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Résumé

Objectifs. — L'utilisation des nouvelles techniques d’identification par les méthodes moléculaires
apporte de nouvelles données épidémiologiques.

Patients et méthodes. — Cent dix-huit aspirations nasales pratiquées chez des enfants hospitalisés
pour une exacerbation aigué d’asthme ont été colligées. Les techniques conventionnelles ont associé
la culture virale et 'immunofluorescence et les techniques moléculaires une polymerase chain reac-
tion (PCR).

Résultats. — L'utilisation des techniques conventionnelles a mis en évidence un virus dans 34 % des
préléevements respiratoires (40 cas sur 118), tandis que I'étude par PCR permet une identification
positive sur 68 % des prélevements (80 cas sur 118) et I'association des deux méthodes amene la
positivité a 77 % (91 cas sur 118). Les co-infections ont concerné 23 % des prélévements positifs.
L'identification virale par les outils traditionnels est significativement plus fréquente chez les jeunes
asthmatiques, ainsi que lors de l'utilisation des outils de biologie moléculaire de fagon non significa-
tive. L'épidémiologie comparative retrouve la prépondérance dans les deux groupes d’age du rhino-
virus (45 %), puis du virus respiratoire syncytial (28 %) et de I'entérovirus (8,5 %). Chez les enfants
agés de moins de deux ans, rhinovirus et virus respiratoire syncytial ont une prévalence proche (42 et
36 % respectivement) sensiblement différente de celle des enfants agés de plus de deux ans (66 et
27 % respectivement). L'identification par PCR de Chlamydia pneumoniae et de Mycoplasma pneu-
moniae reste rare (six cas sur 118 prélevements).

Conclusion. — La prééminence du rhinovirus et du virus respiratoire syncytial est retrouvée lors des
exacerbations d’asthme chez le nourrisson tandis que C. pneumoniae et M. pneumoniae ne sem-
blent pas particulierement impliqués. L'identification est plus forte chez les jeunes asthmatiques avec
probablement une charge virale plus importante, car la positivité de la culture virale est plus fréquente
chez les enfants agés de moins de deux ans. © 2001 Editions scientifiques et médicales Elsevier
SAS

asthme / rhinovirus / virus respiratoire syncytial / entérovirus / Mycoplasma pneumoniae / Chlamydia
pneumoniae / PCR

*Correspondance et tirés a part.
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Summary — Viral identification, Chlamydia pneumoniae and Mycoplasma pneumoniae during
asthma exacerbation: comparative epidemiology between infants and children.

Purpose.— Molecular processes can have a different impact on epidemiological data.

Patients and methods. — The study covers 118 nasal aspirate samples taken on children hospital-
ized for acute asthma exacerbation for 2 years. Conventional techniques associated viral culture and
immunofluorescence while molecular techniques used polymerase chain reaction (PCR).

Results. — Virus presence was revealed with conventional techniques in 34% of the respiratory
samples (40/118), while PCR study of viruses and genomes of Chlamydia pneumoniae and Myco-
plasma pneumoniae allowed positive identification in 68% of the samples (80/118). The combination
of both techniques allowed identification of an infectious agent in 77% of cases (91/118). More than
one pathogenic agent was isolated in 23% of positive samples. Epidemiological study shows preva-
lence of rhinovirus (45%), then respiratory syncytial virus (28%) and enterovirus (8.5%). In children
under 2 years of age, rhinovirus and respiratory syncytial virus have a close prevalence (respectively
42 and 36%), which is not the same result as in older children (respectively 66 and 27%). Moreover,
PCR techniques allowed the identification of just a few Chlamydia pneumoniae and Mycoplasma
pneumoniae (6/118).

