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RESUME

Les premicres données épidémiologiques sur virus et asth-
me ont été obtenues dans les années 1970-1980 par I'iso-
lement viral ct la sérologie. Chez I'enfant, unc infection
virale est identifiable dans 24 2 31,9 % des cas, et dans
13,3% des cas chez I'adulte. Les trois virus les plus fré-
quents sont les rhinovirus (RV), le virus respiratoire syn-
cytial (VRS), ¢t les virus parainfluenza (PIV), détectés
dans 8,8, 6,4 et 6 % des cas. Par son pouvoir amplificateur,
I'utilisation de outil PCR accroit la fréquence de détec-
tion virale, et semble pculi(u]iiluncnt approprié dans
Pasthme ou la charge virale peut étre réduite. Dans une
¢tude sur les bl()nchl()lne nous avons montré que les
VRS, PIV3, AdV ct RV sont 1(lemlhes dans respectivement
39,3, 4,3, 1 4 et 3,.9% des cas par IF ou culture, et dans
62,4, 8,3, 10 8 el 12,6 % des cas par PCR. Deux enquétes
épidémiologiques récentes utilisent le diagnostic molé-
culaire dans les crises d’asthme. Chez 61 adultes, 27
(44 %) infections sont identifiées: 16 RV, 4 CV OC43, 3
VPI, 1 VRS, 1 VI, 1 Chlamydia psitacci. Chez I'enfant, une
infection virale est détectée dans 226 cas (77 %): 84 RV, 38
CV, 21 VI, 21 VPI, 12 VRS. Nous avons réalisé une courte
enquéte rétrospective sur 'année 1997, en biologie molé-
culaire, sur 39 aspirations nasales d’enfants consultant
pour asthme ou bronchite sifflante. La recherche des virus
respiratoires par les techniques conventionnelles identifie
8 (20” %) infections virales: 3 2 RV, 3 4 VRS, 1 4 VIB et
1 a VPI2. Apres extraction des acides nucléiques, des tech-
niques de PCR-hybridations ont été appliquées a ces
échantillons pour détecter des séquences de VRS, AdV,
RV, CV 229E, CV OC43, CP et MP. Vingt-six aspirations
(54 %) sont positives par les seules techniques de biologie
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SUMMARY

Epidemiology of viral infection and asthma. — The first
epidemiological data concerning viruses and asthma were
obtained in the 1970s and 1980s by viral isolation and
serology. Viral infection can be identified in 24% to
31.9 % of children, and in 13.3 % ol adults. The threc most
frequent viruses are rhinovirus (RV), respiratory syncytial
virus (RSV), and parainfluenza viruses (PIV), detected in
8.8%, 6.4% and 6% of cases, respectively. Due to its
amplilying propertics, the use of PCR increases the fre-
quency of viral detection, and appcears particularly appro-
priate in asthma where the viral load can be reduced. In a
study of bronchiolitis, RSV, PIV3, AdV and RV were iden-
tified in 39.3%, 4.8%, 1.4% and 3.9 % of cascs, respecti-
vely, by IF or culture, and in 62.4%, 8.3%, IO.S%Pand
12.6 % of cases, respectively, by PCR. Two recent cpide-
miological surveys used molecular diagnosis in asthma
attacks. In a series of 61 adults, 27 (44 %) infections were
identified: 16 RV, 4 CV OC43, 3 PIV, 1 RSV, 1 VI, 1
Chlamydia psitacci. In children, viral infection was detected
in 226 cases (77 %) : 84 RV, 38 CV, 21 1V, 21 PIV, 12 RSV.
We have performed a short retrospective survey for 1997,
using molecular biology, on 39 nasal aspirates {rom chil-
dren consulting for asthma or wheezing bronchitis.
Testing for respiratory viruses by conventional techniques
identified 8 (20.5%) viral infections: 3 RV, 3 RSV, 1 IBV
and 1 VPI2. After nucleic acid extraction, PCR-hybridiza-
tion techniques were applied to these samples to detect
RSV, AdV, RV, CV 229E, CV OC43, CP and MP sequences.
Twenty six aspirates (54 %) were positive only on molecu-
lar biology techniques: 11 RSV, 12 RV, 2 enterovirus, | CV
OC43. Overall 34 (82 %) viral infections were detected in
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(suite du résumé)

moléculaire: 11 VRS, 12RV, 2 enterovirus, 1 CV OC43.
Au total, 34 (82 %) infections virales sont détectées chez
ces enfants, et dans 6 cas une infection mixte VRS-RV
est notée. Par rapport aux études de la littérature, on
retrouve la prédominance des infections a RV, plus
d’infections a VRS, probablement liée a I'utilisation ici de
Poutil PCR, et une plus faible incidence des infections a
CV.

