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Les infections virales respiratoires constituent un
chapitre important de la pathologie infectieuse hum aine:

de certaines atteintes: RHUME, GRIPPE
d’autres atteintes notamment
* bronchiolite a VRS du nourrisson,
* grippe des personnes agees,
* pneumonies virales de 'immunodéprime.

de la plupart d’entre elles.







Virus respiratoires classiques

Tropisme presque exclusif pour les cellules ciliées des
Muqueuses respiratoires

Virus influenza A, B

Virus parainfluenza 1, 2, 3
Virus respiratoire syncytial
Adénovirus

Rhinovirus

Coronavirus

Tropisme pour de nombreux types cellulaires dont les cellules
ciliees des muqueuses respiratoires

Entérovirus




Virus respiratoires emergents

® Nouveaux
Metapneumovirus humain (1, 2)
Coronavirus : SARS et NH63

® |dentifiables par les outil moléculaires
Virus influenza C
Virus parainfluenza 4
Coronavirus OC43, 229E,




Virus respiratoires « ompptunisistes »

®*Dans le cadre d’infections généralisées
- herpes simplex
- cytomégalovirus
- Virus d’Epstein-Barr

® Post-enuptiiis

- virus de la varicelle
- virus de la rougeole




Virus influenza A, B

Virus parainfluenza 1, 2, 3
Virus respiratoire syncytial
Adénovirus

Rhinovirus

Coronavirus
Meétapneumovirus

Syndromes cliniques respiratoires

Rhume, laryngite, tracheite, bronchite,
bronchiolite, pneumonie, grippe

Entérovirus
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Chague syndrome clinique respiratoire viral est en général

CARACTERISTIQUE d’'un GROUPE DE VIRUS RESPIRATOIRES

Rhume® Rhinovirus, Coronavirus
Laryngite® V. parainfluenza

Bronchiolite® VRS, Metapneumovirus
Pneumonie® Adénovirus
Grippe ® V. influenza

Pas de specificité etiologique:
PLUSIEURS VIRUS differents peuvent étre
responsables du MEME SYNDROME CLINIQUE




Rhinite

Influenzav, VRS, PI, Adénov,
Entérov, Métapneumov

Angine

Autres entérovirus

Rhinopharyngite

VRS, PI, Entérov,
Métapneumov

Laryngite-Tracheéite

Influenzav, VRS, Adénov

Bronchite aigué

Influenzav, VRS, PI, Adénov,
Coronav, Métapneumov

Bronchiolite

Influenzav, Adénov, Rhinov,
Coronav, Entérov,

Pneumonie

Parainfluenzav, Rhinov,
Entérov, Métapneumov

Grippe

Entérovirus (maladie de
Bornholm)




EPIDEMIOLOGIE GENERALE \

I"#$ 196 &!" (! (Importance variable selon les virus)

Entérovirus
-

Rhinovirus
]

Parainfluenza, Adénovirus,
I Coronavirus

Influenza, VRS
Métapneumovirus

automne




EPIDEMIOLOGIE GENERALE

Primoinfection des la petite enfance

Réinfections possibles et frequentes au cours de I'enfance
et a 'age adulte:

(variations antigéeniques/ influenzav.,

rhinov.)

VRS, parainfluenza




EPIDEMIOLOGIE GENERALE \

§ Direct I§

Aérienne

(aérosol)

Mains des sujets infectes
Objets, vétements,
Surfaces usuelles




l CORONAVIRUS




-

Coronavirus animaux : 1937 / 1946

virus de la bronchite aviaire (IBV) 1937
virus de I'hépatite murine (MHV) 1946
virus de la gastro-entérite porcine (TGEV) 994

Coronavirus humains : 1965/ 1966
1®'Sisolats humains obtenus dans les années 60 a partir de sécre

respiratoires de sujets enrhui

souche B 814Tyrell et Byno¢
souche 229EKlamre et Procknow

souche OC 43 et OC 48\c Intosh)
souche 692

1967: genrecoronavirus

1975 : famille desCoronaviridae(ICTV)