Conclusion. — In this study, molecular techniques of identification demonstrate a clear advantage in
sensitivity compared to performances of viral cultures or immunofluorescence. The importance of rhi-
novirus and respiratory syncytial virus is remarkable while Chlamydia pneumoniae an Mycoplasma
pneumoniae do not seem to be particularly involved. © 2001 Editions scientifiques et médicales
Elsevier SAS

asthma / rhinovirus / respiratory syncytial virus / enterovirus / Chlamydia pneumoniae / Mycoplasma
pneumoniae / polymerase chain reaction

Les premieres données sur I'épidémiologie de
I'infection virale et I'asthme ont été obtenues dans
lesannées 1970-1980 par I'isolement viral et laséro-
logie[1]. Par son pouvoir amplificateur, I'utilisation

de I'outil moléculaire accroit la sensibilité de détec-
tion virale et semble approprié dans I'asthme ou la
charge virale peut étre réduitel[2]. Lépidémiologie
virale, avec ces techniques virologiques modernes,
lors des exacerbations d’asthme est disponible chez

I’enfant d’ unedizained’ annéeﬁmaispaschez celui

agéde moins de deux ans.

PATIENTSET METHODES

Cette étude épidémiol ogique rétrospective a colligé
lesenquétesvirologiquesa partir des sécrétions obte-
nues par aspiration nasale chez les enfants hospita-

lisés pour crise d’asthme aigué dans un service de

pédiatriegénérale. Lediagnostic d' asthmeaétéfondé
en fonction de I'age selon les critéres usuels
L’évaluation clinique a retenu outre I'age, les para-
metres vitaux (fréquences cardiague et respiratoire,
température, oxymeétrie transcutanée), les mesures
thérapeutiques (nutrition, oxygénothérapie, broncho-
dilatateur ou corticoide systémique), la durée de

I"hospitalisation. La définition de la sévérité de la
crise aretenu la nécessitéd’une oxygénothérapie de
plus de 24 heures pour maintenir une SaO, égalea
92 % ou une intolérance alimentaire imposant une
hydratation par voie intraveineuse de plus de 24 heu-
res ou le recours au béta-2 mimétique et au corti-
coide par la voie parentérale. Les examens paracli-
niques ont porté sur le dosage de la protéineC
réactive, lanumération des polynucléaires neutrophi-
les, I'examen cytobactériologique des crachats
(ECBC) al’admission. Les prélévements des sécré-
tions nasales ont étéréalisés par le personnd infir-
mier ou par un kinésithérapeute. Ces prélévements
ont ététransmis immédiatement dans un flacon sté-
rile au laboratoire de virologie. Les techniques tra-
ditionnelles ont été pratiquées sur les prélévements
frais, ellesont inclusles cultures cellulaires (cellules
MRC5, NCI-H292 et MDCK) et I'immunofluores-
cence (IF/CV) par anticorps monocl onaux (Imagen®,
Dako Grande-Bretagne) pour les virus influenza A
et B, les virus para-influenza 1, 2, 3, le virus respi-
ratoire syncytial et le coronavirus 229E (Argene
France). Les procédures mises enceuvre pour laréa-
lisation des cultures virales ont permis I'isolement
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viral, puisl’immunofluorescenceapermislediagnos-
tic des virus respiratoire syncytial, virus para
influenza, virus influenza, adénovirus et entérovirus
au sein des cellules en culture. Le rhinovirus a été
identifié par le test de labilité acide ou par reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) .
Les sous-types A et B du virus respiratoire syncytial
ont étéidentifiés par des anticorps monoclonaux. Le
typage des entérovirus aété effectué par neutralisa
tion (Eurobio®). Les méthodes de virologie molécu-
laires ont utilisé les prélévements congelés. Les pro-
cédures utilistes de PCR et de RT-PCR ont permis|a
détection des séquences du virus respiratoire syncy-
tial, du rhinovirus, duviruspara-influenza 3, del’ adé-
novirus, de I'entérovirus, des coronavirus 229E et
0CA43, de Chlamydia pneumoniae et de Mycoplasma
pneumoniae. Chaque test de biologie moléculaire
était accompagnéd'échantillons contréles, traités de
la méme facon que les échantillons contenant les
virus. Les produits d'amplification étaient détectés
en électrophorése en gel d’agarose par hybridation
par technique immunoenzymatique (GEN-ETI-K®
DEIA Sorin).

