S

ELS

Since January 2020 Elsevier has created a COVID-19 resource centre with
free information in English and Mandarin on the novel coronavirus COVID-
19. The COVID-19 resource centre is hosted on Elsevier Connect, the

company's public news and information website.

Elsevier hereby grants permission to make all its COVID-19-related
research that is available on the COVID-19 resource centre - including this
research content - immediately available in PubMed Central and other
publicly funded repositories, such as the WHO COVID database with rights
for unrestricted research re-use and analyses in any form or by any means
with acknowledgement of the original source. These permissions are
granted for free by Elsevier for as long as the COVID-19 resource centre

remains active.



Pathologie Biologie 59 (2011) 113-121

PATHOLOGIE

Disponible en ligne sur Elsevier Masson France _ Il BIOLOGIE
-zws =
LK 4
L4
® EM

www.sciencedirect.com www.em-consulte.com

Diagnostic moléculaire des infections respiratoires a entérovirus :
apport de la PCR et du génotypage pour une meilleure approche de la
circulation des souches en Basse-Normandie au cours de 'année 2008

Molecular diagnosis of respiratory enterovirus infections: Use of PCR and molecular
identification for a best approach of the main circulating strains during 2008

J. Petitjean-Lecherbonnier *, ]J. Dina, E. Nguyen, S. Gouarin, E. Lebigot, A. Vabret

Laboratoire de virologie humaine et moléculaire, CHU de Caen, avenue Georges-Clémenceau, 14033 Caen, France

INFO ARTICLE RESUME
Historique de l'article : Alors que la place de la PCR est bien reconnue pour le diagnostic des infections neuroméningées a
Regu le 7 juillet 2010 entérovirus (EV), l'utilisation des techniques de biologie moléculaire dans les infections respiratoires a

Accepté le 29 juillet 2010
Disponible sur Internet le 9 septembre 2010

EV est encore mal définie.
Objectifs. — Définir les apports des outils moléculaires (PCR et génotypage) dans le diagnostic et
I'épidémiologie des infections respiratoires a EV.

Mots clés : Meéthodes. — Au cours de I'année 2008, 3612 sécrétions nasales ont eu une recherche virale par IFD et

Infections respiratoires culture MRC5. Dans un second temps, sont réalisés une recherche virale sur culture HuH7 (SN négative

E‘;}Fem‘f”us en IF) et une PCR duplex entérorhinovirus (PEVRV) sur 816 surnageants de culture HuH7 présentant un
movirus

ECP. De plus, 327 SN de nouveau-nés ont eu une recherche systématique par la PCR EV temps réel
« maison » (PEV) utilisée pour le diagnostic des infections méningées. Un génotypage a été réalisé chez
68 patients présentant une identification d’EV sur surnageants de cultures MRC5 ou HuH7.
Résultats. — Trente-cinq EV ont été isolés en culture (0,97 %) ; la combinaison des deux PCR, PEVRV et
PEV, a permis d’identifier respectivement, 41 EV, 8 EV-RV et 12 RV supplémentaires, portant le nombre
de positif a 96 (2,6 %). Chez les NN, 32 (11,3 %) SN sont positives avec la PEV. Parmi les 98 SN testées par
PEV et PEVRV, 27 étaient positives et nous avons détecté dix EV, cinq EV-RV et 12 RV. De janvier a
décembre 2008, la distribution saisonniére montre le pic estival habituel d’infections méningées et un
pic automnal correspondant d’infections respiratoires. Cinq sérotypes prédominent : 19 EV68 (29,7 %),
12 CB3 (18,7 %), neuf E3 (14,1 %), six CA9 (9,4 %) et six CB1 (9,4 %). Les EV68 sont tous isolés en octobre a
novembre et 17/19 (89,5 %) des patients positifs ont été hospitalisés avec des signes d’insuffisance
respiratoire aigué.
Conclusion. - Les méthodes de diagnostic moléculaires des infections respiratoires a EV (PCR et
génotypage) permettent d’identifier précisément les souches circulantes dans un temps relativement
court, apportant un bénéfice épidémiologique, clinique et économique de santé.

© 2010 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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ABSTRACT

KeJ/V\{OTdS-‘ ) ) The PCR assays are currently used in diagnosis of enterovirus (EV) meningitis. Nevertheless, the use of
Respiratory infections molecular diagnosis of EV should be investigated in respiratory tract infections (RTI).
Enterovirus Objectives. — To perform enterovirus molecular diagnostic tools, PCR and genotyping, in nasal samples

Rhinovirus . . . . .

Picornavirus for diagnostic and epidemiologic purposes.

PCR Methods. — During 2008, 3612 nasal specimen (NS) were studied by IFD and MRC5 culture. Next, we
Molecular identification realised successively viral isolation on HuH7 culture (for NS negative by IFD assay) and a duplex PCR

enterovirus-rhinovirus for the 816 HuH7 positive supernatants. Furthermore, 327 NS collected from
neonates were systematically tested by a real-time RT-PCR. This assay was used in routine for EV
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diagnosis setting in cerebrospinal fluid. Enterovirus genotyping was then performed for the 68 positive
supernatants.

Results. — Thirty-five NS (0.97%) were positive for EV by culture (MRC5). A combination of both PCR assays,
PEVRV and PEV, allowed an additional identification of 41 EV, eight EV-RV and 12 RV, increasing the
number of positive to 96 NS (2.6%). Among the neonates, 32 NS (11.3%) were positive for EV by PEV. Of the
98 NS tested by the two PCR assays (PEV and PEVRV), 27 were positive and we detected 10 EV, five EV-RV
and 12 RV. From January to December 2008, the circulation of EV showed the usual peak in June-July when
a small outbreak of aseptic meningitis occurred and an additional autumnal peak corresponding to
respiratory tract infections. Five main serotypes were isolated: 19 EV68 (29.7%), 12 CB3 (18.7%), nine E3
(14,1%), six CA9 (9.4%) and six CB1 (9.4%); the 19 EV68 were isolated in October—-November and 17/19
(89.5%) of positive patients were hospitalised for severe respiratory diseases.

