.7 £ 2.1 and 21.00 £ 8.2
pg/ml, respectively; mean + SD). Total content of performed RANTES in cell lysates was
found in the range of 51 + 8.1 pg/ml, while total MCP-1 remained at the low level of
detection (93.2 £ 21.6 pg/ml). On the other hand, eosinophils that were exposed to EV for 12
h released in the culture supernatant significant amount of both RANTES (117.2 + 18.3
pg/ml) and MCP-1 (1963 + 321 pg/ml). These results suggest that newly synthesized rather
than a stored form of RANTES and MCP-1 were secreted by the EV-infected eosinophils.
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Discussion:

Human Enteroviruses are now considered as major respiratory pathogens in infancy
and early childhood responsible for respiratory wheezing illnesses including bronchiolitis and
asthma exacerbation (24,25,43). In the present report we demonstrated for the first time, the
capacity of some wild type EV respiratory strains, specifically Coxsackievirus B5 and
Echovirus 30, to productively infect human primary lower respiratory cells (SAE cells),
which are the cell target of viruses infecting lower airways during childhood bronchiolitis (8)
(Fig. 1). The EV productive infection stimulated the secretion of the proinflammatory CC and
CXC chemokines RANTES, MCP-1, and IL-8 from human bronchial epithelial cells.
Increased steady-state mRNA levels paralleled increased chemokine secretion, and it was
strictly dependent on viral replication and infectious dose for RANTES, MCP-1, whereas the
virus-target cell interraction was alone capable to induce significant IL-8 release (Fig. 2 &

3B).

The profile and concentrations of the CC and CXC chemokines produced by EV
infected SAE cells were characteristically cell specific. Indeed EV infection also induced the
release of RANTES and IL-8 by epithelial cells isolated from other segments of the lower
respiratory tract examined in this study, i.e., major bronchi (BEAS-2B) and lung (A549) (not
shown). With regard to the protein concentration, EV-infected epithelial cells obtained from
the distal portion of the bronchial tree (SAE) and lung (A549) cells produced significantly
greater levels of RANTES and I1.-8 than those from the major bronchi (BEAS-2B) cells. Cis-
acting elements have been identified in the human RANTES promoter containing consensus
binding sites for the nuclear factor (NF)-11.6 and NF-kB transcriptional activators (39). Recent
observations that picornavirus (HRVs) infection induces the activation of NF-IL.6 and NF-kB
in epithelial cells indicates that these transcription factors may be involved in the viral
activation of RANTES and in the airway mucosa (10). Studies addressing this possibility for

human enterovirus are in progress in our laboratory.

In contrast to the production of RANTES by the infected primary respiratory bronchial
epithelium (SAE cells), EVs induced a higher release of MCP-1 by the same infected cells.
The production of MCP-1 by lung epithelial cells in response to TNF—a and IL-1p has been

reported previously (55). In the present study, the relatively modest increase of EV-induced
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MCP-1 mRNA, in comparison to the amount of protein released, suggests that expression of
MCP-1 gene in epithelial cells may be controlled at several levels, including transcriptional
and post-transcriptional (10,34,54). Moreover, we demonstrate for the first time that primary
human epithelial cells (SAE cell) are capable to express and secrete MCP-1. Indeed, attempts
by other laboratories to evidence cytokine-induced expression of MCP-1 in normal bronchial
epithelial cells have been negative (5,42,62). The release of MCP-1 by the airway epithelial
cells appears to be present in the distal segments of the bronchial tree, where virus-mediated
necrosis of the epithelium and peribronchial cellular infiltration are associated with greater
physiological changes, particularly in infants (21). The combination of IFN—y with a low dose
of infectious virus induced a significant increase in RANTES production that was synergistic
with respect to that obtained by EV infection or IFN—y treatment alone. Recent investigations
in children have demonstrated that the acute picornavirus upper respiratory tract infection was
characterized by a Th-1-like response with increased IFN—y production (63). Eosinophil
inflammation is usually observed in the context of a Th-2-type cytokine response and not a
Th-1-type response. Therefore, our findings suggest the possibility of a mechanism, Th-2
independent, mediated by epithelial CC chemokines by which IFN-y can promote the
migration of eosinophils to the lung and airway hyper responsiveness following acute EV
infection. This phenomenon was primarily described during in vitre RSV infection of airway

epithelial cells by Olszewka-Pazdrak et al. 1998.

To confirm the biologic activity of epithelial cell-derived chemokines, we show in the
present study that supernatant from cells infected with EV exhibited a strong chemotactic
activity for eosinophils. Since eosinophil chemotactic activity in vitre is a known property of
RANTES (3,26), the presence of a neutralizing anti-RANTES MADb significantly reduced
cosinophil chemotaxis induced by SAE cell EV-CM (Fig.5). Furthermore our finding
demonstrating that eosinophil chemotactic activity in EV-CM was only partially inhibited by
anti-RANTES Mab supports the notion that other chemokines known to be secreted by the
infected epithelium, including I1.-8 (66), have a direct eosinophil chemotactic activity or are
able to enhance chemotactic response to other agents (48). On the other hand, the primary
eoal of our studies was not to identify the contribution of each chemokine to the total
eosinophil chemotactic activity present in the EV-infected epithelial cell supernatant but
rather to demonstrate the potential relevance of this phenomenon in the generation of

eosinophilic inflammation. It has been previously shown that respiratory viruses as HRV are
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capable of direct stimulatory interaction with eosinophils, as indicated by the release of nitric
oxide (14,49,50). In addition to the release of products such as oxygen radicals, eicosanoids,
and cytoplasmic granule proteins, eosinophils can promote inflammation by virtue of their
ability to elaborate proinflammatory cytokines and chemokines (38). However, factors that

regulate the production and secretion of chemokines by eosinophils are not known.

In the present study, we demonstrate for the first time that human blood eosinophils
were susceptible to an EV wild type respiratory strain and were able to elaborate and secrete
the chemokines RANTES and MCP-1 following a productive viral infection (Fig.6). Others
have shown by RT-PCR assays that blood eosinophils from hypereosinophilic individuals
express MCP-1 mRNA, and secrete MCP-1 protein (64). Both RANTES mRNA and protein
have been demonstrated in eosinophils infiltrating late-phase cutaneous reactions after
intradermal allergen challenge and in peripheral blood eosinophils isolated from atopic
subjects with eosinophilia (35) or from healthy donors (65). RANTES protein appeared to be
stored within the eosinophils in association with cytoplasmic granules and to be released only
after lysis of the cells (65). Thus, no experimental evidence to date indicates that
inflammatory cytokines or other exogenous stimuli can regulate RANTES or MCP-1 gene
transcription or protein synthesis and secretion in human eosinophils. Since the amount of
RANTES and MCP-1 released by eosinophils after EV infection was much higher than that
observed in cell lysates (Fig. 7), our investigations demonstrate that production and release of
these chemokines is indeed inducible in EV-infected eosinophils. As a direct consequence of
the eosinophil productive infection by EV (Fig. 6), the inflammatory response, initiated by
airway epithelial cell chemokines, may be further sustained and amplified via autocrine
mechanisms driven by the release of eosinophil chemokines (Fig. 7). The findings presented
here suggest that the pattern, absolute levels, and relative concentrations, together with the
kinetics of release of epithelial cell chemokines in bronchial area, are all factors that may
significantly contribute to the various histologic and inflammatory features of EV-induced
airway disease. Selective production of RANTES and the several fold-higher IT.-8 and MCP-1
amount released by epithelial cells of the small bronchioles, along with autocrine and
paracrine mechanisms of amplification mediated by eosinophils and IFN-y, may largely
explain the findings of mononuclear cell infiltration and eosinophil and neutrophil migration
and activation in EV-induced bronchiolitis. Future studies, both in children with different

forms of EV induced airway disease and in animal meodels, are needed to correlate the
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different parameters of histopathology, inflammation, and immune response with the

expression and secretion of CC and CXC chemokines in airway mucosa.
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Figure Legends :

Figure 1. Dynamics of SAE cells infection by wild-type respiratory EV strains

Legend of the figure 1: (A) One step growth curves of enterovirus in SAE cells. (B)
Example of plaques formed by supernatants of SAE cells infected by Echovirus 30 in BEAS-
2B stained with crystal violet dye. *, P<0.001 for supernatant of Echovirus 30 and

Coxsackievirus BS compared with uninfected cells.