e . FREYMUTH ET COLLABORATEURS/
(summary continued)

these children, and a mixed RSV-RV infection was identi-
fied in 6 cases. Compared to the studies reported in the
literature, we observed the same predominance of RV
infections, more RSV infections, probably related to the
use of PCR, and a lower incidence of CV infections.

MOTS-CLES: Asthme — Rhinovirus — Coronavirus — Virus
respiratoire syncytial - Adenovirus — PCR.

KEY-WORDS: Asthma — Rhinovirus — Coronavirus -
Respiratory syncytial virus — Adenovirus — PCR.

Une infection respiratoire banale, souvent un
simple rhume, précéde souvent la survenue de
crises d’asthme ou de bronchite sifflante. Comme
les infections bactériennes ne déclenchent pas
de crises d’asthme [16], a 'exception de celles
a Chlamydia pneumoniae (CP) et Mycoplasma pneu-
moniae (MP) [4, 10, 17], les virus devraient donc
étre souvent en cause, et la démonstration d’un
lien entre infection virale et asthme est essentielle
pour la compréhension du phénomeéne et éven-
tuellement la prévention [3, 23]. Les infections
virales respiratoires sont extrémement fréquentes.
Certes le nombre de familles ou de virus respira-
toires est réduit: virus influenza A, B et C (VI), virus
parainfluenza 1, 2, 3 et 4 (VPI), virus respiratoire
syncytial A et B (VRS), Adenovirus (AdV), rhino-
virus (RV), coronavirus 229E et OC43 (CV), mais
le nombre de sérotypes pouvant étre responsables
d’infections est quasiment illimité. Certaines
familles comprennent de trés nombreux sérotypes
sans immunité croisée: 110 RV, 49 AdV; pour
d’autres la variabilité antigénique est telle qu’il
apparait réguliérement des sérotypes nouveaux:
VI, RV... Il est donc exclu pour un individu d’étre
protégé contre tous ces virus, d’autant plus que
pour beaucoup de ces virus, I'immunité post-
infectieuse est relative, et que les réinfections
apparaissent régulierement au cours de la vie,
méme si elles sont souvent méconnues.

Les données épidémiologiques sur I'infection
virale dans I'asthme dépendent évidemment des
performances des méthodes de recherche virale.
Ce travail en présente les résultats selon qu’ils
sont obtenus par les méthodes traditionnelles
d’isolement et de sérologie, ou par les outils plus
modernes du diagnostic, tels que la recherche
immunologique directe d’antigénes, et la détec-
tion de séquences virales par les méthodes de
biologie moléculaire.

Tableau I. - Isolement en culture des virus respiratoires.

Fibroblastes Lignées continues

humains embry.| humaine animales

MRCH NCI-H292 MDCK
V. influenza A/B 0 0 ++
V. respir. syncytial ++ + 0
V. parainfluenza 0 + 0
Adenovirus + /- +/ - 0
Rhinovirus -/ + -/ + 0
Coronavirus 0 0 0

+/ = certaines souches difficiles a isoler; = /+: majorité des souches non isolables.

METHODES TRADITIONNELLES
DE RECHERCHE
DES VIRUS RESPIRATOIRES

L’isolement viral en culture et la sérologie

Beaucoup des informations sur les infections
virales et l'asthme ont été obtenues dans les
années 1970-1980 grace a l'isolement viral en
culture et au titrage des anticorps sériques. Ces
méthodes ont leurs propres limites, et celles spé-
cifiquement liées aux infections virales respira-
toires. La recherche d’anticorps sériques (ou dia-
gnostic sérologique) a peu d’intérét, car la tech-
nique couramment utilisée, la réaction de fixa-
tion du complément, est peu sensible. De plus,
elle ne détecte pas facilement les réinfections,
situations habituelles dans les crises d’asthme, et
la recherche d’anticorps anti RV ou CV n’est pas
disponible en routine. I'isolement viral en cultu-
re de cellules, longtemps considérée comme la
technique de référence, représente un systéme
d’amplification virale, une seule particule infec-
tieuse pouvant, en théorie, aboutir a une culture
positive. Mais la technique est délicate ; elle néces-
site une qualification de I'opérateur, des locaux
adaptés, et en général I'emploi de plusieurs
lignées cellulaires en paralléle (tableau I). Ainsi
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Tableau II. — Epidémiologie des viroses respiratoires.