Conclusion. — The use of molecular screening techniques (PCR assays and genotyping) on nasal samples
collected from patients with respiratory infections allowed a prospective, effective and precise

identification of circulating strains.

© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Premiére cause de méningite aigué aseptique bénigne et
responsables d’infections plus sévéres a type de paralysies flasques
aigués, d’atteintes cardiaques, d'encéphalites et d’'infections
néonatales graves, les entérovirus (EV) humains sont également
responsables d’infections respiratoires [1-4].

Le diagnostic moléculaire des méningites & EV a largement
démontré sa supériorité en termes de sensibilité et de rapidité par
rapport a la mise en culture du LCR. Il est devenu une pratique
routiniére, améliorant le diagnostic de certitude et, par suite,
assurant une meilleure prise en charge des patients [2]. Le
diagnostic moléculaire des infections respiratoires a EV, plus
souvent bénignes, est rarement réalisé en pratique courante. Les
EV sont le plus souvent isolés de prélévements respiratoires a
I'occasion d’une recherche non orientée sur culture cellulaire. Les
limites des méthodes conventionnelles ont bien été démontrées
pour le diagnostic des deux principales viroses respiratoires
épidémiques, grippe et infections a virus respiratoire syncytial
(VRS) [5]. Le développement récent de techniques multiplex
permet, sous un aspect plus rapide et économique, la détection
simultanée de plusieurs virus et par conséquent de mieux
appréhender I'épidémiologie des infections virales respiratoires
[6]. De plus, les techniques PCR associées au séquencage
permettent d’affiner les études épidémiologiques avec identifica-
tion précise des sous-types viraux et étude de la variabilité et
diversité génétique des souches [7]. Les EV appartiennent a la
famille des Picornaviridae, comme les rhinovirus (RV) dont ils sont
trés proches génétiquement [8-10]. Depuis 1970, les sérotypes
humains nouvellement identifiés sont classés par numérotation
(EV68 a 107). En 2008, la taxonomie internationale au sein de la
famille des Picornaviridae change : le genre EV regroupe dix
espéces dont six espéces infectant 'homme, quatre espéces EV
nommées de A & D et deux espéces RV nommeées A et B ; en
2009 apparait une nouvelle espéce humaine RV désignée C (Fig. 1)
[11,12]. Les techniques de diagnostic moléculaire sont basées sur
un diagnostic de genre avec amplification dans la région conservée
5'NC du génome viral. Le typage des EV par des méthodes
moléculaires permet de détecter et d’identifier précisément les
souches circulantes et les souches responsables de manifestations
atypiques ou séveres [13,14]. Il utilise des techniques d’amplifica-
tion dans les génes de capside (région VP1, VP2, VP3, VP1-2A, VP1-
2C) et lanalyse des séquences (méthode Blast ou analyse
phylogénétique) se fait grace a la mise a disposition d’une large
base de données [15,16].

Cette étude a deux objectifs : tout d’abord évaluer I'apport du
diagnostic moléculaire des EV en pathologie respiratoire en termes
de sensibilité par rapport aux méthodes conventionnelles, puis
identifier par génotypage les souches responsables d'infections

respiratoires afin de mieux appréhender la circulation régionale
des souches d’EV au cours de 'année 2008.

2. Patients et méthodes

2.1. Patients : algorithme de recherche virale sur les prélévements
respiratoires

Au cours de I'année 2008, 3612 sécrétions nasales (SN), dont
76 % d’enfants, ont été recues au laboratoire de virologie du CHU de
Caen et analysées de facon séquentielle par les techniques
classiques d’'immunofluorescence et de culture, puis par des
techniques PCR spécifiques (Fig. 2).

Une recherche virale systématique a été réalisée immédiate-
ment sur ces 3612 SN par une méthode d’'immunofluorescence
directe (IFD) utilisant des anticorps monoclonaux contre les virus
influenza A et B, les virus parainfluenza 1, 2 et 3, les adénovirus
(Imagen, Oxoid France), le VRS, le métapneumovirus (Argeéne,
France) et par isolement sur culture de cellules MRC5. Les SN
négatives en IFD ont été secondairement ensemencées sur culture
cellulaire de cellules HuH7 en plaques 48 puits. AJ + 4, sont réalisés
lalecture de I'effet cytopathique (ECP) et un test d’IFD sur les cellules
grattées avec les mémes anticorps monoclonaux que le test d'IFD
réalisé directement sur le prélevement. Sur les surnageants de
culture HuH7 des 816 SN présentant un ECP et un test IFD négatif,
ont été réalisées une PCR multiplex détectant les quatre coronavirus
(0C43, 229%, NL63 et HKU1 et une PCR multiplex détectant le virus
influenza C les entérovirus et les rhinovirus (PEVRV) [17].

De plus, sur les prélévements de 312 nouveaux-nés (NN) de
moins de deux mois et chez 15 enfants (deux mois a deux ans)
hospitalisés pour une détresse respiratoire ou un syndrome
méningé, a été réalisée de facon systématique une RT-PCR temps
réel « maison » spécifique entérovirus (PEV) [18].