Les données colligées ont été saisies a 'aide du
logiciel Epi-Info®. Les comparaisons statistiques des
données quantitatives ont été effectuées a I'aide du
test non paramétrique de Mann-Whitney. L'analyse
du? a été utilisée pour les données qualitatives avec
correction de Yates pour les effectifs théoriquesinfé-
rieurs acing. Pour les petits effectifs, les calculs sta-
tistiques ont été réalises par la méthode exacte de
Fischer. Unevaleur de p < 0,05 a étéretenue comme
significative pour I'interprétation du test.

RESULTATS

Entrele 1 novembre 1996 et le 1¢" septembre 1998,
118 enfants hospitalisés pour exacerbation aigué
d’asthme ont eu une aspiration nasale comportant une
étude virologigque exhaustive. Parmi eux, 59 sont &gés
de moins de deux ans avec un &ge moyen de
10,7 mois (écart-type : £ 5,8 mois) et 59 de plus de
deux ans avec un &ge moyen de 65,6 mois
(ET £ 41,1 mois). L'étude des indicateurs cliniques
enfonctiondel’ageretrouve chez ceux agésdemoins
dedeux anssignificativement plusdegargons (68 %),
une désaturation initiale plus modérée (SaO, TC:
95,1 + 2,8 %) et mains de crises séveres (17 % ver-
sus 40 %) . Les examens paracliniques et
I’évolution durant I’hospitalisation révélent chez les

Tableau |. Présentation clinique de la cohorte.

Age<2ans Age=2ans p

(n=59) (n=59)
Gargon 40 32 -
Filles 19 27 -
Sévérité 10 24 0,01

Oxymétrie transcutanée 95,1 % (£2,8) 93,5(+x3,2) 0,001

Fréquence respiratoire 50 (£ 15) 40 ( 15) NS
Fréquence cardiaque 140 (x20) 130 (x 20) NS
Température (°C) 376(x08) 376(x08) NS

Moyenne + écart-type. NS : non significatif.

enfants &gés de moins de deux ans une moindre
valeur des polynucléaires neutrophiles (moyenne:
5470/mm3+ 2890 versus 7 530/mm?3+ 4 550),
moins d’isolement microbiologique lors de 'ECBC
(5% versus 22 %), moins d'utilisation de béta-2
mimétique ou corticoide par voie parentérale ainsi
gu’ une durée d’ oxygénodépendance moins longue
(9,3 heures £ 3,7 versus 15 heures = 20) .
La durée dhospitalisation des nourrissons est plus
importante, sans atteindre la significativité statisti-
que (7 £ 3,8 jours versus 6 £ 2,4 jours).

L'étude virologique révele par I'utilisation de
I'immunofluorescence et la culture virale une posi-
tivité de 40 prélévements (34 %), les techniques de
biologie moléculaire seule sont positives chez 80
enfants (68 %), I'association de celle-ci aux outils
traditionnel s permet une identification virale dans 85
prélévements (72 %). Par I'identification moléculaire
de Chlamydia pneumoniae (3) et Mycoplasma pneu-
moniae (3) cette positivité progresse a 91 enfants
(77 %). Les co-infections virales sont retrouvées 15
fois, I'identification moléculaire de Chlamydia pneu-
moniae ou Mycoplasma pneumoniae a toujours été
associéeaun virus. Globalement, lerhinovirus est le
plus fréquemment isolé (45 %), puis le virus respi-
ratoire syncytial (28 %) et I’entérovirus (8,5 %)
ensuite les virus influenza (5,5 %), I'adénovirus

(5,5 %), les virus para-influenza (4.5 %) et rarement
les coronavirus (3 %) mflﬂ L'identification

virae par les outils traditionnels du diagnostic viro-
logique est significativement plus fréquente chez les
jeunes asthmatiques : la positivité de IF/CV corres-
pond & un &ge moyen de 28,4 mois, la négativitéde
cette recherche correspond a un &ge moyen de
43 mois (p < 0,01). Ceci est également retrouvélors
de I'utilisation des outils de biologie moléculaire,
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Tableau I1. Présentation paraclinique et évolution de la cohorte.