Genre Torovirus Genre Coronavirus

Coronavirus humain HCoV-229E (1966
Coronavirus humain HCoV-NL63 (2004)

Coronavirus humain HCoV-OC43  (1967)

Coronavirus associé au SRA
SARS-CoV




‘ Coronaviru :

aspect caracteristigu couronne&n microscopie electronique




Morphologie et structure

80 a 150 nm de diametre

virus enveloppés

nucléocapside classiquement helicoidale (exceptiea virus ARN
capside externe icosaédrique ?

r Protéine de surface S
\3 ity ®
Petite protéi .\

de membrane stE Protéine de
= Membrane M

<@

Nucléocapside e "“-~Pruteme HE
(N + ARN) ./0,, ‘& (hémagglutinine/estérase

"'

120 nm

Enveloppe

Représentation schématiqgue des coronavirus




Représentation schématique tridimensionnelle du coronavirus
(Enjuanes, 2003)




protéine S
glycoprotéine transmembranaire
clivage en 2 sous-unités S1 et S2 (non obligaYoir

rble majeur dans les premieres étapes du cydach&iment au récepteur
(détermination du tropisme), fusion des membrairades et plasmiques

principal inducteur d’anticorps neutralise
protéine M:

composant proteique principal du virion : réle stawal majeur

protéine requise pour 'assemblage des particutates
protéine N:

protéine de la nucléocapside, étroitement liEARIN génomique
protéine s

rble indéterminég, intervient avec M dans la phdassgmblage
protéine HE :

présente uniquement chez les coronavirus du grdupe




Tropisme

Les Coronavirus sont connus comme ayant un spétibée étroit
cependant des passages inter-especes sont possifidesion expérimentale d
singes par MHV par exemple, infection des guéppads-IPV, exemple récent
du SRAS

Les coronavirus humains ont un triple tropisme :
respiratoire
digestif
systeme nerveux cent

Le degré d’atteinte cellulaire induit par une infee a coronavirus varie selon la
souche virale et la cellule cible, et va de I'altsetotale d’effet cytopathique a la
lyse.
étude en ME de l'ultrastructure de I'épithéliumaldsrs d’'une infection
respiratoire haute a coronavirdsz{elius, 1994 perte de la ciliature

Les coronavirus peuvent infecter les cellules gerigersistante




Souche 229E
aminopeptidase N, métalloprotéase présente aflacsuies cellules épithélial
pulmonaires, intestinales, et rénales, des fibsibtaet de certaines cellules du
systeme nerveux centrafgager et al, Nature, 1992

Souche OC43
plusieurs candidats retenus :

récepteurs contenant de I'acide sialigue semblabtesix utilisés pe
Influenza C

molécules HLA de classe |

antigenes carcinoembryonnaires

Souche SARS=0W
ACEZ2 : angiotensine-converting enzym, molécule exprimée die nombreux
tissus : bronches, poumons, cceur, reins, tractisog@testinal l(i et al., Nature,

2003




Evoluion

taux éleve de mutations ponctuelles :
infidélité de 'ARN polymérase ARN dépendante

recombinaison :

décritein vitro etin vivo : FECV type Il = FECV type | x CCV
hétérologue (avec genes cellulaires ou genes dauirus)
homologue (échange rapide de mutations bénéfiquesus’

deélétions :
exemple de I'émergence en 1986 d’'un mutant du TGERRCYV chez le
porc . délétion dans le gene=S&->changement de tropisme,
de l'appareil digestif a 'appareil respiratoi

phénomene de capture de gene (?) :
pourrait expliquer I'nomologie existant entre l&sgs HE du MHV et du virus
Influenza C




Appareil respiratoire Systeme Nerveux central  Appareil digestif

RHUME bronchite site de persistence ? portage sain ?
bronchiolite inf. démyélinisantes ? diarrhées ?