Figure 2. Time course of chemokine mRNA expression levels in SAE cells after EV
infection.

Legend of the figure 2: Expression levels of chemokine mRNA were determined in
SAE cells infected with Coxsackievirus B5 (A) and Echovirus 30 (B) by RT-PCR arrays with
a normalization compared to the mRNA GAPDH levels using an Excel-software provided by
SuperArray Bioscience Corporation (http://www.superarray.com/perarraydataanalysis.php
Frederick, MD, USA). The levels of mRNA synthesized for the chemokine RANTES, MCP-1
and IL-8 by SAE cells infected with the Coxsackievirus B5 (A) and Echovirus 30 (B)

appeared to be significantly higher compared to the cells controls after 24 hours of infection
(*, P<0.001). No significant variation levels were observed for the other chemokines during

Coxsackievirus B5 (A) and Echovirus 30 (B) course of infection.

Figure 3. Synergistic and doses-effects of EVs and IFN-y on RANTES, MCP-1 and IL-8
production by SAE cells.

Legend of the figure 3: (A) Epithelial cells were infected with EV (Echovirus 30) at
an MOI of 0.1 and treated with IFN-y (100 U/ml) alone or in combination with EV RANTES,
MCP-1 and I1.-8 were detected in supernatants by xMAP Tuminex ELISA technology (Bio-
Rad, Marnes la coquettes, France) after 48 h of incubation. The results are expressed as mean
+ SD of three experiments. *, P < 0.001 compared with control.

(B) SAE cells were infected with EV (Echovirus 30) at MOIs of 1, 0.5, 0.1, 0.01 and 0.001
for 48 h. In experiments designed to determine the requirement of replicating virus for
RANTES induction, SAE cells were exposed to UV-inactivated EV. Data are expressed as
mean + SD of three experiments. *, P < 0.001 for each infectious dose compared with control

or with UV-inactivated EV.
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Figure 4. Kinetics of chemokines accumulation in supernatant from EV-infected SAE cells
Legend of the figure 4: Epithelial cells were infected with EV (Echovirus 30 and
Coxsackievirus B5) at an MOI of 0.1 or culture medium control. After indicated time of
incubation, supernatants were collected for chemokines determination by xMAP luminex
ELISA (Bio-Rad, Marne la coquette, France). The production of chemokines was correlated
to the genomic replication activity as demonstrated by the semi quantitative EV RNA RT-
PCR detection assay (EV RNA). Expression of the housekeeping gene encoding
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) is shown for comparison to
demonstrate relative equal loading of the RT-PCR mixtures for all samples. Empty squares
correspond to the chemokines accumulation in supernatant from Echovirus 30-infected SAE
cells; empty circles indicate the chemokines accumulation in supernatant from Coxsackievirus
B5-infected SAE cells and empty diamonds represent the culture medium control. The results
are expressed as mean = SD of three experiments. *, P < 0.001 compared with control. +, P <

0.05 compared with control.

Figure 5. Biological activity of RANTES released by EV-infected SAE cells.

Legend of the figure 5: Eosinophil chemotaxis was determined in the presence of
supernatant from EV-infected cells (EV-CM) or from uninfected cells. Neutralizing
experiments were performed in the presence of specific anti-RANTES MAb. PAT (107 M)
was used as a positive control. Results are expressed as mean = SD of three determinations for
each set of experiments. *, P <0.001 for EV-CM (Echovirus 30 and Coxsackievirus B5) and
PAF compared with Uninfected cells; **, P <0.001 for EV-CM plus anti-RANTES compared
with EV-CM.

Figure 6. Human eosinophil infection by respiratory enteroviruses.

Legend of the figure 6: (A) Fosinophils were cultured with control medium or
infected with EV (Echovirus 30) for 24 h. Cytospin preparations of eosinophils were stained
with VP1 MAD in red or with CD15 MADb in blue; double immunostaining VP1/CD15 (VP1
MADb in red and CD15 MADb in blue) assays showed a blue perimembranar and a red
intracytoplasmic staining in Echovirus 30 infected cells at 24 h after infection. In preparations
of eosinophils that were exposed to EV for 24 h, a typical intracytoplasmic granular VP1
immunoreactivity was observed. (B) One step growth curves of enterovirus in human purifed

eosinophil infected by a respiratory Echovirus 30 strain; the release of infectious particles was
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detected by plaque assay in BEAS-2B and the preduction of infectious viruses was correlated
to the genomic replication activity as demonstrated by the semi quantitative EV RNA RT-
PCR detection assay (EV RNA). Expression of the housekeeping gene encoding
glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase (GAPDH) is shown for comparison to
demonstrate relative equal loading of the RT-PCR mixtures for all samples. *, P < 0.001

compared with control.

Figure 7. RANTES and MCP-1 production by human purified eosinophils infected by a
respiratory EV strain.

Legend of the figure 7: Eosinophils were infected with EV (Echovirus 30) at an MOI
of 1 (Eosinophil + EV) or incubated with culture medium (Eosinophil mock-infected). After
16 h, the supernatants were collected for RANTES and MCP-1 determination by ELISA. For
the measurement of total content of RANTES and MCP-1, eosinophils were lysed by Triton
X-100 (Fosinophil lysed). The results are expressed as mean + SD of three experiments using
eosinophil preparations from different donors. *, P< 0.001 compared with eosinophils

cultured with medium or lysed by Triton X-100.
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D ROLE DES ENTEROVIRUS DANS LA BRONCHIOLITE DU NOURRISSON

Les rhinovirus et les entérovirus humains (Picornaviridae) ont été détectés dans le
tractus respiratoire d’enfants souffrant de pathologies respiratoires hautes et basses. Ils sont
considérés actuellement comme des agents étiologiques de la bronchiolite du nourrisson
(Freymuth et al, 1999; Pallansh & Roos, 2001; Couch, 2001; Papadopoulos et al., 2002;
Jartti et al., 2004). Seules des études rétrospectives analysant des prélévement respiratoires de
nourrissons souffrant de bronchiolite ou d’asthme infantile ont évalué la présence de ces deux
genre de picornavirus (entérovirus et rhinovirus humains) (Rakes et al., 1999, Andréoletti et
al., 2000; Papadopoulos et al., 2002, Jartti et al. 2004). Au cours de ces études, les rhinovirus
et entérovirus humains ont été identifiés par RT-PCR soit seul ou en association avec le VRS
ou a d'autres virus respiratoires communs. Ces virus pourraient donc jouer un rdle d’agent
¢tiologique ou de cofacteur dans le développement de la bronchiolite infantile. Notre
premiére ¢tude avait pour objectif de préciser 1’importance épidémiologique du role
¢tiologique des infections respiratoires a picornavirus, chez des enfants hospitalisés en

pédiatrie et souffrant de bronchiolite (Jacques et al., 2006).

En utilisant une RT-PCR associée a une technique d’hybridation nous avons détectés
de maniére differentielle les ARN génomique des rhinovirus et des entérovirus dans les
aspirations naso-pharyngées de 192 nourrissons hospitalisés pour bronchiolite aigué. Tous les
¢chantillons avaient été également testés par des techniques classiques de virologie afin de
détecter la présence éventuelle des virus respiratoires communs (Virus Respiratoire
Syncytial, virus Parainfluenza, virus Influenza A & B et Adénovirus) ainsi que le
métapneumovirus humain (MPVh). L’association des techniques classiques de virologie a des
tests de biologie moléculaire nous a permis de préciser la prévalence des infections
respiratoires par les picornavirus, et de déterminer la fréquence des cas de co-infections
virales (piconavirus associés a d’autres virus) dans la bronchiolite infantile. En France, seule
une étude portant sur une cohorte de 84 enfants agés de 1 mois a 14 ans et hospitalisés pour
une bronchiolite aigu€¢ au CHU de Lille en 1999-2000, avait révélé la présence de 10 cas (12
%) d'infections respiratoires a rhinovirus et 8 cas (9.5 %) a entérovirus (Andréoletti et al.,
2000). Notre prévalence de détection des rhinovirus (21%) est proche de celles publiés par
différentes études, qui ont montré des infections respiratoires par ces virus chez 18 a 29 %
d'enfants souffrant de bronchiolite (Freymuth et al., 1999 ; Papadopoulos et al., 2002 ; Jartti
et al., 2004). Par ailleurs, les taux d'infections respiratoires a entérovirus détectés lors de notre

¢tude sont conformes a ceux rapportés dans deux précédentes études francaises (Freymuth et
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al., 1999 ; Andréoletti et al., 2000), mais sont inférieurs a ceux rapportés par Jartti et coll. en
2004 qui ont décrit une détection positive pour les entérovirus de 25 % chez les enfants de 1 a
14 ans hospitalisés pour bronchiolite ou asthme infantile. Ces différentes études ont utilisées
sur 1’utilisation de techniques moléculaires et elles ont démontré que 19 a 22 % des patients
présentant une bronchiolite étaient porteurs de plusieurs agents viraux au niveau de leur

tractus respiratoire (Andréoletti et al., 2000 ; Papadopoulos et al., 2002 ; Jartti et al, 2004).