2.2. Isolement des EV en culture cellulaire

L'isolement des EV en culture est réalisé par inoculation de
250 pl de SN sur des flacons de 25 cm® de fibroblastes humains
embryonnaires (cellule MRC5). Les cultures incubées a 35-36 °C
sont conservées pendant 3 semaines et examinées réguliérement.
Tout ECP caractéristique d’EV (ECP diffus avec petites cellules
arrondies non réfringentes) déclenche un repiquage sur cellules
MRC5. La culture cellulaire MRC5 permet également d'isoler les RV
avec un ECP typique (cellules arrondies trés réfringentes en
gouttelettes de mercure). Dans de rares cas, les ECP EV et RV
peuvent étre difficiles a différencier.

Les SN négatives en IFD sont ensemencées sur les cellules HuH7,
lignée continue de cellules épithéliales dérivées d’'un hépatocarci-
nome humain présentant un large spectre de détection des virus
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Famille: PICORNAVIRIDAE
Genres: Aphtovirus?

Especes:

Erbovirus?®

Tremovirus®

Avihepatovirus®
Cardiovirus®
Enterovirus®

+h
+h

Hepatovirus™"

Kobuvirus™"
Parechovirus®"

Sapelovirus®
Senecavirus®
Teschovirus®

unclassified Picornaviridae®"

Bovine EV
Human EV-A
Human EV-B
Human EV-C
Human EV-D
Human RV-A
Human RV-B
Human RV-C
Porcine EV-B
Simian EV-A
Unclassified EV
Unclassified RV

Hepatite A virus
Human HAV
Simian HAV

Human parechovirus (1 a 8)
Ljungan virus

Fig. 1. Classification des Picornavirus selon la taxonomie internationale ICTV-v4. ? : espéces animales, " : espéces humaines. EV : entérovirus, RV : rhinovirus.

respiratoires dont les EV et RV, aucun ECP caractéristique de virus
n'est observable sur cette lignée cellulaire [19].

2.3. Techniques de biologie moléculaire

Les amorces et sondes utilisées pour les différentes techniques
de PCR et pour le génotypage sont présentées dans le Tableau 1.

2.3.1. Extraction

L’ARN est extrait sur I'automate d’extraction Biorobot M48,
Qiagen S.A a partir de 300 p.l de surnageant de culture (MRC5 ou
HuH7) ou 300 .l de SN (prélévement direct chez nouveau-nés) au
moyen de la trousse Mag Attract viral RNA M48, programme
infectious disease-viral RNA selon les instructions du fabricant. Les
50 .l d’éluat obtenus sont utilisés directement dans la PEVRV (PCR
1 étape) ou transcrits en cDNA pour la PEV (PCR 2 étapes) et la PCR
semi-nichée du génotypage.

2.3.2. Technique de PCR duplex entérovirus - rhinovirus (PEVRV)

Cette technique d’amplification génique permet la détection
simultanée en un seul tube des picornavirus (EV et RV) et du virus

influenza C. Il s’agit d’'une PCR multiplex « maison » en une étape
utilisant la trousse Qiagen one step RT-PCR, deux amorces
spécifiques du virus influenza C et deux amorces spécifiques
consensus pour EV et RV. Ces deux amorces consensus, SRHI1 et
SRHI2, sont choisies respectivement dans la 5'NC et VP2 du
génome viral et permettent d’obtenir un produit PCR de taille
différente pour chacun des virus : 650 pb pour EV et 530 pb pour RV
[20,21]. La détection des produits amplifiés se fait aprés migration
sur gel d’agarose a 1,25 %.

2.3.3. Technique de RT-PCR entérovirus en temps réel (PEV)

La détection du génome des EV est réalisée depuis 2003 au
laboratoire de virologie du CHU de Caen dans les liquides
céphalorachidiens (LCR) par une technique de PCR temps réel
Tagman « maison » en deux étapes sur le thermocycler LightCycler®
1,0 -Roche Molecular Biochemicals avec une périodicité bihebdo-
madaire. Depuis novembre 2004, cette technique s’est étendue aux
aspirations nasales des nouveau-nés de moins de deux mois afin
d’assurer un diagnostic sensible et rapide des infections néonatales
séveres.

Aprés une premiére étape de transcription inverse (amorce
RNC2), la PCR utilise la trousse LC FastStart DNA master
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3612 SN ———————— 327 SN (312NN)

IF +  Culture PEV

MRCS
POS
N =755
NEG
N =2857

l

Culture HuH7

N = 2041
POS (ECP)

816 PEVRV

Fig. 2. Algorithme de recherche des “picornavirus” sur les 3612 SN. SN : Sécrétions
nasales ; NN : nouveau-né ; ECP : Effet cytopathogéne. PEV : RT-PCR entérovirus en
temps réel « maison » PEVRV : PCR duplex entérovirus-rhinovirus.

hybridization probe -Roche Molecular Biochemicals, des amorces
(E2, NC1M) et une sonde (OL27LC) spécifiques, définies dans la
région 5'NC, région hautement conservée dans le génome viral
[18,22]. Cette technique ne comporte pas de controle interne. La
sensibilité attendue est de 1 TICD50 et I'absence de contamination
est contrdlée par I'insertion d’'un témoin négatif d’extraction et de
PCR dans chaque manipulation.

2.3.4. Technique de PCR en temps réel Enterovirus R-gene, Argene

Cette trousse commercialisée et marquée CE, temps réel
1 étape, a été utilisée pour contrbler les résultats de 22 SN
positives en PEV présentant un résultat discordant en PEVRV :
dix SN négatives et 12 SN positives RV ou EV-RV.

Elle permet la détection générique des EV par amplification
d'un fragment de la région 5NC et est utilisée selon les
recommandations du fabricant. Elle est validée sur les SN et il
est stipulé dans la notice de présentation que cette trousse ne
détecte pas les RV 9, 39 et 89 mais qu'elle détecte les RV 14, 17 et
22. Nous avons utilisé I'extrait ARN préparé sur l'automate
Biorobot M48 aprés avoir montré sa supériorité sur I'extraction
manuelle QIAamp™Viral RNA Mini kit, Qiagen (gain d’'un log sur
panel de qualité européen QCMD2009).