’ pneumopathies entérocolite ?

Ll




chez 'lhomme, I&RHINITE est le principal symptome associe
a I'infection naturelle ou expérimentale par les coronavirus.

2¢meagent du RHUMEapres les Rhinovirus
(incidence globale ~  15%)

bronchiolite, pneumopathie, pneumon@us rares® sujets
fragilisés ou immunodeprimes (greffe, chimiotherapie, ages
extrémes de la vie...)

association a des épisodes d’hyper-réactivité bronclolgez les
sujets atopiques ou non

Otites moyennes aigués




‘ Epidémiologie

Rareté des etudes épidémiologiques chez 'hnomme :

symptomatologie banale

grande difficulté a étudier ces virus

Etudes de séroprévalen

virus ubiquitaire
séroprévalence augmentant rapidement avec l'age
proche de 100 % a I'age de 5 ans
Infection de I'enfance
reinfections tout au long de la vie
+ $




Culture
Détection d’Ag intracellulaires

Détection d’ARN

Seérologie :peu d’intéerét dans le diagnostic des infections respira

Etudes de seroprévalence ++




difcil

Seules les souches prototypes sont adaptees ysti@sss cellulaires
facilement utilisables 229E: WI38, MRC5 (cellules diploides)
OC43: HRT 18 (lignée continue)

Culture en 24-48 heures, temperature comprise 88tet 35C
on obtient rarement de hauts titres infectieuxgaesages successifs

Absence d’effet cytopathique caractéristic
toujours avoir un « témoin cellule », pour objeetiles modifications
du tapis cellulaire
lyse extensive du tapis
étape d’identification spécifique nécessaire : raigation, IF...

Les isolats obtenus en culture cellulaire sontsrare

technique inappropriée au diagnos




technique d'immunofluorescence ou immuno-enzymatiqu

largement utilisee pour le diagnostic des infectimspiratoires a VRS,
Influenza, adénovirus,..)

probleme pour les coronaV.+++ : absence d’anticdrgsonible validé en
diagnostic

pas de communauté antigenique entre 229E et Oddtection duelle

Anticorps 1-OC1 (Talbot, Canada).

Culture OC43 sur HRT18.A. Vabret (Caen)




A

. systeme le plus utilisé
Localisation des amorcevariable selon I'objectif

Détection :

nécessité de 2 systemes différents pour 229E eBOC4
hybridation moléculaire confirmant la spécificité produit amplifié

Epidémiologie moléculaire :

Tentative de PCR consensus de ge(seephensen et al, 1999

gene codant pour la polymérase (ORF1b)
intérét : tres conserveé, détection du genre colomaen 1 seule
réaction

iInconvénients : peu sensible, sensibilité diffféeeselon les espece

Eviter si possible la PCR nichée dans les laboratoires de diag
(contamination ++)




Culture +/- MEE
Myint, 1994 :50% !

RT-PCR +/- hybridation
Pitkaranta, 1997 15%
Freymuth, 1999 4%
Koivisto, 2000 :2.6%

Ag intracellulaire IFI
Myint, 1978 :0%
Sizun, 1994 22%
Lina, 1996 :6%

RT-nested PCR
Myint, 1994: 50%
Marin, 2000: 2.7 %

Sérologies HCo\

Mclntosh, 1974 8%
Makela, 1998 8%
El Sahly, 2000 3.7%




Etude hiver 2001. CHU Caénfévrier - 28 mars 2001)

Vabret A et al. CID, 2003

recherche de HCV-OC4
parainfluenza 3

Influenza A =y _ , _
influenza B détection moléculaire s
rhinovirus surnageants de culture

1
30 positieg

6 mois-2ans

enterovirus
adenovirus

22 enfants et 8 adultes,
Mais infection retrouvée dans toutes
les classes d’age

9/118
7.6%




Coronavirus

Conclusion

La recherche des Cov dans les prélevements respirat  oires est difficile

Les méthodes moléculaires semblent les plus appropriées pour la
detection de ces virus MAIS leur interprétation doit étre prudente:
$/ - + $,
2% 9$/3 9, -, +5