Epidémie| Incidence| Nombre Saison
annuelle | de cas
V. influenza A/B 4+ /4 hiver
V. respir. syncytial + + ++ hiver
V. parainfluenza 1,2 + - + automne
Coronavirus +7? ? ? ?
V. parainfluenza 3 - + + automne
Adenovirus - (+) + + automne
printemps
automne
Rhinovirus -/+ + +++ hiver
printemps

1(4): Epidémiques AdV3, 4, 7; Endémiques AdV1, 2, 5, 6;
+/ - : Aspect faussement endémique par succession d’épidémies intriquées.

I'isolement des virus respiratoires doit combiner
au moins trois types cellulaires: une lignée diploi-
de humaine embryonnaire: MRC5H (isolement des
VRS, AdV, de certains RV), deux lignées conti-
nues, unc humaine: NCI-H292 (isolement dcs
VPI, VRS et AdV), et 'autre animale MDCK (VI).
Les techniques de culture ont des limites incon-
tournables qui réduisent leur efficacité: inactiva-
tion rapide des virus dans un prélévement, pré-
sence d’inhibiteurs de la croissance virale: anti-
corps, interf¢rons, contamination bactérienne
des cultures... Par ailleurs, 'isolement viral ne
peut pas, cn théorie, ¢ure tres sensible pour
rechercher des virus respiratoires dans 'asthme.
Beaucoup des virus impliqués sont en effet difti-
ciles a isoler en pratique courante, ou ne sont pas
cultivables: certains RV, AdV, tous les CV. De plus,
comme il s’agit surtout de réinfections, l'isole-
ment peut étre géné par la faible charge virale du
prélévement, et la présence quasi-constante d’an-
ticorps spécifiques.

Epidémiologie globale
des infections virales et asthme

L’étude déja ancienne de Monto et al. [19]
montre bien que les infections respiratoires sont
trés fréquentes, surtout chez le jeune enfant, ou
l'on en dénombre en moyenne 5,9 cas par an.
Chez 'enfant plus agé, I'adolescent et 'adulte, les
infections respiratoires seront progressivement
moins [réquentes, respectivement: 4,1 infections
par an de 3 4 9 ans, 2,6 de 10 a 39 ans, 1,5 apres
40 ans. La relation entre infection virale respira-
toire et asthme est donc plus fréquente chez le
jeune enfant que I'adulte.

La prévalence de l'asthme et des hospitalisa-
tions pour crise d’asthme est en augmentation
constante [23]. Dans le méme ordre d’idée, nous
avons pu observer que les infections virales respi-
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ratoires nécessitant ’hospitalisation sont en aug-
mentation chez I'enfant depuis au moins 10 ans.
Entre deux périodes de trois années consécutives:
1984, 1985, 1986 et 1994, 1995, 1996, le nombre
de recherches de virus respiratoires chez les
enfants hospitalisés est passé de 2311 a 7016 aspi-
rations nasales. Comme le recrutement dans la
population, le nombre de lits d"hospitalisation, et
les techniques de diagnostic n’ont pas varié entre
ces deux périodes, on peut considérer que 'aug-
mentation observée (trois fois plus) n’est pas liée
a un biais de I'enquéte. Par contre la fréquence
relative des différents virus n’a pas varié entre les
deux périodes: le VRS représente 18,5 et 15,4 %
des étologies, les VI 3,5 et 3,2%, les VPI 2,9 et
2,3%, Les AdV 2,9 ¢t 2,2%, et les RV 3,2 et 2,8 %.