Age<2 ans (n = 59) Age= 2 ans (n = 59) p
Protéine C réactive (mg/L) 8,1(+7,6) 10,7 (+ 12) NS
Polynucléaires neutrophiles (mn?) 5470 (+ 2 890) 7 530 (+ 4 550) 0,01
ECBC (flore > 10°/mL) 3 13 0,01
Béta-2 mimétique parentéral 0 5 0,05
Corticoide parentéral 2 15 0,001
Oxygénothérapie (h) 9,34 15 0,01
Durée hospitalisation (j) 7398 6 (+24) NS

Moyenne + écart-type. NS : non significatif.

mais la différence n'est pas statistiquement signifi-

cative (positivité_a 32 mois versus ndativité a
50,5 mois) . Chez les enfants agés de
moins de deux ans, rhinovirus et virus respiratoire
syncytia ont une prévalence proche (42 et 36 % res-
pectivement), ceci est différent chez ceux &gés de
plus de deux ans (66 et 27 % respectivement) mais
pasdemaniéresignificative. Laprévaencedesautres
virus respiratoires ne différe pas selon I’age. Cepen-
dant, les virus para-influenza n'ont jamais_étéisolés
chez lesenfantsagés de plus de deux an .

La présence d’'une neutropénie relative est retrouvée
lors de I'analyse des résultats en fonction des don-

néesdel’'l F/CV. Lorsquel’l F/CV est positive, le chif-

fre moyen des polynucléaires neutrophiles est de
5 230/mm?3 (+ 2 470) versus 7 150/mm?3 (+ 4 350). I

n'y a pas différence significative selon les résultats
des techniques moléculaires (positivité a 6 800/mni

+ 4 400 versus négativité a 5800/mn3 + 3 000).

DISCUSSION

Lacorrélation saisonniéreentrelasurvenue desinfec-
tions virales et les pics de crises d’asthme est tout a
fait perceptible en clinique ﬁl Cette étude est en

Tableau I11. Identification virale incluant les co-infections
virales (n = 106).
Nbre Pourcentage

Rhinovirus 48 45
Virus respiratoire syncytia 29 28
Entérovirus 9 8,5
Virus influenza 6 55
Adénovirus 6 55
Virus para-influenza 5 45
Coronavirus 3 3

accord avec les résultats d'autres équipes sur |'iden-
tification virale au décours des exacerbations
d'asthme [E],l Notre particularité est d'avoir abordé
cette recherche chez I'enfant asthmatique &gé de
moins de deux ans en y associant de fagcon exhaus-
tive les techniques de biologie moléculaire.

Le rhinovirus reste | e facteur clé de ces exacerba-
tions, puis le virus respiratoire syncytial. La préva
lence de ces deux agents infectieux ne correspond
pas a celle retrouvée lors des bronchiolites inaugu-
rales[[9]. Sanslestechniquesdebiologiemoléculaire,
le rhinovirus aune prévalence sous-évalué
Quelle est la signification d'un résultat positif isolé-
ment en biologie moléculaire? Cette technique
n'amplifie qu'une partie du génome et ne prouve pas
que I'agent infectieux identifié soit en phase réplica
tive. L'IF/CV nécessite le maintien del'intégrité cel-
lulaireet delaviabilitévirale. Latechnique PCR peut
détecter des particules virales infectieuses et non
infectieuses, I'isolement viral ne décele pas les par-
ticules défectives, il est génépar les inhibiteurs des
virus présents dans les échantillons (mucine, inter-
féron, bactéries...). C'est ce que semblent souligner
nos résultats en abjectivant une neutropénie relative
lors d’'une identification virale par IF/CV. Une hypo-
thése est que pour les enfantsagés de moins de deux

Tableau IV. Identification virale associée a celle de Chlamydia
pneumoniae et de Mycoplasma pneumoniae selon I’age.