Certains auteurs ont montré que les CoV sont déetectables dans du tissu
Ceérebral provenant de sujets controles temoignant ainsi de la neuro-invasion

de ces virus et de leur persistance




0 12
2 bronchiolites dont 2 immunodéprimes
2 inf. resp hautes avec pneumopathie
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METAPNEUMOVIRUS HUMAIN




A7+ K&6 89 HI= #=1
25 ! + *
Isole en 2001 a partir d’'un enfant hollandais

sur Culture sur rein de singe $/
$

Enfants < Pathologie

13 <1 an Infection VAS; Bronchiolite
151 a5 ans Pneumonie avec fievre,
Myalgies; vomissements




GENRE Respirovirus

Rubulavirus

Morbillivirus

GENRE Pneumovirus

Metapneumovirus

Virus parainfluenza humain 1 et 3

Virus parainfluenza 2 et 4a, 4b
Virus des oreillons
Virus de la maladie de Newcastle

Virus de la rougeole ( virus morbilleux equin)

Virus respiratoire syncitial humain

Virus respiratoire syncitial bovin, caprin, ovin
Virus de la pneumonie murine
Métapneumovirus humain : (1 et 2)

Métapneumovirus aviaires A, B, C, D




Epidémiologie

A7+ KE6 .89 [==I(

Aspirations nasopharyngées negatives

l

recherche hMPV par RT-PCR

89 <=4 ®& 92>




Epidémiologie

Etude hMPV : hiver 2001-2P0Q2

/58 aspirations nasales d’enfants (Caen et Flers)
Freymuth F, Ped Infect Dis J 2003; 22

RS 243
AetB 58

P 1,2.3 9
Adv 8

Rhino/entérov
Cov. OC 43 10

hMPV 19

(1) = % du total




Epidémiologie

Metapneumovirus humain : responsable de 2 a 13 %

d’infections respiratoires basses de I'enfant

La primoinfection survient au cours de I'enfance et

Des infections répétees surviennent au cours de la vie

Immunité partielle (variabilité du métapneumo comme le VRS:

divisé en 2 groupes 1 et 2)

Circule avec un pic de Janvier a Avril




Etude clinique

Freymuth F, PIDJ 2003; 22

age 3-12mois: 3
>1 an G

Clinique : - BRONCHIOLITE
- crise d’asthme

- bronchite
- laryngite
- flevre élevée

- rhinoph., conj., otite




Domaine pathologique

)/

Infections respiratoires hautes . rhinite, pharyngite
Infections respiratoires basses : BRONCHIOLITE et PNEUMONIES
Bronchites

, SVS
++++ chez I'enfant < 1 an

Formes séveres chez les nourrissons
les Immunodéprimeés
Ayant une pathologie chronique

Moins frequemment: Otite moyenne
Diarrhée
Eruption cutanée
Conjonctivite
Fievre
Lymphopénie, - transaminases




Domaine pathologique

Infections respiratoires hautes
Infections respiratoires basses

/ *

Le métapneumovirus peut donner des formes clinigues similaires au SARS

48 patients admis a I'hopital de Hong Kong avec une suspicion de SARS

|

40% métapneumovirus (+)
12% coinfectés par métapneumo+SARS
10% SARS (+)

Un patient de 40 ans ayant des criteres de 'OMS en faveur d’'un SARS probable
a eté découvert en post-mortem atteint d’'une pneumonie a Métapneumovirus




Williams JV et al , N Engl J med 2004; jan 29; vol 350 (5):443-50
Etude sur 25 ans (1976-2001)