La corrélation saisonniére entre la survenue des
infections virales et les pics de crises d’asthme est
tout & fait perceptible en clinique [1]. De plus,
il a été montré que le nombre d’hospitalisations
pour crises d’asthme est moins reli¢ a des pics
de pollution atmosphérique ou de concentration
en pneumallergénes, qu’aux épidémies d’infec-
tions respiratoires [2]. Les infections virales respi-
ratoires s’observent surtout en automne et en
hiver, un peu moins au printemps, et rarcment
I'été [B]. Les virus respiratoires sont classés en
virus ¢pidémiques et virus endémiques selon
qu’ils donnent des infections localisées dans le
temps, ou présentes toute l'annce. La période
hivernale est I'époque de diffusion majeure dces
virus respiratoires, liée aux deux principales épi-
démies, a VRS et VI (tableau II). L’épidémie a
VRS est annuelle, d’importance a peu pres égale
chaque année, est maxima en décembre ou jan-
vier, et dure 4-5 mois. L’épidémic grippale, a VI A
et B est d'importance trés variable d’'unc année
sur I'autre, selon le ou les variants antigéniques
circulants. Elle dure 2 a 3 mois, et cst souvent
maxima cn janvier ou février. Certaines années:
hivers 1993-94, 1995-96, I'apparition de 1’épi-
démie de grippe est précoce (décembre), et pré-
céde celle duc au VRS. Les VPI 1 et 2, les AdV 3,
4, 7 sont considérés aussi comme des virus épidé-
miques. Ils donnent de petites épidémies tous
les deux ou trois ans, limitées dans le temps et
en intensité, parfois identifiables cliniquement:
laryngites a VPI 1 ou 2, pneumopathies graves a
AdVS3 ou AdV7. A Tlinverse les infections ducs
aux autres sérotypes d’AdV, aux VPI 3 et aux RV
s’observent pratiquement toute l'année (sauf
I'ét¢). Plusieurs petites épidémies successives dues
a des sérotypes différents de RV donnent cet
aspect faussement endémique a I'infection a RV.
I’existence d'un pic d’infections a RV en autom-
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Tableau III. —- Recherche des rhinovirus (RV), coronavirus (CV), virus respiratoire syncytial (VRS)
v. parainfluenza (VPI), v. influenza (VI), adenovirus (AdV), par culture et sérologie dans les crises d’asthme [21].

Pourcentage moyen
Tous virus RV VRS CvV VPI VI AdV Autres
Etudes d’incidence (n = 10) : enfants 24 5,3 6 1,6 M| 5 1,1 2 1,5
Etudes prospectives (n = 8) : enfants 31,9 12,3 6,8 (10,2 7 8 2,4 7,7
Etudes prospectives (n = 8) : adultes 13,3 2.4 3,8 - 2.8 4 0,7 0,7

(1) : Sur une étude seulement.

ne, en hiver ou au printemps, correspond a
I’émergence d’un sérotype épidémique, non
identifiable en routine. Les infections & VPI3
s’observent en automne et hiver. Les infections a
CV 229E ou OC43 n’étant pas recherchées en
routine, il est trés difficile de préciser actuelle-
ment leurs caractéres épidémiques. Des études
sérologiques anciennes montrent qu’ils ont une
répartition ubiquitaire et qu’ils circulent large-
ment. La prévalence des sujets porteurs d’anti-
corps est en effet élevée, atteignant, 100% des
sujets a 5 ans [19]. Une étude faite en Iltalie,
montre une prévalence a I’age de 10 ans, de 50 %
pour le 229E, et de 95% pour ’OC43 [9]. Une
étude récente sur I'étiologie des épisodes grip-
paux dans la population de la région Rhone-Alpes
au cours de I'hiver 1994-1995 révéle 6,6 % de
détections de CV 229E, 11,5% de VI, 11,2% de
VRS, 3,6 % de RV et 2,2 % d’AdV [15]. Pendant la
méme période, de mai 1994 4 mars 1995, aucune
des 862 aspirations nasales d’enfants hospitalisés a
Caen pour bronchiolite n’a été trouvée porteuse
d’antigeénes CV 229E, alors que, sur cette période,
18 sur 110 prélévements de LBA réalisés chez des
adultes immuno-déprimes présentant une pneu-
mopathie sévére ont été trouvés positifs [6]. Cette
différence entre les deux enquétes souligne peut-
étre la spécificité de la pathologique respiratoire
a Cv.