Nous avons identifi¢ les rhinovirus ou les entérovirus comme unique agent pathogene
dans respectivement 21 et 9 % des 192 enfants en bas dge souffrant d’une bronchiolite,
¢tayant ainsi ’hypothése du role étiologique potentiel des picornavirus dans une proportion
non négligeable de patients hospitalisés. Cependant au cours de notre étude nous n’avons pas
recherché les cas d’infections par les virus Parainfluenza 4a et 4b, ainsi que par les coronavirus
OC43, 229E, NL64 et HKUI qui pourraient étre impliqués dans des cas de mono ou co-
infections dans les prélevements respiratoires étudiés. Toutefois, ces différents virus
respiratoires sont actuellement considérés comme agents étiologiques mineurs de bronchiolite
infantile (Theamboonlers et al., 2007 ; Vabert et al., 2007 ; Kaplan et al., 2008). De plus, aucun
groupe de patients contrdle appariés sur 1’age, le sexe, le mois d’hospitalisation et exempts de
toute infection ou pathologie respiratoire n’avait été sélectionné et testé dans notre étude. La
prévalence exacte des infections respiratoires a picornavirus comme cause potentielle de
bronchiolite reste donc a évaluer dans des ¢tudes prospectives utilisant des techniques de PCR en
temps réel, et qui autoriseront ainsi la détection de tous les virus respiratoires pathogeénes chez
des enfants immunocompétents lors des premiers stades des symptomes respiratoires ainsi que
chez des enfants asymptomatiques (Lam ef al, 2007). Par ailleurs lors de notre étude
transversale certaines infections a picornavirus détectées par notre technique moléculaire
pourraient ne pas étre associées au développement de 1'épisode symptomatique de la
bronchiolite, mais étre liées a un portage viral asymptomatique (infection de type persistante)
ou a une infection respiratoire symptomatique passée ou a venir (Nokso-Koivisto et al.,
2002). Par conséquent, la prévalence exacte des infections respiratoires par les entérovirus
responsable de cas de bronchiolite infantile reste a évaluer dans de futures études
longitudinales prospectives qui determineront les niveaux d’ARN génomiques de

picornavirus.

Au cours de notre étude, les cas de co-infections virales ont été détectés dans 40 (21

%) des 192 aspirations naso-pharyngées d’enfants souffrant d’une bronchiolite aigué. Ces co-
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infections impliquaient les rhinovirus dans 90 % des cas (36). Les plus fréquentes
associations rapportées étaient celles-ci : rhinovirus et VRS ; ou rhinovirus et entérovirus.
Ces résultats suggerent que les picornavirus humains pourraient également jouer un role
comme cofacteurs pathogénique dans la bronchiolite de I’enfant (Papadopoulos et al., 2002 ;
Rawlinson et al., 2003). Lors de ces cas d’infections multiples, les picornavirus pourraient
servir de co-facteurs viraux dans le déclenchement de la bronchiolite. Par conséquent, les
virus a tropisme respiratoire détectés lors d’infections asymptomatiques pourraient accroitre
le risque d’apparition de la bronchiolite chez les enfants. De futures études cliniques
longitudinales comprenant 1’analyse des virus pathogénes a tropisme respiratoire par des
techniques de RT-PCR quantitative chez des sujets symptomatiques et asymptomatiques,
seront nécessaires pour déterminer les conséquences physiopathologiques et cliniques des co-
infections dans la bronchiolite infantile. Ces futures études clinico-virologiques analysant la
sévérit¢é de la maladie et la fréquence des co-infections, permettront ainsi d’explorer
I’hypothése du réle des piconavirus humains comme co-facteurs d‘aggravation de la
symptomatologie respiratoire en pédiatrie. Ces questions restent essentielles sous 1’angle des
mécanismes physiopathologiques des bronchiolites a répétition, d’induction d’hyperréactivité

bronchique et d’asthme infantile.

En conclusion, cette premiére étude clinico-virologique suggere que les picornavirus
respiratoires pourrait étre un agent étiologique majeur de la bronchiolite chez 1’enfant de moins
de 26 mois (médiane 9 mois; range 1-26 mois). Ces résultats indiquent la nécessité de
développer de nouvelles techniques moléculaires de diagnostic rapide des infections
respiratoires a picornavirus en virologie médicale. Ces nouvelles approches de diagnostic
permettront le développement de nouvelles molécules anti-picornavirus, ainsi que la mise en
place de protocoles spécifiques visant a diminuer les risques de transmission nosocomiale dans

les services hospitaliers de pédiatrie.
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1I) ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE ET CLINIQUE DES INFECTIONS RESPIRATOIRES A
ENTEROVIRUS

Les entérovirus (Picornaviridae) sont des agents viraux trés communs et ubiquitaires
en pathologie humaine (Chonmaitree & Mann, 1995 ; Mackie, 2003 ; Khetsuriani et al.,
2006). Les différents sérotypes d’entérovirus ont un schéma de circulation temporel différent
et peuvent étre associés a certaines manifestations cliniques (Strikas ef al., 1986 ; Khetsuriani
& Parashar, 2003). Bien que la majorité des infections humaines a entérovirus restent
asymptomatiques, ces virus sont associés a des syndromes cliniques variés tels que des
pathologies mineures mais également séveéres incluant des méningites, encéphalites,
myocardites, des paralysies flasques aigu€s ainsi que des septicémies néonatales séveres
(Khetsuriani & Parashar, 2003). En outre, les entérovirus peuvent induire des pathologies
respiratoires non spécifiques chez les enfants ou les adultes, telles que des infections des voies
acriennes supérieures et inférieures de type bronchiolite, bronchites (Smyth & Openshaw,
2006) et pneumonies (Chonmaitree & Mann, 1995). Différents sérotypes d’entérovirus
incluant les entérovirus 68 et 71, les Coxsackievirus A9, A21, B2 et B4 et les Echovirus 9, et
11, ont été isolés dans des échantillons naso-pharyngés, des aspirations trachéales, des lavages
broncho-alvéolaires ou des biopsies pulmonaires par des techniques de culture cellulaire et
identifiés comme étant la cause virale de broncho-pneumonies graves, voire mortelles
(Cheeseman et al., 1977 ; Porres et al., 1985 ; Barson & Reiner, 1986 ; Birenbaum et al.,
1997 ; Chang et al., 1999 ; Schiff et al., 2000 ; Oberste et al., 2004). Récemment, Legay et
coll. ont décrit un cas de pneumonie mortelle a coxsackievirus Al6 chez un adulte
immunocompétent agé de 77 ans, infecté par son petit fils qui avait développé un syndrome

pied-main-bouche sans complications cliniques (Legay et al., 2007).

Notre compréhension de ['épidémiologie et du profil clinique des infections
respiratoires a entérovirus en pédiatrie était limitée a des données sur la prévalence et a
I'importance épidémiologique de I’infection respiratoire a entérovirus comme cause de
bronchiolite dans les cohortes d'enfants hospitalisés (Andréoletti et al., 2000 ; Jartti et al.,
2004 ; Papadopoulos ef al., 2002 ; Porres et al., 1985). Lors de ces précédentes études, aucune
identification par sérotypage, ni analyse phylogénétique comparative des souches
d’entérovirus a tropisme respiratoires n’avait ¢été réalisée. Actuellement, 1’approche

moléculaire autorise une caractérisation rapide et fiable ainis qu’une comparaison

133



Discussion Générale

phylogénétique des souches d’entérovirus par amplification et séquencage partiel du geéne

codant pour la protéine de capside VP1 (Oberste et al., 2003).