2.3.5. Génotypage des souches d’EV

Une identification des EV été réalisée sur les surnageants de
culture positive, (MRC5 ou HuH7) par génotypage dans la région
VP1 conformément a la méthodologie de PCR nichée décrite par
Nix et al. [23].

Dans un premier temps, la synthése de cDNA a été réalisée avec
la transcriptase inverse superscript IlI (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) pendant 45 minutes a 50 °C en utilisant 5 1 d’extrait ARN
et les quatre amorces anti-sens (AN32, AN33, AN34, AN35). Avec
les 10 I de cDNA résultant, la premiére PCR (PCR1) a été réalisée
dans un volume réactionnel de 50 wl contenant 200 wM de
déoxynucléotide triphosphates, 50 pmoles de chacune des deux
amorces (222 et 224) et 2,5 U de Fast-start Taqg DNA polymérase
selon le protocole d’amplification suivant 95°C pendant
15 minutes, puis 40 cycles de 30s a4 95°C, 30s a4 40°C et 45s a
60 °C. La seconde PCR (PCR2) a été réalisée avec 1 pl du mélange
réactionnel de la premiére PCR dans un volume de 25 .l contenant
200 wM de déoxynucléotide triphosphates, 40 pmoles de chacune
des deux amorces (AN 88 et AN 89) et 2,5U de Fast-start Taq DNA
polymérase selon le protocole d’amplification suivant : 95 °C
pendant 15 minutes, puis 40 cycles de 30s a 95 °C, 20 s a 60 °C et
15s a 72 °C. Les produits amplifiés visualisés sur gel d’agarose a
1,2 % correspondent respectivement a des fragments de 992 pb
(PCR1) et 361 pb (PCR2). Le séquencage des produits de PCR
purifiés (enzymatique ExoSAP.IP, Amersham) a été réalisé sur le
séquenceur SEQ 8000, Beckman a l'aide de la trousse de
séquencage GenomeLab™ DTCS-Quick start, Beckman Coulter
selon les recommandations du fournisseur et au moyen des
amorces 232 et 233 correspondant a la partie consensus des
amorces hybrides AN89 et AN88. Les séquences obtenues ont été
analysées avec le logiciel Seqman et la détermination du type d’EV
a été réalisée par comparaison de la séquence nucléotidique

Tableau 1
Différentes amorces et sonde utilisées dans les PCR (PEVRV et PEV) et le génotypage.

Amorces et sonde Séquence® Localisation Cible génomique Références

PEVRV Savolainen et al. [20]
Anti-sens SRHI1 GCATCIGGYARYTTCCACCACCANCC 1083-1058 VP2
Sens SRHI2 GGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGT 534-560 5" NC

PEV Verstrepen et al. [22]
Anti-sens RNC2 CACT/CGGATGGCC 771-760 5" NC
Anti-sens E2 ATTGTCACCATAAGCAGCCA 727-708 5" NC
NC1M CCCTGAATGCGGCTAATCC 581-599 5" NC
OL27LC 5’ FAM- AACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTC- TAMRA 664-691 5" NC

Génotypage Nix et al. [23]
Anti-sens AN32 GTYTGCCA 3009-3002 VP1
Anti-sens AN33 GAYTGCCA 3009-3002 VP1
Anti-sens AN34 CCRTCRTA 3111-3104 VP1
Anti-sens AN35 RCTYTGCCA 3009-3002 VP1
Sens 224 GCIATGYTIGGIACICAYRT 1977-1996 VP3
Anti-sens 222 CICCIGGIGGIAYRWACAT 2969-2951 VP1
Sens AN 89 CCAGCACTGACAGCAGYNGARAYNGG 2602-2627 VP1
Anti-sens AN88 TACTGGACCACCTGGNGGNAYRWACAT 2977-2951 VP1
Sens 232 CCAGCACTGACAGCA 2602-2616 VP1
Anti-sens 233 TACTGGACCACCTGG 2977-2963 VP1

PEVRV : PCR duplex entéro-rhinovirus.
*R=AouG;Y=CouT;W=AouT;I=AT,GouC.
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obtenue avec les séquences d’EV disponibles dans Genbank.
L'analyse a été réalisée par la méthode BLAST [24].

3. Résultats

3.1. Détection des picornavirus dans les sécrétions nasales recues au
cours de I'année 2008

L’ensemencement des 3612 SN en culture MRC5 a permis
d’isoler 35 EV (0,97 %) et 72 RV. Sur les 2852 SN négatives en IFD
ensemencées sur cellules HuH7, 816 ont présenté une lyse
conduisant a la réalisation de la PEVRV (Fig. 2).

Par cette PCR duplex, ont été détectés : 334 RV (bande unique a
530 pb), 49 EV (bande unique a 650 pb) et dix EV-RV (deux bandes a
650 pb et 530 pb). Ainsi cette PCR a permis d’'identifier par rapport a
la culture 33 EV et huit EV-RV supplémentaires (Tableau 2).

La PEV réalisée conjointement de facon systématique sur les
312 SN de nouveau-nés de moins de deux mois et sur 15 SN
d’enfants hospitalisés en réanimation pédiatrique a permis
d’identifier 37 EV chez 32 NN et cinq nourrissons. Sur ces 37 SN
positives en PEV, deux étaient positives en culture MRC5, neuf en
PEVRV, six en MRC5 et PEVRV ; la technique PEV permet donc
d’identifier huit EV et 12 RV supplémentaires (Tableau 3).