Enquétes d’incidence et prospectives
dans I’'asthme

Depuis une trentaine d’années, de nombreuses
enquétes épidémiologiques ont été menées pour
préciser I'étiologie des infections respiratoires
banales qui précédent généralement la survenue
de crises d’asthme chez ’enfant ou I'adulte. Les
dix enquétes d’incidence et les huit études pros-
pectives rapportées par Pattemore et al. [21] mon-
trent qu’'une infection virale respiratoire est iden-
tifiable chez 24 % des enfants examinés pour une
crise ou un équivalent d’asthme, et dans 31,9 %
des cas chez ceux qui étaient suivis prospective-
ment (tableau III). La fréquence relativement
basse de la détection d’une infection virale dans

I’asthme montre les performances limitées des
méthodes traditionnelles de diagnostic dans ce
contexte. Sur I’ensemble des enquétes, trois étio-
logies virales sont légérement plus fréquentes:
les infections a RV, VRS, PIV, sont détectées dans
respectivement 8,8, 6,4 et 6 % des cas, contre 4,5
et 2,2 % pour la recherche des VI et AdV. Les CV
ont ¢té peu recherchés, et trouvés dans 1,6 et
10,2% (1) des cas....

Ces détections virales pourraient aussi étre sans
rapport avec la crise d’asthme, et simplement le
reflet d’'un portage de virus dans la population
d’enfants. Mais il n’existe habituellement pas de
portage de virus respiratoires au niveau du nez
des enfants ne présentant pas de signes respira-
toires [11, 12]. De plus, deux études prospectives
montrent une différence trés significative entre la
fréquence de l'isolement viral au moment des
crises d’asthme: 20,3% et entre cellesci: 2%
{13, 18].

Chez l'adulte les études sur l'incidence des
infections virales dans le déclenchement de crises
d’asthme sont plus difficiles a réaliser que chez
I'enfant. L’atteinte des voies aériennes supérieures
est moins nette, et les sécrétions nasales sont peu
abondantes, épaisses, difficiles a recueillir. Trois
enquétes prospectives retrouvent une étiologie
virale moins fréquente que chez I'enfant, en
moyenne dans 13,3 % des cas, et les virus identifiés
sont les VI: 4%, VRS: 3,8%, VPI: 2,.8% et RV:
2,4 % (tableau III).

METHODES RECENTES DE RECHERCHE
DES VIRUS RESPIRATOIRES

La détection immunologique d’antigénes
et les méthodes moléculaires

Un tournant dans le diagnostic virologique a été
marqué par la détection immunologique rapide
des antigénes viraux dans les sécrétions respira-
toires [8]. C’est la méthode la plus intéressante 4
utiliser pour identifier les virus des bronchiolites
du nourrisson: VRS, PIV, VI, AdV, CV [5]. Ces
techniques, simples a mettre en ceuvre et écono-
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Tableau IV. - Recherche des rhinovirus par culture et RT-PCR-hybridation dans 586 aspirations nasales sur deux périodes:
mars a juin 1994 et novembre 1994 a janvier 1995.
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Nombre Mars Avril Mai Juin-fuillet Novembre Décembre Janvier
d’aspirations nasales 39 51 51 53 94 148 150
Rhinovirus cult./PCR 3/10 11/17 6/22 9/25 1/20 4/21 3/12
VRS 47 1 1 0 4 52 74
V. influenza 0 0 0 0 0 0 1
V. parainfluenza 0 1 2 2 6 3 0
AdV 1 4 5 1 0 3 4

miques, fournissent un résultat semi-quantitatif
en quelques heures, et s’avérent souvent plus per-
formantes que 'isolement en culture. Mais elles
n’ont pas une grande sensibilité dans la recherche
virale au cours des crises d’asthme. Celles-ci sont
en effet souvent déclenchées par des réinfections,
toujours bréves et limitées dans leur atteinte tissu-
laire. Les prélévements ont peu de chances d’étre
positifs. De plus, il n’est pas possible de détecter
les RV, théoriquement souvent impliqués dans les
crises d’asthme, par une méthode immuno-
logique, en raison du nombre élevé de sérotypes
et de I'absence d’antigéne de groupe. Enfin il
n’existe pas de réactif disponible pour déceler le
CV OC43.

La mise en évidence du génome viral par hybri-
dation du produit d’amplification d’une séquen-
ce virale (réaction de polymérisation en chaine:
PCR) nécessite la mise en ccuvre d’une techno-
logie complexe, dans des locaux adaptés a la bio-
logiec moléculaire, et par un personnel qualifié.
Ces contraintes, et I’efficacité des méthodes tradi-
tionnclles ont fait que, jusque-1a, les techniques
de biologie moléculaire ont €té trés peu employées
pour le diagnostic des viroses respiratoires.