Dans ce travail, nous avons analysé de maniére rétrospective 1’épidémiologie et les
caractéristiques cliniques des infections respiratoires au cours desquelles un entérovirus avait
¢té¢ identifi¢ comme agent étiologique d’une pathologie pédiatrique; Cette analyse
rétrospective a ét¢ mené dans une cohorte d’enfants hospitalisés ou non dans la région
Champagne Ardenne (France) entre 1999 et 2005. Tous les enfants qui se présentaient aux
urgences pédiatriques avaient été prélevés au niveau respiratoire et ceci quelque soit leurs
signes cliniques. Nous avons ensuite sélectionné les cas ou seul un entérovirus avait été isolé,
et typé en culture cellulaire, et identifi¢ comme la cause étiologique de la pathologie
diagnostiqué. Les cas de co-infections virales ainsi que les cas ou 1’entérovirus n’était pas
typable ont été exclus. En utilisant I'amplification et le séquengage partiel du géne codant la
protéine de capside VPI1, nous avons réalisé une analyse phylogénétique comparative des
souches d’entérovirus isolées dans des échantillons naso-pharyngés d'enfants présentant des
symptomes respiratoires liées a une infection a entérovirus. Cette étude nous a permis
d’évaluer I’importance épidémiologique et clinique des pathologies respiratoires liées a une
infection a ce virus dans une population du Nord de la France. Ces résultats confirment que
les entérovirus sont des pathogénes respiratoires avec un mode de circulation de type
¢pidémique et que ces souches d’entérovirus peuvent contribuer au développement
d’infections des voies respiratoires basses vues aux urgences pédiatriques (17% des enfants
ayant des infections a entérovirus) induisant une hospitalisation dans 62% de ces cas. En
utilisant la culture cellulaire et séroneutralisation, nous avons ainsi pu démontrer le pouvoir
infectieux des souches d’entérovirus détectées dans le naso-pharynx des enfants au moment
du diagnostic clinique (Freymuth ef al., 1999 ; Jacques et al, 2006). Il est évident que le
nombre global d’infections respiratoires a entérovirus détecté aurait pu étre considérablement
supérieur en utilisant une technique de RT-PCR. En effet la sensibilté des techniques
moléculaires permet 1’identification des infections a picornavirus asymptomatiques, passées
ou a venir (Nokso-Koivisto et al., 2002). Il est intéressant de constater qu’aucun sérotype
d’entérovirus (identification par les pools de Melnick et sequencage VP1) n’est apparu

comme significativement associé¢ a une manifestation clinique respiratoire particuliére.

Notre ¢étude rétrospective a permis de déterminer que parmi les enfants
immunocompétents agés de moins de 15 ans, les maladies respiratoires sont la deuxiéme

pathologie la plus fréquente induite par les entérovirus, aprés la méningite a liquide clair
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(Jacques et al. 2008). La bronchiolite a été le syndrome respiratoire le plus souvent induit par
un entérovirus (43% des 79 cas) et la comparaison entre les groupes d'ages montre que cette
pathologie est plus fréquente chez les enfants agés de 1 a 12 mois. Des études récentes publiées
dans notre laboratoire (Jacques et al., 2006 ; Andréoletti et al, 2000) ainsi que par d’autres
équipes (Jartti et al, 2004) ont montré que les picornavirus et plus spécifiquement les
entérovirus sont identifiés comme étant la troisiéme cause étiologique de la bronchiolite chez
les enfants hospitalisés, avec une prévalence comprise entre 9 et 25 %. Dans ces publications
la bronchiolite induite par les entérovirus semble étre plus fréquemment détectée chez les
enfants agés de 6 mois a 2 ans (Andréoletti et al., 2000 ; Jartti et al., 2004 ; Jacques et al.,
2006 ). Les résultats de notre étude sont en accord avec ces différentes études et supportent
I’hypothése du réle majeur des entérovirus a tropisme respiratoire comme cause étiologique de
la bronchiolite chez les enfants agés de moins de 12 mois. Néanmoins, la prévalence exacte de
l'infection respiratoire a entérovirus comme cause de bronchiolite reste a évaluer dans d’autres
¢tudes prospectives longitudinales au cours desquelles la présence de tous les virus pathogénes
respiratoires humains pourrait étre détectée par biologie moléculaire quantitative avant et apres

le développement des symptdmes respiratoires.

Nos resultats indiquent que les pathologies respiratoires liées a un entérovirus sont
diagnostiquées principalement durant la période de février a décembre, englobant une partie de
la période d'épidémie pour les infections respiratoires virales chez les enfants en France
(Freymuth et al, 1999 ; Jacques et al, 2006). Ces données suggerent 1’éventualité de
pathologies respiratoires associant une infection a entérovirus a d'autres viroses respiratoires
saisonniéres (Andréoletti et al., 2000 ; Jartti et al., 2004). Au cours de notre étude, 31 cas sur
285 (13%) ont été identifiés comme infections virales multiples, associant 1’isolation d’un
entérovirus et d’'un VRS ou d’un rhinovirus. Cette détection des infections respiratoires
multiples ainsi que des agents pathogénes respiratoires communs pourrait étre
considérablement améliorée par l'utilisation de RT-PCR ou de PCR en temps réel. Ces
techniques moléculaires sont connues pour augmenter la sensibilité de la détection des virus et
des bactéries communset pour permettre la détection des virus non cultivables ou de nouveaux
virus respiratoires tels que les coronavirus humains, les métapneumovirus et les bocavirus

(Arden et al., 2006 ; Choi et al., 2006).

Nous avons observés que les souches d’entérovirus respiratoires sont caractérisées par
d'importantes fluctuations dans leur niveau de circulation (Khetsuriani et al., 2006 ; Jacques et

al., 2008). Les taux annuels d’infections respiratoires a entérovirus observés ont ¢été
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significativement diminués au cours des années 2000 et 2005 ; ce phénomene a été concomitant
de 1'émergence respective des echovirus 13 et 30, responsables d’epidémie de méningites
aseptiques (Communicable Disease Surveillance Centre, 2000 ; Bernit et al, 2004). Nos
résultats suggérent que les taux annuels des infections respiratoires a entérovirus seraient
modulés par I'émergence de souches a forts potentiels neurotropes et responsables d’épidémies

de méningite aseptique.

Dans cette seconde étude, la comparaison phylogénétique d’une partie du gene codant
la protéine de capside VP1 a confirmé l'identification des sérotypes obtenus par micro-
séroneutralisation et nous a permis d'identifier des tendances temporelles pour la circulation
des sérotypes d’entérovirus respiratoires. Cette approche a démontré la circulation
phylogénétique concomitante ou successive d’espéces, sérotypes ou sous-groupes distincts
d’entérovirus durant le méme mois ou la méme période épidémique annuelle. L’ensemble de
ces résultats indique la possibilité d'infections répétées ou successives de souches distinctes
d’entérovirus a tropisme respiratoire, au cours de la méme période ou d‘une méme épidémie
annuelle. En outre, ces observations suggerent ¢galement la possibilit¢ de recombinaisons
génétiques au sein des espéces A ou B d‘entérovirus (recombinaisons intra sérotypique)
circulant dans une méme zone géographique et infectant les nourrissons (Lukashev et al.,

2005 ; Simmonds & Welch, 2006).