Au total, les deux techniques PCR, PEVRV et PEV, ont permis
d’identifier 61 « picornavirus » supplémentaires (41 EV, huit EV-RV
et 12 RV) portant le nombre de positif a 96 (2,6 %).

3.2. Détection des « picornavirus » chez les nouveau-nés

Pour les 327 SN testées par PEV, 37 sont rendues EV positives
(11,3 %) dans les trois jours qui suivent le prélévement alors que la
culture MRC5 ne permet d'isoler que huit EV et un RV avec un délai
oscillant entre six et 22 jours (Tableau 3). Quatre-vingt-dix-huit SN
ont été testées par les deux techniques, PEVRV et PEV : 45 étaient
négatives, 26 uniquement positives en PEVRV (25 RV et un EV-RV)
et 27 positives avec les deux PCR ; parmi ces 27, ont été identifiés
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Tableau 3
Résultats de la culture MRC5 et PEVRV chez les 37 SN positives en PEV.

SN Age (j) Sexe PEV Culture MRC5 PEVRV
1. 6 M Positif Négatif EV-RHI
2. 12 E Positif ENTERO ENTERO
3. 12 F Positif Négatif RHINO
4. 14 B Positif ENTERO EV-RHI
5. 14 E Positif Négatif RHINO
6. 19 M Positif Négatif NR

7. 20 M Positif Négatif RHINO
8. 23 E Positif Négatif RHINO
9 25 F Positif Négatif ENTERO
10. 25 F Positif Négatif RHINO
11 26 F Positif Négatif NR

12 26 M Positif Négatif RHINO
13 26 M Positif Négatif RHINO
14 29 F Positif ENTERO ENTERO
15. 29 M Positif Négatif NR

16. 31 F Positif Négatif NR

17 40 F Positif Négatif NR

18 44 M Positif Négatif NR

19 46 M Positif Négatif ENTERO
20. 50 M Positif ENTERO NR

21. 50 F Positif Négatif RHINO
22. 50 F Positif RHINO RHINO
23. 51 M Positif ENTERO NR

24. 54 F Positif Négatif NR

25. 58 M Positif Négatif ENTERO
26. 58 F Positif Négatif NR

27. 58 F Positif Négatif RHINO
28. 60 M Positif Négatif RHINO
29. 61 M Positif CMV ENTERO
30. 62 M Positif ENTERO ENTERO
31. 65 M Positif Négatif ENTERO
32. 66 M Positif Négatif ENTERO
33 212 M Positif ENTERO ENTERO
34 384 M Positif ENTERO EV-RHI
35 414 F Positif Négatif EV-RHI
36. 493 M Positif Négatif RHINO
37. 1819 M Positif Négatif EV-RHI

NR : non réalisé.

dix EV, cinq EV-RV et 12 RV (Tableau 4). Tableau 4
L'identification de 12 RV et cinq EV-RV chez les 37 SN positives Comparaison des résultats PCR (PEVRV et PEV) réalisées sur 98 SN (89 NN et neuf
en PEV nous a conduits a controler 22 SN par la trousse PCR enfants).
Enterovirus R-gene, Argene France. Vingt et une des 22 SN sont PEV PEVRV
positives avec cette trousse, donnant une concordance de 95,5 % Négatif  Positif EV  Positif EV-RV  Positif RV Total
entre les deux PCR EV temps réel amplifiant dans la région 5’NC ——
Tabl 5) Négatif 45 0 1 25 71
(Tableau 5). Positif 0 10 5 12 27
Total 45 10 6 37 98
3.3. Distribution saisonniére des entérovirus
La recherche d’EV réalisée au cours de l'année 2008 sur Tableau 5
différents prélévements biologiques (3612 SN, 1273 selles et Analyse de 22 des 37 SN positives en PEV par la trousse Enterovirus R-gene Argeéne.
- . . o o
307 LCR) a permis d 1denE1ﬁer .re.spectl\./emep\t 96 (2,6 %),27 (2,1 %) ) PEVRV
et 24 EV (7,8 %). La répartition saisonniere des EV dans les P .
Non réalisée Positive
EV EV-RV RV Total
Tableau 2 e 10 10 5 12 37
Résultats de la PEVRV chez les 816 SN présentant une lyse en culture HuH7. Non realise 3 10 0 2 15
Positive 7 0 5 9 21
Culture MRC5 PEVRV Négative 0 0 0 1 1
Négative EV EV-RV RV Total Les chiffres en gras correspond aux résultats des 22 SN testées par la trousse
Nz 4207 330 P 5069 757 Enterovirus R-gene Argene.
EV 3 16 2 0 21
RV 0 0 0 38 38 prélevements de SN et LCR est représentée dans la Fig. 3. Pour les
Total 423 49 10 334 816

PEVRV : PCR duplex entéro-rhinovirus.
Autres virus isolés sur cellules MRC5.
2 Quatre VRS, 13 adénovirus, cinq CMV.
 Un adénovirus, un CMV.
¢ Un adénovirus.
4 Cinq adénovirus, trois CMV.

23 LCR positifs, nous retrouvons le classique pic estival d’infections
méningées (58 % en juin a juillet) ; 52 % des patients sont des
enfants (moyenne d’dge = 8,8 ans), 22 % des NN (m =44 jours) et
26 % des adultes jeunes (m=35,5 ans). Concernant les 95 SN
positives, nous observons un petit pic estival (23 %) et un pic plus
important (42 %) en octobre a novembre ; 59 % des patients



118 J. Petitjean-Lecherbonnier et al. / Pathologie Biologie 59 (2011) 113-121

n
w
1
it
o

%] 19 )
2 20{ 18 £
= 17 3
2 15l Y
=z s &
g 10+ +4 g
o 13 e
g sl lo 8
o4 - 0

jan. fév. mar. avr. mai juin juil. aout sept. oct. nov. déc.