Utilisation des outils moléculaires
dans I’épidémiologie des viroses respiratoires

L’utilisation d’un outil moléculaire de type
PCR, par ses capacités d’amplification, accroit
forcément la fréquence de détection virale dans
un préléevement respiratoire. Nous 'avons montré
pour la recherche des VRS, VPI3, AdV et RV chez
les nourrissons hospitalisés pour bronchiolite [7].
Au cours de Thiver 1995-1996, la détection de
séquences de VRS, PIV, RV ct AdV par PCR-hybri-
dation a été comparée aux systemes habituels ’IF
et de culture, sur 277 aspirations nasales. Les VRS,
PIV3, AdV et RV sont identifiés dans respecti-
vement 39,3, 4,3, 1,4 et 3,9% des cas par IF ou
culture, et dans 62,4, 8,3, 10,8 et 12,6 % des cas
par PCR-hybridation. L'augmentation de sensi-
bilit¢ entre les deux systémes est importante,
notamment pour la détection des RV et AdV.

Rev. fr. Allergol., 1998, 38, 4

Elle pose aussi la question de la signification des
résultats dans un diagnostic d’infection virale
respiratoire. Dans le cas des infections a VRS ou a
VI, les techniques traditionnelles, mettant en
évidence des protéines virales ou des virions,
témoins d’une réplication virale, ont toujours été
considérées comme sensibles, parce qu’elles
valident presque toujours le diagnostic clinique
de grippe ou de bronchiolite a VRS. Quelle est
alors la signification de la détection de séquences
virales de VRS, ou de VI par PCR, lorsquc la
recherche d’antigéne ou la culture sont néga-
tives?

Par contre, il est évident que beaucoup d’infec-
tions a RV, CV, et a un moindre degré a AdV, sont
largement méconnues par les outils traditionnels.
Les méthodes moléculaires sont alors indispen-
sables au diagnostic. Quelques souches de RV
sont détectables en routine par isolement sur les
lignées diploides humaines embryonnaires
(MRC5). Mais de nombreux RV ne se multiplient
pas sur ces cellules. Au cours du printemps 1994,
nous avons observé un pic d’infections respira-
toires chez les enfants hospitalisés, ot nous avons
pu isoler plusieurs RV. A cette occasion, une
meéthode de RT-PCR a été comparée a I'isolement
en culture, et la comparaison a été étendue a I'hi-
ver suivant [6]. On observe trois fois plus de
détections de RV en RT-PCR: 21,6 % qu’en cultu-
re: 6,3 % (tableau IV). Grace a I’outil moléculaire
un autre groupe a confirmé le fait que les RV
représentent plus de la moitié des étiologies du
rhume, loin devant les CV 8,56 %, VIA 5%, VPI
3%, VRS 3%, VIB 2%, AdV 1% [22]. L'outil
moléculaire permet aussi d’améliorer de facon
importante le rendement de la détection des CV.
I’infection a CV 229E ne peut étre détectée en
routine que par IF directe sur le prélévement res-
piratoire. Il n’existe pas de titrage d’anticorps
sériques, et tous les systemes de culture in vitro
sont inopérants. Treés peu de souches ont été iso-
lées chez 'homme, hormis les deux souches pro-
totypes, désignées 229E et OC43, isolées il y a plus
de vingt ans sur culture organotypique de tra-
chée, technique non utilisable en routine. Un
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anticorps monoclonal anti-CV 229E est disponible
depuis quelque temps pour un diagnostic direct
rapide en IF, mais il n’existe pas d’anticorps anti
CV OC43. Son utilisation en routine de mai 1994
a mars 1995 sur 110 prélévements de LBA réalisés
chez des adultes hospitalisés dans les services de
Pneumologie, de Reéanimation et de Maladies
Infectieuses du CHU de Caen a permis d’isoler
18 échantillons positifs. La majorité des malades
sont des adultes immuno-déprimes présentant
une pneumopathie sévére, ou dans la majorité
des cas aucun autre agent infectieux n’a été isolé.
Pour vérifier les résultats de 1'IF, nous avons utili-
sé une technique PCR, amplifiant une séquence
du gene de la protéine N des souches 229E [24].
Les résultats de ’étude de 107 LBA confirment la
présence du génome du Coronavirus 229E dans
6 des 15 échantillons positifs en IF, et 25 LBA sont
trouvés positifs en PCR et négatifs en IF. Ces deux
techniques sont donc tres intéressantes pour le dia-
gnostic des infections respiratoires a Coronavirus,
I'une utilisable en routine, I'IF, et 'autre en
recherche, la PCR.