Nos données ont montré que, sous 1’angle clinique, les pathologies respiratoires induites
par les entérovirus ne peuvent étre distinguées de celles induites par les rhinovirus ou la grippe
(Bourgeois et al., 2006a ; Bourgeois et al., 2006b). Toutefois, les maladies respiratoires a
entérovirus pourraient s’avérer moins séveéres car nous n’avons pas observé de cas de
pneumonies, ni de cas d’admissions en unité de soins intensifs ainsi qu’un trés faible taux de
mortalité au cours de la période étudiée. Les infections respiratoires a entérovirus sont
néanmoins associées a un s¢jour a 1'hopital de 3,5 jours en moyenne responsable d’un nombre
d’hospitalisation non négligable (n=50). De plus, 20% des infections respiratoires a entérovirus
ont conduit & une hospitalisation avec un risque de transmission nosocomiale des ces agents
infectieux a d'autres patients, et d’infections par d'autres agents bactériens ou viraux (Freymuth
et al., 1999 ; Andréoletti et al., 2000 ; Jarttiet al., 2004, Jacques et al., 2006 ; Antona et al.,
2007). Enfin, aucune autre pathologie sous-jacente n’a été recensée chez les enfants présentant

un syndrome respiratoire induit par un entérovirus.
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Nos données indiquent que les entérovirus sont des agents étiologiques potentiellement
importants chez I'enfant responsables d’infections des voies respiratoires inférieures. Ils
peuvent étre isolés du nasopharynx d’enfants présentant des symptomes respiratoires de
bronchiolite. A l'instar des rhinovirus humains, les entérovirus peuvent également étre isolés
par des systémes de culture cellulaire ou détectés par RT-PCR dans le naso-pharynx d’enfants
sans symptdmes respiratoires (Nokso-Koivisto et al., 2002). Par conséquent, il serait essentiel
d’évaluer la charge virale des entérovirus par RT-PCR quantitative en temps réel dans des
¢chantillons naso-pharyngés d’enfants, avec ou sans symptomes respiratoires. Ainsi, il serait
peut-&tre possible de déterminer un seuil clinique de charge virale pour les picornavirus dans
les échantillons naso-pharyngés de nourrissons presentant une pathologie respiratoire. En outre,
l'utilisation de ces systémes quantitatifs de détection des entérovirus permettrait d'améliorer le
suivi des nourrissons et des patients adultes atteints de pathologies respiratoires a entérovirus,
et ceci en réduisant les investigations diagnostiques et les thérapeutiques inutiles ainsi qu’en
prévenant la survenue de potentielles infections nosocomiales respiratoires au cours des

hospitalisations.

Concernant le génotypage, la technique la plus répandue est basée sur le séquencage de
la région codant la protéine de capside VP1. La grande majorité des équipes a développé des
approches d’identification basées sur cette région, car elle contient un grand nombre de sites
antigéniques ayant servi a la mise en place de la classification initiale, basée sur le caractére
phénotypique des entérovirus (Racaniello, 2007). Néanmoins, des études trés récentes ont
montré qu’il était possible d’identifier les différents sérotypes d’entérovirus via la région
codant la protéine de capside VP2 et permettrait également d’identifi¢ des recombinaisons inter
sérotypiques dans la région VP3-VP1 au sein de I’espéce B (Nasri et al., 2007). Les résultats
obtenus sont comparables a ceux obtenus avec les approches de séquengage d’une partie de la
région VP1 (Nasri ef al., 2007). Par ailleurs, au vue des phénomenes de recombinaisons décrits
au sein des entérovirus (Lukashev et al., 2005), une approche basée sur un séquengage de la
région codant la protéine de capside VP1 des entérovirus, associée a une analyse nucléotidique
de la région codant I’ARN polymérase-ARN dépendante (3Dpol), permettrait alors d’identifier
le sérotype d’entérovirus tout en identifiant la possibilité de recombinaisons génétiques entre la

région capsidale et la région non capsidale chez les souches virales.

Actuellement, le développement des outils de diagnostic moléculaire des entérovirus
s’oriente vers une automatisation de 1’ensemble des étapes, de 1’extraction a la révélation de

I’amplification moléculaire par hybridation. Cette automatisation passe par | utilisation
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d’extracteurs automatiques d’acides nucléiques couplés a des automates de PCR. La derniére
évolution en date allant dans se sens est le GeneXpert® qui permet, grace a un seul appareil et
a une cartouche contenant tout les réactifs, de réaliser I’extraction et la détection des
entérovirus (Seme et al., 2008). De plus, des systémes de « biopuces » sont & envisager pour
la détection, la quantification et génotypage des entérovirus humains. Ces techniques
moléculaires permettront de mieux caractériser les infections respiratoires actives a
entérovirus responsables de pathologies aigué€s. Ces nouvelles approches amélioreront la
prise en charge thérapeutique des patients, et la prévention du risque d’infection nosocomiale
conduisant ainsi a une diminution des colits des soins hospitaliers liés aux infections

respiratoires a entérovirus.

En conclusion de cette seconde partie, nous avons pu préciser que les maladies
respiratoires liées aux entérovirus étaient des pathologies trés fréquente et qu’elles notament
chez les nourrissons agés de 1-12 mois. La circulation successive ou concomitante de souches
génétiquement distinctes d’entérovirus indique la possibilité d’infections respiratoires répétées
en pédiatrie au cours d’'une méme saison épidémique, suggérant ainsi la possibilité d'une
recombinaison génétique intra et inter sérotypique au sein des especes d’entérovirus A ou B. La
poursuite du développement des techniques de RT-PCR quantitatives en temps réel associées a
un génotypage permettra d'effectuer un diagnostic étiologique rapide des infections
respiratoires a entérovirus. Cette approche permetterait de prévenir les risques de transmissions
nosocomiales de ces virus dans les départements de pédiatrie et autorisera le contrdle

épidémiologique de I’apparition de nouvelles souches d’entérovirus respiratoires.
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III) INFECTION EXPERIMENTALE DES CELLULES BRONCHIQUES HUMAINES PAR LES
ENTEROVIRUS.

Aux Etats-Unis et en Europe, les taux d'admissions des cas de bronchiolites infantiles
ont sensiblement augmenté au cours de ces derni¢res années et ils sont maintenant estimés
autour de 30 pour 1000 chez les enfants de 1 an (Smyth & Openshaw, 2006). Des études
cliniques et épidémiologiques montrent une corrélation entre la bronchiolite chez le nourrisson
et I’apparition de I’asthme infantile (Hall et al, 1984 ; Sigurs et al., 1995 ; Jacques et al,
2006). La bronchiolite et I'asthme sont liés par des caractéristiques histopathologiques
communes caractérisées par une inflammation profonde de la muqueuse des voies respiratoires.
Une des caractéristiques de la bronchiolite viro-induite est la nécrose de 1'épithélium
bronchique associée a une infiltration péribronchique et périvasculaire de cellules mononuclées
(Aherne et al., 1970 ; Ferris et al, 1973 ; Downham ef al., 1975). L'augmentation du nombre
de lymphocytes, de polynucléaires neutrophiles et éosinophiles médiateurs de I'inflammation
dans des échantillons nasaux ou bronchiques de patients atteints d’infections aigu€s a
rhinovirus, par comparaison a des sujets sans pathologie connue, suggére que les infections a
picornavirus déclenchent la migration de ces cellules vers les voies respiratoires et l'activation
locale de certaines cellules inflammatoires (Calhoun et al, 1994 ; Pizzichini et al., 1998 ;
Flemming et al.,, 1999 ; Teran et al., 1999 ; Van Benten et al,, 2001 ; Malcolm et al., 2001 ;
Monto et al., 2001 ; Oh et al., 2002 ; Glass et al., 2003).

Au site tissulaire de I'inflammation la majorité de la réponse cellulaire est controlée par
des gradients de facteurs chimiotactiques induisant la migration trans-endothéliale et la
circulation a travers la matrice extracellulaire de leucocytes (Gerard & Rollins, 2001). La
qualité de cette réponse cellulaire dépend de la cellule cible et des molécules chimiotactiques.
Les chimiokines vont réglementer la migration et 'activation des globules blancs du sang et
par conséquent jouer un role clef dans les processus inflammatoires et infectieux du poumon.
Les membres de la famille des chemokines CC tels que RANTES ont une activit¢é comme
facteurs chimiotactiques et sont activatrice pour les éosinophiles ; les chemokines CXC telles
que I'IL-8 sont d’importants chémo-attractants des polynucléaires neutrophiles et possedent une
activit¢ chimiotactique pour les €osinophiles (Gerard & Rollins, 2001). Parmi les autres
fonctions potenticllement importantes de RANTES et de MCP-1 dans l'allergie et
l'inflammation viro-induite on retrouve leur capacité a stimuler la production d'IgE de surface

ou d’IgG4 par les cellules B (Kimata et al., 1996) et a induire la dégranulation des cellules
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Natural Killer et des cellules T cytotoxiques (Taub et al., 1995 ; Taub et al., 1996). Ces
chimiokines sont présentes dans les tissus pulmonaires et les lavages bronchiques de sujets
asthmatiques (Alam ef al., 1996 ; Teran et al., 1996). De plus, il est clairement démontré que
les rhinovirus peuvent induire la production de RANTES et de chimiokines CXC dans les

cellules primaires de 1'épithélium bronchique humain (Donninger et al, 2003 ; Glass et al,

2003 ; Hayden et al., 2004 ; Grissel et al, 2005).