Fig. 3. Répartition saisonniére des EV isolés dans les SN et LCR, Caen 2008.

concernés sont des enfants (m = 2 ans), 34 % des NN (m = 37 jours)
et 7 % des adultes (m=65,7 ans). Sept enfants ont eu une
identification conjointe d’EV dans les SN et LCR (deux en juin, deux
en juillet, deux en octobre et un en novembre).

La Fig. 4 montre notre fréquence d’isolement des EV par type de
prélévements en comparaison aux chiffres nationaux publiés par le
réseau de surveillance des EV ainsi que la distribution comparée
des cas par semaine (institut de veille sanitaire et Centre national
de référence pour le EV) [25].

3.4. Génotypage des EV

Le génotypage a été réalisé chez 73 des 96 patients présentant
une identification d’EV sur surnageant de culture MRC5 ou
surnageant de culture HuH7 (PEVRV positive). Pour cinq surna-
geants, I'extrait d’ARN n’a pu étre amplifié (absence de bande a la

PCR nichée) et I'amplification a été possible pour 68 isolats. Le
génotypage a été réalisé dans 97 % des cas par séquencage du
segment obtenu aprés la PCR nichée (amorces AN88/ANS89,
361 pb), deux souches EV 71 et HRV59 ont été identifiées sur le
premier segment amplifié (amorces 222/224, 992 pb). Les
68 génotypes identifiés sont présentés dans le Tableau 6 avec
les résultats respectivement obtenus en culture MRC5 et en PEVRV.
Les cinq génotypes majoritairement identifiés sont 19 (29,7 %)
EV68 (EV68), 12 (18,7 %) coxsackievirus B3 (CB3), neuf (14,1 %)
échovirus 3 (E3), six (9,4 %) coxsackievirus A9 (CA9) et six (9,4 %)
CB1; quatre RV ont été identifiés : HRV59, HRV43, HRV46 et 1 HRV
type C. Les 19 EV68 sont isolés entre septembre et décembre, dont
52,6 % au mois de novembre. Dix-sept patients présentent des
signes d’insuffisance respiratoire aigué avec atteintes des voies
aériennes inférieures (six bronchiolites, cinq bronchites, cing
pneumopathies, une bronchopneumopathie chronique obstructive
« BPCO ») ; sept patients présentent une crise d’asthme sévére.

Les principaux types d’EV identifiés a Caen chez 64 patients sont
comparés aux résultats recensés par le RSE au niveau national chez
589 patients dans la Fig. 5.

4. Discussion
4.1. Intérét du diagnostic moléculaire pour la détection des EV

En pratique courante, le diagnostic des infections respiratoires a
EV fait appel le plus souvent aux méthodes conventionnelles de
culture cellulaire. Il est bien connu que I'utilisation du seul systéme
cellulaire MRC5 pénalise les isolements d’EV et sous-estime trés
fortement I'implication des EV en pathologie respiratoire. Aucune

Entérovirus : patients avec au moins un prélévement positif,
distribution des cas par semaine
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Fig. 4. Entérovirus : distribution des cas par semaine et fréquence d'isolements par type de prélévements - laboratoire virologie Caen et RSE (InVs).
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Tableau 6
Résultats de la culture MRC5 et PEVRV sur les 73 souches EV génotypées.
MRC5 PEVRV-HuH7
n POS NEG EV EV-RV RV NEG NR

HEV-A 5 5 0 1 1 0 2 1
1CA10, 2 CA16, 2 EV71
HEV-B
6CA9 6 6 0 1 0 5 0
6CB1, 12CB3, 1CB5 19 7 12 17 1 0 0 1
2E25, 9E3, 4E30 15 15 0 8 0 6 1
HEV-D
EV68 19 1 18 14 4 0 1 0
HRV 4 0 4 0 1 2 1 0
3 HRVA et 1 HRVC
Non typable? 5 0 5P 1 0 4 0 0

2 Génotypage : PCR nichée négative.
P Quatre négatif et un RV.

lignée cellulaire ne permet d’isoler tous les types connus d’EV et les
performances de la culture sont améliorées par I'emploi de
plusieurs lignées d'origine différente, en privilégiant au moins
une lignée simienne (cellules de rein singe : VERO, BGM. . .). Dans
notre laboratoire, a été mis en place un algorithme de recherches
virales dans les prélévements respiratoires (aspirations nasales et
sécrétions nasales) avec lintroduction d'un second systéme
cellulaire (cellules HuH7) particuliérement adapté aux isolements
des myxovirus et paramyxovirus, et I'introduction en deuxiéme
intention sur les surnageants de HuH7 présentant une lyse, de
plusieurs techniques de biologie moléculaire ciblant divers virus.
Parmi ces techniques, figure la PCR duplex PEVRV permettant le
diagnostic simultané et différentié des EV et RV. Il est actuellement
bien reconnu que les techniques PCR améliorent le diagnostic et la
prise en charge des méningites virales a EV et nous venons de
démontrer que I'addition de deux techniques PCR, séquentielle
(PEVRV) ou ciblée (PEV chez les NN), améliore également
grandement la sensibilité du diagnostic des infections respiratoires
A EV (et de RV, données non montrées) [26,27]. Au cours de I'année
2008, nous avons pratiquement triplé le nombre d’isolement d’EV.
Les techniques de biologie moléculaire permettent de s’affranchir
d'un certain nombre de problémes pénalisant la sensibilité :
probléme de qualité (richesse cellulaire), de transport et de
conservation du prélévement. De plus, & c6té du manque de
sensibilité de la culture cellulaire, s’ajoute I'impossibilité pour
certains sérotypes d’EV a cultiver (coxsackievirus, EV68 a 71) [28].