Enquétes d’incidence et prospectives
dans ’asthme

Deux enquétes épidémiologiques récentes ont
intégré les techniques moléculaires pour étudier
I'incidence des infections virales dans les crises
d’asthme. La premiére concerne les adultes, et les
recherches sont effectuées sur des prélévements
de nez, de gorge et sanguins [20]. Elles compren-
nent des sérologies pour les VI A et B, VPI 1, 2,
3, VRS, AdV, CP, MP, CV 229E, et CV OC43, des
isolements en culture pour la recherche des VI,
VRS, VPI, AdV et RV, et une technique de RT-PCR
pour détecter les RV. L’enquéte est effectuée
chez 61 patients atteints d’'une crise d’asthme.
Vingt-sept (44 %) infections ont été identifiées:
16 RV, 4 CV OC43, 3 VPI, 1 VRS, 1 VI, 1 Chlamydia
psitacci. Dans ce travail certains éléments rendent
les résultats discutables: I'utilisation de préléve-
ments de gorge, assez peu adaptés a la recherche
de virus respiratoires, approche sérologique en
général peu sensible dans ce contexte, et I'emploi
d’'une méthode moléculaire limitée a la détection
des RV.

La seconde étude concerne les crises d’asthme
chez I'enfant [14]. Elle est plus intéressante car
les recherches virologiques sont plus complétes.
Elles comprennent les recherches sérologiques et
en culture mentionnées dans I'enquéte précé-
dente, et la détection des VIA, VPI, AdV, VRS en
immunofluorescence, ainsi que la recherche de
séquences de Picornavirus (Enterovirus et RV), et
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de CV 229E et OC43 par amplification génique.
Une infection virale est identifiée dans 226 cas
(77 %), dont 84 RV, 38 CV, 21 VI, 21 VPI, 12 VRS.
Ces deux études soulignent la fréquence des
infections virales dans le déclenchement des
crises d’asthme de l'adulte, et 'importance des
infections a RV et CV, indécelables sans la bio-
logie moléculaire.

Nous avons réalisé une courte enquéte retro-
spective sur 'année 1997, en biologie moléculai-
re, sur 39 aspirations nasales d’enfants consultant
pour asthme ou bronchite sifflante. La recherche
des virus respiratoires par les techniques conven-
tionnelles identifie 8 (20,5%) infections virales:
3aRV, 34 VRS, 1aVIBetlaVPI2. Aprés extrac-
tion des acides nucléiques, des techniques de
PCR-hybridations ont été appliquées a ces échan-
tillons pour détecter des séquences de VRS, AdV,
RV, CV 229E, CV OCA43, CP et MP. Vingt-six aspi-
rations (54 %) sont positives par les seules tech-
niques de biologie moléculaire: 11 VRS, 12 RV,
2 enterovirus, 1 CV OC43. Au total, 34 (82%)
infections virales sont détectées chez ces enfants,
et dans 6 cas une infection mixte VRS-RV est
notée. Par rapport a I’étude de Johnston et al
[14], on retrouve la fréquence des infections a
RV, mais pas celle des infections a CV. De plus,
I’utilisation de I’outil PCR pour rechercher le VRS
fait apparaitre une plus grande fréquence de
cette infection que ne 'on noté ces auteurs.

CONCLUSION

Les infections virales jouent un role déclen-
chant important dans les crises d’asthme de I'en-
fant et de I'adulte. Les méthodes moléculaires de
recherche des virus respiratoires, qui augmentent
notablement la capacité de détection virale le
montrent aisément. Le contact intermittent mais
constant avec les multiples virus respiratoires, en
particulier les RV, explique qu’ils puissent jouer
un roéle déclenchant aussi important dans les
crises d’asthme. Survenant chez des individus
partiellement immunisés, le processus infectieux
et la charge virale sont souvent réduits, ce qui
géne aussi beaucoup leur détection par les
méthodes traditionnelles, mais la rend possible
par les méthodes moléculaires. Il ne faut oublier
cependant que la détection d’une séquence virale
peut correspondre aussi bien a une infection
active que latente... Le probléme se pose aussi de
savoir si, a I'image des AdV par exemple, d’autres
virus respiratoires, VRS, RV, CV, ne sont pas
susceptibles d’induire une latence dans les voies
aériennes...
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