Les cellules épithéliales humaines sont une source majeure de chimiokines CC dont
RANTES (Stellato et al., 1995) et MCP-1 (Standiford et al., 1991 ; Sousa et al., 1994). Les
cellules de I'épithélium respiratoire sont les cibles des picornavirus qui infectent les voies
respiratoires (Donninger et al, 2003). Par conséquent afin d’identifier les mécanismes
susceptibles de réglementer le développement de l'inflammation de la muqueuse des voies
respiratoires lors de I’infection virale, nous avons étudié la production de chimiokines par des
cellules de I’épithélium des voies respiratoires inférieures infectées par des entérovirus. Notre
¢tude in vitro démontre que l'infection de cellules épithéliales humaines provenant de la partie
distale de l'arbre bronchique par des souches d’entérovirus a tropisme respiratoire résulte en

l'induction de la sécrétion d'un profil spécifique de chimiokines CC et CXC.

Notre étude montre pour la premiére fois la capacité de certaines souches cliniques
d’entérovirus a tropisme respiratoire, a savoir coxsackievirus B5 et echovirus 30 a infecter des
cellules primaires humaines bronchiques (cellules SAE) qui représentent les cellules cibles du
virus lors d’infections des voies respiratoires de 1’enfant (Donninger et al., 2003). L'infection
productive a entérovirus stimule la sécrétion de chimiokines pro-inflammatoires CC et CXC
(RANTES, MCP-1 et IL-8) a partir des cellules de I'épithélium bronchique humain. Au cours
de I’infection par les entérovirus, on observe une augmention des niveaux d'ARN messager de
ces chimiokines associée a une sécrétion de ces protéines. Ces modulations dans la synthese et
la production de RANTES et MCP-1 sont strictement dépendantes de la réplication virale et de
la dose infectieuse, alors que D’interaction virus-cellule est a elle seule capable d'induire

d’importantes libérations d’IL-8.

Le profil et la quantité des chimiokines CC et CXC produites ont été caractéristiques du
type de cellules infectées par des entérovirus a tropisme respiratoire. Ainsi, I’infection virale
induit la libération de chimiokines de types RANTES et IL-8 par des cellules épithéliales
isolées d’autres segments du tractus respiratoire inférieur, dont les cellules des grandes

bronches (BEAS-2B) et du poumon (A549). Concernant la quantité de protéines sécrétées, les
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cellules épithéliales de la partie distale de 1'arbre bronchique (SAE) et du poumon (A549)
infectées par les entérovirus, produisent significativement plus de chimiokines RANTES et IL-

8 que celles issues des grandes bronches (BEAS-2B) (données non présentées).

Des ¢léments agissant en cis-activateur de la transcription et contenant des sites
consensus de liaison pour le facteur nucléaire (NF)-IL6 et NF-kB, ont été identifiés dans le
promoteur humain de RANTES (Nelson ef al., 1993). Des observations récentes montrent que
I’infection a picornavirus induit l'activation de (NF)-IL6 et de NF-kB dans les cellules
¢épithéliales et dans la muqueuse des voies respiratoires. Ces facteurs de transcription
responsables de la synthése de RANTES peuvent donc étre associés a l'activation virale

(Edwards et al., 2007).

Les entérovirus induisent une sécrétion importante de MCP-1 par les cellules SAE. La
production de MCP-1 par les cellules épithéliales des poumons (A549), en réponse au TNF-a
et a 'IL-1 B, avait déja été démontrée précédemment (Standiford et al., 1991). Nous avons
observé une augmentation relativement modeste des ARN messagers de MCP-1 induite par les
entérovirus, en comparaison de la quantité de protéine libérée, suggérant que l'expression de
MCP-1 dans les cellules épithéliales pourrait €tre contrdlée au niveau transcriptionnel ou post-
transcriptionnel (Lilly et al., 1997 ; Standiford et al, 1990 ; Edwards et al., 2007). En outre
notre étude montre pour la premiére fois que des cellules primaires de ’épithélium humain
(cellules SAE) sont capables de sécréter MCP-1. En effet, I’expression de MCP-1 dans les
cellules de I'épithélium bronchique normale s’etait avérée négative dans d'autres études

(Olszewka-Pazdrak et al. 1998 ; Cerri et al., 2006 ; Wang et al., 2007).

I1 est intéressant de constater que la combinaison d'I[FN-y et d’une faible dose de virus
infectieux induit une augmentation significative de la production de RANTES, et ceci de
maniere synergique vis a vis de la production obtenue par I’infection a entérovirus ou le
traitement par I'lFN-y seul. Des études récentes ont montré que chez des enfants atteints d’une
infection des voies respiratoires a picornavirus, il existe une réponse de type Th-1 suite a
l'augmentation d’IFN-y (Wimalasundera et al, 1997). Or [’augmentation du nombre
d’éosinophiles lors de I’inflammation est habituellement observée dans le contexte d'une
réponse de type Th-2 et non de type Th-1. Par conséquent, nos résultats suggérent la possibilité
d'un mécanisme indépendant d’une réponse Th-2, et impliquant la production de chimiokines
CC au niveau de I’épithélium respiratoire grace a I'lFN-y. Ceci pourrait alors favoriser la

migration des €éosinophiles dans les poumons et les voies respiratoires suite a 1’infection par des
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entérovirus. Ce phénomene a été¢ décrit au cours de l'infection de cellules de I'épithélium
respiratoire par le VRS (Olszewka-Pazdrak ef al. 1998). Afin de confirmer l'activité biologique
des chimiokines secrétées par les cellules épithéliales, nous avons montré que le surnageant de
cellules infectées par les entérovirus présentait une forte activité chimiotactique pour les
¢osinophiles, partiellement neutralisée par 1’adjonction d’anticorps anti-RANTES (Figure 5).
L’activité chimiotactique in vitro de RANTES sur les ¢osinophiles avait déja été mise en valeur
lors de précédentes études (kameyoshi et al, 1992 ; Alam et al, 1993). L'activité
chimiotactique du milieu de culture sur les éosinophiles n'étant que partiellement inhibée par
les anticorps anti-RANTES. Ces résultats suggérant que d’autres chimiokines connues comme
¢tant sécrétées par I'épithélium infecté par les entérovirus, y compris I'lL-8 (Zhu et al., 1997),

auraient également une activité chimiotactique vis-a-vis des éosinophiles (Resnick et al., 1993).

Notre étude montre pour la premiére fois que les éosinophiles du sang humain sont
sensibles aux entérovirus respiratoires isolés de patients, et sont capables d'élaborer et de
sécréter des chimiokines de types RANTES et MCP-1. Ces mécanismes ont été induits par une
infection virale productive. D'autres équipes ont montré par RT-PCR que les éosinophiles
sanguins provenant de patients présentant une hyper-€osinophilie exprimaient les ARN
messager de MCP-1 et secrétaient ces protéines (Wong et al, 2005). Préalablement, la
présence d’ARN messagers et la sécrétion de protéines de type RANTES ont été mis en
¢vidence chez des éosinophiles isolés de sujets atypiques (Lim et al, 1996) ou a partir de
donneurs sains (Ying et al., 1996). La protéine RANTES serait stockée dans les éosinophiles
au niveau des granules cytoplasmiques et libérée seulement aprés lyse des cellules (Ying et al.,
1996). Aucune preuve expérimentale n’indique a ce jour que les cytokines pro-inflammatoires
ou stimuli exogeénes réglementent la synthese ou la sécrétion de RANTES ou de MCP-1 au
niveau des éosinophiles humains. De plus les quantités de RANTES et MCP-1 libérées par les
¢osinophiles, apres l'infection a entérovirus, se sont révélées étre beaucoup plus élevées que
celles observées apres la lyse des éosinophiles. Nos données montrent que la production et la
libération de ces chimiokines par les éosinophiles sont spécifiquement induites par 1’infection

virale (Figure 7).