Age<2ans Age=2ans p

(n=59) (n=59)
Culture virale et/ou immuno- 28 12 0,01
fluorescence
PCR et RT-PCR 43 37 NS
Association des techniques 50 41 0,05

Aucune identification 9 18 0,05
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Tableau V. Identification virale selon la technique et I'age.

Age < 2 ans Age 22 ans

Culture virale et/ou Moléculaire Culture virale et/ou Moléculaire

immunofluorescence (nbre de co-infections) immunofluorescence (nbre de co-infections)
Rhinovirus 6 21 (5) 3 27 (5)
Virus respiratoire 12 18 (7) 3 11 (5)
syncytial
Entérovirus 1 6(2) 3 3 (D)
Virus influenza 3 3 NF
Adénovirus 1 503) 0 1(1)
Virus para-nfluenza 5 0 0
Coronavirus 0 2 (1) 0 |
Sujets positifs 28 12 37

| |
NS

NF : non effectué : NS : non significatif.

ans, une charge virale plus importante est nécessaire
pour induire des sifflements, puis plus I'asthme
vieilli, moins cette charge est nécessaire pour déclen-
cher une exacerbation, les facteurs alergiques étant
parallelement prépondérant . Nous n'avons pas
pu étayer cette hypothése car les techniques de bio-
logie moléculaire employées ne permettaient pas de
guantifier et de comparer cette charge virale. De
méme, la constitution d’ une population témoin appa:
riée pourrait, dans une étude prospective, clarifier le
débat entre un lien de causalité par récurrence, réma-
nence ou latence, a différencier d'une présence non
pathogéne duealacirculation virale communautaire.
Ceci est important, car I’'amplification génique a per-
mis de doubler les résultats positifs d'identification
virale. L'infection latente est habituellement non per-
missive, sans réplication virale, mais elle saccom-
pagne souvent de I'expression de quelques protéines
virales précoces, qui, s elles sSexpriment a la sur-
face, voire hors de la cellule, peuvent générer des
phénomeénes inflammatoires et immunitaires chroni-
gues ou intermittents. Avec le virus respiratoire syn-
cytia, I'infection latente ou persistante du poumon
n'a pas été démontrée méme si_ses effets au long
cours sont bien individualisésl[13]. Linfection per-
sistante adénovirale tant chez des enfants asthmati-
ques non répondeurs aux_corticoides inhalés[14]
qu'en période intercritique est suggérée par une

méme équipe par la détection de fragments adéno-
viraux. Leur épidémiologie virale est fort différente
de la nbtre (adénovirus: 78,49% ; rhinovirus:
32,4 %). Leur derniéreétude ainclus une population
témoin ouun seul prélevement présente du matériel
génétique adénoviral. Lorsdes périodesintercritiques
ou chez les non-asthmatiques, les taux d’identifica-
tion par_les méthodes traditionnelles sont inférieurs
a3% mais les méthodes moléculaires anénent
une élévation de ce chiffre. Ces derniéres vis-a-vis
des picornavirus chez I'enfant le situent a 12 % de
positivité [10], voire 35%[17]... Nous avons
exploré une population pédiatrique plus jeune que
celle de Johnston et al. [ 3], les différencesépidémio-
logiques peuvent en étrel aconséquencﬁ‘m.
Leur étudeamontréun taux d'identification des coro-
navirus plus élevé que le nétre (13 % versus 3 %),
maisilsavaient utilisé concomitamment laPCR et la
sérologie.