Chez les 327 SN de NN, la recherche systématique d’EV par PEV
a permis de les détecter rapidement (3€ jour) avec une prévalence
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Fig. 5. Principaux types d’EV identifiés au cours de I'année 2008. RSE-InVs
(589 patients) et Caen (64 patients).

de 11,3 %, alors que la culture cellulaire ne permettait d’isoler que
huit EV et un RV (2,4 %), avec un délai de six a 22 jours. Aucune
infection néonatale grave n’a été détectée parmi ces 37 cas, mais le
rendu rapide du diagnostic d'infection bénigne a EV peut
contribuer a rassurer et faciliter la prise en charge des NN.

Selon l'algorithme de recherche virale sur les SN des NN, la
PEVRYV a été réalisée conjointement a la PEV chez 98 NN (Tableau
4). Parmi les 27 SN positives en PEV, dix sont positives en EV, cinq
sont positives en EV-RV et 12 sont positives en RV ; sur ces 22 SN,
21 sont controlées positives (concordance 95,5 %) par la trousse
PCR Enterovirus R-gene, Argéne. Ces résultats montrent que ces
deux PCR (ciblant la région 5'NC) choisies pour le diagnostic des
EV détectent également un certain nombre de RV. Lors de
I'optimisation de notre technique PEV « maison », n’avaient été
testées que deux souches prototypes (HRV9 et HRV31) et,
concernant la trousse Enterovirus R-gene, il est signalé dans la
notice du fabricant qu’elle ne détecte pas les HRV9, HRV39 et
HRV89 mais que sont détectés les HRV14, HRV17 et HRV22 [18].
En général, les techniques PCR EV, qu’elles soient « maison » ou
commercialisées sous forme de trousses, sont utilisées dans un
cadre d’'infections méningées ; toutefois, leur validation sur des
prélévements respiratoires doit remettre en question le rendu
des résultats non pas sous le terme de présence d’EV mais de
« picornavirus ». Les rhinovirus sont connus depuis longtemps
comme présentant une grande diversité génomique. La classifi-
cation initialement établie sur la base de culture cellulaire suivie
de tests de séroneutralisation identifiait 102 sérotypes humains.
Par la suite, les techniques moléculaires de séquencage dans
diverses parties du génome (VP4-VP2, VP1) ont permis de classer
en deux clusters principaux RV-A et RV-B les 102 sérotypes
connus de RV a I'exception d’un seul, le RV 87, qui est isolé en un
mini cluster intégrant 'EV70 [29]. Trés rapidement, la méme
équipe démontre la trés grande similitude entre le RV87 et
I’EV68 et les trois espéces RV87, EV68 et EV70 sont rassemblées
dans I'espéce HEV-D [9]. Enfin, plus récemment, I'ensemble des
analyses phylogénétiques basées sur le séquencage des différ-
entes régions génomiques codant pour les protéines de capside
(VP1,VP1-2A, VP3-VP1, VP2, VP4-VP2) ont permis d’établir que la
séparation des RV et EV était de moins en moins fondée [7,8,10-
12]. Des relations entre les différents virus humains et animaux
de la famille des Picornaviridae ont été reconnues, conduisant a
une évolution constante de la taxonomie de ces virus. Actuelle-
ment, les deux genres EV et RV ne sont plus dissociés ; il existe un
seul genre Enterovirus regroupant les six espéces humaines :
Human Enterovirus A (HEVA), HEVB, HEVC, HEVD, Human
Rhinovirus A (HRVA), HRVB, et HRVC.
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4.2. Circulation des EV : intérét du génotypage moléculaire pour
identifier les souches d’EV

Virus nus a ARN, a fort pouvoir de réplication, les EV circulent
abondamment dans les collectivités humaines et animales sous
plusieurs sérotypes différents conditionnant la survenue d'épidé-
mies et leur grande variabilité génétique [30].

Le profil épidémique des infections a EV et la circulation des
sérotypes sont trés variables d'une année a I'autre. La surveillance
épidémiologique est indispensable pour observer I'évolution au
cours du temps des EV non poliomyélitiques connus, identifier les
variants et I'émergence de nouveaux types en relation avec les
données cliniques et étudier 'émergence de nouvelles pathologies.
Cette surveillance est réalisée au niveau national sous forme d’un
réseau de surveillance des EV (RSE) grace a la collaboration entre le
Centre national de référence des EV (CNR Lyon-B. Lina) et I'institut
de veille sanitaire (InVs-D. Antona) qui regroupent les données
fournies par les différents laboratoires de virologie médicale.
Chaque année, depuis 2000, les bilans d’activité permettent
d’attester I'absence de circulation de poliovirus sauvage, de
chiffrer la fréquence de détection des EV dans les échantillons
cliniques (LCR, selles, SN), d'authentifier le pic estival de méningite
et d’identifier les principaux EV circulants avec un léger bémol du
fait d'un nombre restreint de souches typées [31]. Toutefois, ces
derniéres années, le typage des souches progresse avec principale-
ment l'introduction du génotypage moléculaire. La plupart des
méthodes de génotypage sont basées sur I'amplification et le
séquencage d’une partie du géne codant pour la protéine de
capside VP1, région hypervariable codant pour la majorité des
épitopes neutralisants [32-35]. Peu sensibles, elles sont en général
appliquées rétrospectivement sur des surnageants de culture ne
reflétant qu’incomplétement les différents sérotypes d’EV circu-
lants. Le génotypage direct des EV dans les prélévements cliniques
(LCR, nasopharynx, sérum, biopsies) commence a se développer ; il
présente I'avantage d’identifier des souches d’EV non cultivables
(charge virale faible, sérotypes non cultivables) et de répondre
rapidement de maniére prospective en apportant une valeur
pronostique dans les infections graves a EV (infections néonatales,
encéphalites, myocardites) [23,36]. La technique utilisée au
laboratoire, basée sur la stratégie consensus degenerate hybride
oligonucleotide primers (CODEHOP), permet une diminution des
bandes non spécifiques, visualisées fréquemment avec I'utilisation
d’amorces dégénérées. La sensibilité de cette PCR nichée permet,
théoriquement, I'identification directe dans les prélévements d’'un
vaste nombre de génotypes relativement distants au sein des
enterovirus [23]. En termes de faisabilité au laboratoire, le
génotypage est pour l'instant réalisable dans une démarche
rétrospective et de rendu optimal sur les surnageants de culture.
Les problémes de sensibilité observés sur les prélévements de LCR
a faible charge virale sont en cours de résolution avec une
optimisation de la technique référencée selon nos conditions
opératoires.