Suite a D’infection des voies aériennes basses par les entérovirus, la réponse
inflammatoire initiée par les cellules épithéliales pourrait donc étre soutenue et amplifiée via
des mécanismes autocrines, secondaires a la libération de chimiokines par les éosinophiles et
infectés par les entérovirus. Ainsi la libération sélective de RANTES, d’IL-8 et de MCP-1 par

les cellules épithéliales des bronchioles associée a des mécanismes autocrines et paracrines
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médiés par les éosinophiles et I'IFN-y, pourraient expliquer en grande partie la migration et
I’activation des cellules de type polynucléaires neutrophiles et des €osinophiles lors de la
bronchiolite induite par les entérovirus. De nouvelles études expérimentales seront utiles pour
identifier ’ensemble des chimiokines sécrétées par les €osinophiles lors de 1’infection par un
entérovirus, ainsi que pour explorer les modifications des fonctions cellulaires secondaires a

I’infection entérovirale.
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CONCLUSION GENERALE
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Notre travail de thése a permis de préciser Iimportance des picornavirus et plus
spécifiquement celles des entérovirus non polio a tropisme respiratoire comme cause
étiologique potentielle de la bronchiolite infantile. Par ailleurs, nous avons montré que les
infections respiratoires représentaient en fréquence le deuxiéme type de pathologies
pédiatriques a entérovirus apres la méningite a liquide clair chez les nourrissons agés de 1-12
mois. La circulation successive ou concomitante de souches génétiquement distinctes
d’entérovirus indique la possibilité d’infections respiratoires répétées en pédiatrie au cours
d‘une méme saison épidémique, et suggere ainsi la possibilité de recombinaisons génétiques
intra ou inter sérotypiques au sein des espeéces d’entérovirus A ou B. La poursuite du
développement de techniques de RT-PCR quantitative en temps réel associées a un génotypage
permettra de réaliser un diagnostic €tiologique rapide des infections respiratoires a entérovirus.
Cette combinaison d’approches diagnostiques et épidémiologiques, pourrait permettre de
prévenir la transmission nosocomiale de ces virus dans les départements de pédiatric mais

¢galement de surveiller I’apparition de nouvelles souches d’entérovirus a tropisme respiratoire.

Les résultats de notre étude expérimentale montrent une production sélective de
RANTES, IL-8 et MCP-1 libérées par les cellules épithéliales des bronchioles et ceci aprés
I’infection par des entérovirus a tropisme respiratoire. Cette production est associée a des
mécanismes autocrines et paracrines médiés par les éosinophiles et I'lFN-yexpliquant en
grande partie la migration et I’activation des cellules mononucléaires (polynucléaires
neutrophiles et éosinophiles) lors de la bronchiolite induite par des entérovirus. Cependant, de
nouvelles études, a la fois chez les enfants atteints de différentes formes de maladies des voies
respiratoires induites par les entérovirus et dans des modéles expérimentaux murins, seront
nécessaires afin de corréler les différents paramétres histopathologiques de l'inflammation, au
type de réponse immunitaire induite par l'expression et la sécrétion de chimiokines CC et CXC

au niveau de 1’épithélium respiratoire.
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De nouvelles études clinico-virologiques chez les enfants atteints d’infections des voies
respiratoires par les entérovirus sont nécessaires afin de corréler les différents paramétres
histologiques, inflammatoires et la sécrétion de chimiokines CC et CXC dans les voies
respiratoires. Au cours d’études prospectives, il serait nécessaire d’analyser les aspirations
naso-pharyngées d’enfants souffrant d’infections respiratoires a entérovirus afin de doser les
niveaux de sécrétion des chimiokines et de mesurer en paralléle les charges virales. L’objectif
final serait d’identifier et de valider certains marqueurs immunologiques ou virologiques en
pratique clinique, permettant ainsi d’avoir de nouveaux outils prédictifs ou diagnostiques

spécifiques des infections respiratoires infantiles par les entérovirus.

Trés récemment, une équipe anglo-saxonne a mis au point et évalué un modele de
souris BALB/c génétiquement modifié¢ pour 1’expression de récepteurs chimériques humains—
murins pour ICAM-1. L’expression de ces récepteurs permet ’infection pulmonaire par
différents groupes et sérotypes de rhinovirus humains (majoritaires et minoritaires) chez ces
souris inoculées par voie intra-nasale (Bartlett ef al., 2008). Ce modéle murin va permettre de
mieux comprendre les mécanismes inflammatoires développés chez I’hdte au cours des
infections respiratoires basses par les picornavirus humains. L’étude des infections
respiratoires basses par entérovirus a tropisme respiratoire, utilisant préférentiellement les
récepteurs de type I[CAM-1 tels que les coxsackievirus A. Ce modele permettrait ¢galement
de confirmer les observations in vitro obtenues lors d’infection de cellules respiratoires

humaines tant par les rhinovirus que par les entérovirus.

Par ailleurs [I’utilisation de ce modéle expérimental permettra 1’étude des
caractéristiques génétiques et phénotypiques des différentes espéces et sérotypes d’entérovirus
humains impliqués dans les infections respiratoires basses. Il est donc actuellement
impossible de prédire le tropisme respiratoire ainsi que la sévérité des symptdmes cliniques
liés a I’émergence de souches d’entérovirus pneumotropes, potentiellement responsables
d’épidémies. C’est pourquoi il serait intéressant d’étudier les caractéres génétiques et
phénotypiques des souches d’entérovirus isolées dans des cas d’infections respiratoires
basses, et diagnostiquées chez des sujets immunocompétents. Ces futures études permettraient
la validation de nouveaux outils pour I’évaluation du tropisme respiratoire et de la virulence

des souches d’entérovirus (voir Annexe II, page 187).
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Jéréme JACQUES

Clinical, Epidemiological and Virological Features of Enterovirus Respiratory Infections

Abstract:

Enteroviruses (EV) (Picornaviridae) are among the most common viruses infecting human beings
worldwide. These viral agents are associated with a wide range of human pathologies, including upper respiratory
but also lower respiratory tract infections resulting in bronchitis, pneumonia or bronchiolitis in adults or in infants.

In the first study, we assessed the potential role of the respiratory picornaviruses as causative agents of
bronchiolitis in 192 infants <36 months of age and hospitalized for acute bronchiolitis. The detection of common
respiratory viruses (respiratory syncytial virus, influenza virus A and B, parainfluenza virus I, II, III, and adenovirus)
was performed using classical immunofluorescence antigens and cell culture detection assays in nasopharyngeal
aspirates whereas the detection of human metapneumovirus (HMPV) rhinoviruses and enteroviruses was performed
by molecular techniques. A potential causative virus was detected in 72.5 % of the 192 study infants. RSV (30%),
rhinovirus (21%), enterovirus (9%), influenza virus A (6%) and human metapneumovirus (4%) were the most
frequent causative agents detected. Rhinoviruses or enteroviruses were detected as the only evidence of respiratory
viral tract infection in 57 (30%) of 192 infants, whereas rhinovirus or enterovirus occurred in mixed viral infection
detected in 25 (13%) of 192 study cases (30 vs.13%, p<107). Our data suggest that respiratory picornaviruses are one
of the leading etiological causes of bronchiolitis in French infants.