L’ identification de Chlamydia pneumoniae et de
Mycoplasma pneumoniae bénéficie beaucoup de
I'apport des techniques moléculaires en raison des
mauvais résultats documentés de leurs mises enévi-
dence par les techniques traditionnelles . Depuis
plusieurs années, le role des infectionsa Chlamydia
pneumoniae comme facteur d’ exacerbation, voire
d'apparition de I'asthme, fait I'objet de débats régu-
liers. Cunningham et al. m ont étudié 108 enfants
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Tableau V1. Comparaison de I'épidémiologie virale, Chlamy-
dia pneumoniae et Mycoplasma pneumoniae lors des exacerba-
tions aigués dasthme chez I'enfant.

Johnston et al.  Etude de Caen
[10]
Aspirations nasales (nbre) 292 118
I dentification positive (%) 77,3 7
Rhinovirus 84 (28,7) 48 (45)
Virus respiratoire syncytial 12 (4,1) 29 (28)
Entérovirus 63 (21,5) 9(8,5)
Virus influenza 21(7,1) 6 (5,5)
Adénovirus ? 6 (5,5)
Virus para-influenza 21(7,1) 5(4,5)
Coronavirus 38 (13) 3(3)
Chlamydia pneumoniae ? 3
Mycoplasma pneumoniae ? 3

Les données entre parenthéses correspondent aux pourcentages.

asthmatiques &gés de neufa 11 ans pendant 13 mois
(PCR pour Chlamydia pneumoniae et Mycoplasma
pneumoniae, recherche d’ anticorps IgA spécifiques).
La PCR pour Chlamydia pneumoniae était positive
dans 23 % des cas, chiffre une dizaine de fois supé-
rieur a notre taux d'identification (2,5 %) qui pour-

tant est proche de celui de Johnston et al. (1 %) [10]l.

Cuningham et al. ont également pratiqué leurs
investigations chez 65 enfants asymptomatiques, la
détection en PCR s'est révélée similaire (28 %)...

Toujours dans cette étude, Mycoplasma pneumoniae
a étéidentifié adeux reprises dans les deux groupes
de patients. La corrélation entre infection aigué ou
chronique a Chlamydia pneumoniae ou Mycoplasma
pneumoniae et asthme aigu ou chronique n'est pas
démontréea |’évidence.

CONCLUSION

Lagrande sensibilité des outils moléculaires apporte
une modification des résultats épidémiologiqueslors
du diagnostic desvirosesrespiratoi res communes aux
dépends probablement deleur spécificité. Cependant,
aucune comparaison entre les études n'est vraiment
satisfaisante en I’absence de standardisation des pro-
cédures. Actuellement, le gain en efficacité du dia-
gnostic moléculaire se heurte au colt,alacomplexité
et aladuréenécessairepour leur réalisation. Lerhino-
virus, le virus respiratoire syncytial, puis les entéro-
virussont dansnotre étudeles principaux agentsiden-
tifies lors des exacerbations aigués nettement

séparées des autres agents habituellement retrouvés
danslesinfections aigués de l'arbre respiratoire. Les
progrés de la recherche antivirale pourront peut étre
élargir les indications du diagnostic virologique en
dehors du domaine épidémiol ogique ou de larecher-
che. Le pleconaril est, par exemple, efficace sur les
infections a picornavirus (rhinovirus et entérovirus)
réduisant la symptomatologie clinique.

Les hypothéses étiopathogéniques sont nombreu-
ses, donc encore a définir pour relier I'identification
virale et la symptomatologie clinique. L'atteinte des
cellules épithdliales, I'intervention de cytokines
(IL-6, IL-8, IL-11...) et de médiateurs (LTC4, hista-
mine...), le recrutement cellulaire (polynucléaires
éosinophiles et neutrophiles...), voire la diffusion
systémique (Ilymphocytes, cellules mononucléées.. )
ne doivent pas étre considérés isolément de méme
gue les interactions entre virus, cellules mastocytai-
res, basophiles et IgE. Ces différents modeéles sug-
gerent les divers objectifs potentiels dune interven-
tion thérapeutique.
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