Au niveau régional, la distribution par semaine des cas positifs
montre pour I'année 2008 un premier pic estival (juin a juillet) et
un second pic automnal (octobre a novembre), ce second pic étant
nettement plus important que celui observé au niveau national par
le RSE (Fig. 4). Alors que le pic estival correspond aux syndromes
méningés observés habituellement a cette époque (60 % des LCREV
positif), le pic automnal correspond a une pathologie respiratoire
(42 % des SN positives). Bien que I'existence de méningites a EV ait
été déja décrite en hiver sous formes d’épidémies ou de cas
sporadiques, nous pouvons I'exclure d notre niveau régional
puisque seulement cinq LCR étaient positif en EV [37,38]. En
revanche, nous retrouvons le caractére épidémique des infections
respiratoires virales. Alors que les deux principaux virus épidé-
miques connus et recherchés, VRS et virus influenza A/B, ont une

diffusion hivernale majeure, les rhinovirus (picornavirus) circulent
plus volontiers en automne [39]. Dans notre pratique quotidienne,
larecherche d’EV par PEVRV n’a été faite qu’en procédure dégradée
(22,6 % des SN, Fig. 2), sous-estimant probablement l'identification
d’EV et de RV. L'arrivée sur le marché de trousses PCR multiplex en
temps réel va permettre dappliquer plus facilement cette
recherche systématique de panel respiratoire sur les SN [40]. Il
restera a définir, dans un contexte de pathologie respiratoire, s'il
faut encore différencier les EV et RV. Dans la nouvelle taxonomie, la
séparation phylogénique des RV n’existe plus : ils appartiennent au
genre EV et notre étude sur les SN a démontré que les PCR temps
réel ciblant la 5’NC ne peuvent identifier spécifiquement EV ou RV.
Par conséquent, dans un contexte d'infections respiratoires, il
semblerait plus judicieux de rendre « présence de picornavirus ».

L’'examen des six EV les plus souvent identifiés au cours de
I'année 2008 montre une similitude au niveau régional et national
pour cinq d’entre eux : CB3, CB1, E3, CA9 et E30 ; seul I'EV68 se
différentie par son identification en téte de liste 4 Caen avec 29,7 %
contre 3,1 % par le RSE (Fig. 5)[25].

En conclusion, le génotypage des souches d’EV d’origine
respiratoire a permis de reformuler au niveau régional la
circulation des souches d’EV.

4.3. Place de I'EV68 en pathologie respiratoire

La recherche d’EV par des techniques PCR (PEV, PEVRV,
génotypage) sur environ le quart des SN recues au laboratoire a
permis de démontrer I'existence d’une petite épidémie d’'infections
respiratoires & EV68 au cours de l'automne 2008. Parmi les
19 EV68 identifiés, un seul a été isolé en culture cellulaire MRC5,
confirmant I'importance des outils PCR pour améliorer le
diagnostic de ces infections. Parmi les 19 patients positifs en
EV68, 13 (68 %) avaient une atteinte des voies aériennes inférieurs
(six bronchiolites, quatre bronchites, deux BPCO, cinq pneumo-
pathies) et sept patients (37 %) présentaient une crise d’asthme
sévere (données non montrées). Chez ces 19 patients, trois patients
présentent une co-infection virale (deux adénovirus, un corona-
virusm HKU1) et huit ont eu wune recherche de
Mycoplasma pneumoniae négative. Principal agent des infections
des voies aériennes supérieures, les RV sont bien connus pour leur
diffusion dans les voies aériennes inférieures et leur role dans le
déclenchement de crises d’asthme [41]. De plus, phylogénétique-
ment nous savons que I'EV68 est trés proche des RV (RV87) [9].

L'EV68 n'est que trés rarement répertorié dans les bilans
d’activité du RSE, probablement du fait que c’est un EV non ou mal
cultivable et que la PCR n’est pas de pratique courante sur les
prélévements respiratoires. L'EV68 semble étre un sérotype
particuliérement relié a un tropisme respiratoire et son implication
réelle dans les infections respiratoires basses devra étre confirmée
par des investigations plus complétes en matiére de recherche par
PCR et de génotypage direct.

5. Conclusions

Les méthodes de diagnostic moléculaire des infections respi-
ratoires a EV (PCR et génotypage) sont trés fiables et permettent
une identification précise des souches circulantes dans un temps
relativement court. Elles permettent ainsi d’affiner les données
taxonomiques, épidémiologiques et cliniques concernant ces
infections et de repérer I'émergence de certains sérotypes en
pathologie humaine. Grice aux développements récents, de
nombreuses trousses de techniques multiplex sur automates de
PCR en temps réel, on peut imaginer pouvoir les utiliser en pratique
quotidienne prospective dans un laboratoire hospitalier de
virologie avec des bénéfices cliniques, épidémiologiques et
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économiques de santé en terme de durée d’hospitalisation et de
consommation d’actes paracliniques et/ou de médicaments.
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