In the second part our investigations, we analysed 252 EV-related infection cases (median age, 5.1 years)
diagnosed among 11,509 consecutive children visiting emergency departments within a 7-year period in the North of
France. EV strains were isolated from nasopharyngeal samples by viral cell culture, identified by seroneutralization
assay and genetically compared by partial amplification and sequencing of the VP1 gene. The respiratory syndromes
(79 (31%) of 252 EV infections) appeared as the second more frequent EV induced pediatric pathologies after
meningitis (111 (44%) of 252 cases) (44 vs. 31%, P<10"), contributing to lower respiratory tract infection (LRTI) in
43 (54%) of 79 EV respiratory infection cases. Bronchiolitis was the most frequent EV induced LRTI (34 (43%) of
79 cases, P<10”) occurring more often in infants aged 1-12 months (P=0.0002) with spring-fall seasonality. Viruses
ECHO 11, 6 and 13 were the more frequently identified respiratory strains (24, 13 and 11%, respectively). The VP1
gene phylogenetic analysis showed the concomitant or successive circulation of genetically distinct EV respiratory
strains (species A or B) during the same month or annual epidemic period. Our findings indicated that respiratory
tract infections accounted for appreciatively 30% of EV-induced paediatric pathologies, contributing to LRTIs in
54% of these cases. Moreover, the concomitant or successive circulation of genetically distinct EV strains indicated
the possibility of paediatric repeated respiratory infections within the same epidemic season.

To identify the mechanisms that can regulate the development of airway mucosa inflammation during EV
respiratory lower tract infection, we investigated the production of chemokines by EV-infected bronchial epithelial
cells. Cultures of primary human small airway epithelial cell (SAEC) were infected by wild-type respiratory EV
strains, demonstrating a replicative and productive infection by Coxsackievirus B5 and Echovirus 30 strains.
Exposure of SAEC to gamma interferon (INF-y), in combination with Coxsackievirus B5 and Echovirus 30
infection, induced a significant increase in RANTES production that was synergistic with respect to that obtained by
EV-infection or INF-y treatment alone. We observed that the replicative infection of the SAEC by Coxsackievirus
BS and Echovirus 30 wild-type viruses induced dose and time-dependent increases in mRNA and protein secretion
for RANTES, MCP-1 and IL-8. The protein secretion of these chemokines appeared to be significantly increased at
48 or 72 hours post-infection in cultures treated by low-doses of INF-y comparatively to mock-infected cells
(P<0.001), and was correlated to the viral replication activity. SAEC-derived chemokines exhibited a strong
chemotactic activity for normal human blood eosinophils. Furthermore, we observed an EV productive infection in
eosinophils, which specifically released significant levels of RANTES and MCP-1, 24 hours post-infection.
Therefore, the inflammatory process in EV-induced bronchiolitis appears to be triggered by the infection of epithelial
cells and further amplified via mechanisms driven by INF-y and by the secretion of eosinophil chemokines.

Altogether, our findings suggest that EVs are a common cause of respiratory tract infections in paediatric
patients, where they can induce the release of chemokines by bronchial epithelial cells, which may significantly
contribute to the various histologic and inflammatory features of EV-induced airway disease.



Jéréme JACQUES

Etude Epidémiologique, Virologique et Physiopathologique des Infections Respiratoires Basses par les
Entérovirus en Pédiatrie.

Résumé:

Les entérovirus (Picornaviridae) sont des agents infectieux communs divisés en 5 espéces (Poliovirus et
Entérovirus humains A a D) qui regroupent actuellement 89 sérotypes. Ces virus a ARN positif simple brin, sont
responsables de syndromes infectieux variés incluant des infections des voies respiratoires hautes ou basses chez
l'adulte ou I’enfant. Actuellement I’importance épidémiologique, les caractéristiques cliniques ainsi que les
mécanismes physiopathologiques des infections respiratoires par les entérovirus restent a préciser.

La premiére partie de notre travail a eu pour objectif d’évaluer le role étiologique potentiel des picornavirus
a tropisme respiratoire chez 192 enfants agés de moins de 36 mois et hospitalisés pour bronchiolite. Un agent viral a
été identifié chez 138 (72.5%) des 192 enfants étudiés. Les virus les plus fréquemment détectés étaient
respectivement le Virus Respiratoire Syncytial (VRS) (30%), les Rhinovirus (RVH) (21%), les entérovirus (EV)
(9%), et les Métapneumovirus humains (MPVh) (4%). Les RVH et les EV sont apparus comme étant la seule cause
de l'infection virale de 1’arbre respiratoire dans 57 (30%) des 192 jeunes enfants, tandis qu’une co-infection avec du
RVH ou du EV a été détectée dans 25 (13%) des 192 jeunes enfants (30 vs. 13%, P<10-3). Ces données suggérent
que les picornavirus (RVH et EV) a tropisme respiratoire seraient l'une des principales causes virales de bronchiolite
en France.

Dans une seconde étude, nous avons analysé 252 cas d’infections pédiatriques a EV diagnostiqués chez
11509 enfants. Les souches d’EV ont été isolées dans des échantillons naso-pharyngés grace a la culture virale, et
identifiées par séroneutralisation. Les syndromes respiratoires (79 (31%) des 252 infections a EV) associés a une
infection par un EV sont apparus comme étant la deuxiéme plus fréquente pathologie pédiatrique aprés la méningite
(111 (44%) des 252 cas) (44 vs 31%, p <10-3). Les EVs ont contribué aux infections respiratoires bases dans 54 %
des 79 cas d’infection a EV. La bronchiolite a été la pathologie la plus souvent diagnostiquée dans les infections
respiratoires a EV (34 (43%) des 79 cas, p <10-3), survenant le plus souvent chez les enfants 4gés de 1-12 mois (P =
0.0002). Les echovirus 11, 6 et 13 ont été les souches les plus fréquemment identifiées dans les infections
respiratoires (24, 13 et 11%, respectivement). L’analyse phylogénétique du géne codant pour la protéine de capside
VP1 a révélé la circulation concomitante ou successive de souches distinctes EV a tropisme respiratoire au cours du
méme mois ou de la période épidémique. Ces résultats indiquent que les infections des voies respiratoires
représentent 30% des cas des infections pédiatriques a entérovirus. De plus, la circulation concomitante ou
successives de souches génétiquement distinctes d’EV indique la possibilité d’infections respiratoires répétées au
sein de la méme saison épidémique, et suggére la possibilité de mécanismes de recombinaison génétique entre des
souches d’EV d’espéces A ou B.

Afin d’identifier les mécanismes qui peuvent réguler le développement de I’inflammation des muqueuses
respiratoires au cours de I’infection des voies aériennes basses par les EVs, nous avons étudié les profils et les
niveaux de production de « CC et CXC chimiokines » de cellules épithéliales pulmonaires humaines primaires
(SAEC), infectées par deux souches sauvages d’EV a tropisme respiratoire. L’exposition des SAEC a l'interféron
gamma (INF-y) et aux virus sauvages de type Coxsackie BS ou ECHO 30 induit une augmentation significative de la
production de RANTES qui est synergique par rapport celle obtenue par ’infection virale ou par I’'INF-y seul. Nous
avons observé que l'infection réplicative des entérovirus dans les SAEC induisait une augmentation dose et temps-
dépendante des ARNm, et des protéines RANTES, MCP-1 et 1'L-8. La sécrétion de ces chimiokines est
significativement augmenté a 48 ou 72 heures suivant I’infection dans les cultures traitées par de faibles doses d’INF-
Y, et ceci comparativement aux cellules non infectées (P <0,001). Les chimiokines produites par les SAEC en
réponse a l’infection virale ont montrés une forte activité chimiotactique pour les éosinophiles humains du sang
périphérique. En outre, nous avons observé une infection productive par les entérovirus a tropisme respiratoire dans
les éosinophiles. Ceux-ci ont spécifiquement sécrété des niveaux significatifs de RANTES et MCP-1,et ceci 24
heures apres l'infection. Par conséquent, le processus inflammatoire induit par les entérovirus semble étre déclenché
par l'infection de cellules épithéliales, et amplifié par des mécanismes déclenchés par I’INF-y ainsi que par la
sécrétion de chimiokines par les €osinophiles recrutés dans la lumiere bronchique.

En conclusion, nos travaux indiquent que les EVs sont une cause fréquente d'infection des voies
respiratoires chez les enfants, et qu’ils sont capables d’induire au cours de I’infection des cellules de 1'épithélium
bronchique, une sécrétion spécifique de chimiokines de type RANTES, MCP-1 et IL-8. Ces résultats suggerent
I’importance du role des entérovirus dans le développement de pathologies respiratoires chez les enfants
immunocompétents.