597 enfants agés de <6 mois - >3 ans
Infection respiratoire basse

Culture d’aspirations nasales conservées

om0 Em

; l VRS 15 %
248 testes par RT-PCR P| 10 %
| Inf 5 %
Adéno 4%
49 Métapneumov. (+) Entéro, rhino, polio
20% HSV, rotavirus } 7.2%
5 Coinf




PARA ENTERO
6% 4% :

hRSV A/B
44%




tres difficile
- seulement sur rein de singe tertiaire ou LLC-MK2
- croissance tres lente # 12 a 18 |.
ECP inconstant ou peu caracteristique
$ -< $9% , <,<
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Recherche dirigée vers tous les virus respiratoires




PRELEVEMENTS \

Préléevement de choix: @

Il faut prélever des secrétions nasales et non phargees
(épithélium non respiratoire, contient 3 fois moins de virus,
deconseillé pour 'adénovirus du fait de la présence quasi-conste
d’adenovirus latents)

Quantite de Nez Gorge
virus
Titre moyen 4.35 1.63
(log. TCID50/ml

(Hall CB JID, 1975; 131: 1-5)




Prélevement de choix: @

Adapte meéme pour les infections bassésonchiolite a VRS

pas de différence significative entre un prélevement nasal et bronchique

(Bronchiolites a VRS. Caen)

Prelevement nasal favorisé par le fait de la pensce de
la rhinite qui débute généralement la bronchiolite




Réalisation du prélevement nasal

par écouvillonnage
srecueillir suffisamment de cellules épithéliales (virus
associes aux cellules)
* a l'aide d’'un écouvillon humidifie
o utiliser 2 ecouvillons (1 par narine)
e realiser un frottage appuye de la muqueuse
e exprimer le contenu dans un milieu de transport

OU MIEUX

a I'aide d’'une sonde reliée a un flacon




..+ 2664 + 26642662666

% de cellules

Correct Insuffisant

PEDIATRIE : aspiration (n)

Hépital A (1118) 88 12

Hépital B (993) 06.2 3.8

MEDECINS GENERALISTES : écouvillonnage (n)

Réseau A (808) 75.7 24.3

Réseau B (331) 64 36




Cependant,

Dans les formes severes de bronchiolita la pathologie
oronchiolaire peut étre decalée de quelques joursgpport a
a multiplication virale

Dans les reinfectiongui peuvent se produire sans rhinite,
nez de I'enfant peut étre sec et I'aspiration peupas
ramener d’exsud

Lavage nasal
SECRETIONS TRACHEOBRONCHIQUES obtenues apre
Kinésithérapie




B C-

Prelevement nasal inadapte:
La recherche de virus respiratoires est plus difficile chez fadule
chez I'enfant car :
- Peu d’exsudat nasal
- Excreétion plus faible de virus
- Présence virale plus courte
La technique de recueil des sécrétions nasales par aspiration est
souvent difficile a mettre en ceuvre chez le suje

Elimination nasale du VRS

Falsey AR. Clin Microbiol. Rev. 2000; 13:371-384




En ambulatoire: écouvillonnage appuyé de la paroi des 2

fosses nasales a 'aide de cotons tiges préalablement humidifies

peut permettre de recuelllir suffisamment de cellules

Si malade hospitalisé pour pneumopathie: I'échantillon idéal a

analyser est les secrétions tracheo-bimmuriuguess .
Siun LBA est recuellli, il faut obtenir séparément des sécrétions

bronchiques et du liquide de lavage alvéolaire



CONDITIONS DE PRELEVEMENTS

2D @ = F + -G

Elimination nasale du VRS
Hall C.B., J. Pediatr . 1976:89:11 -15.

Nombre d’'enfants




CONDITIONS DE PRELEVEMENTS

D!
pour la recherche d’antigenes viraux en IF et les
transmettre rapidement au laboratoire ( <2h).

3D ) F *
- Utilisation d’'un milieu de transport
- Son maintien au froid
- Transport rapide au laboratoire OU MIEUX inoculatio

DIRECTE du prélevement a la culture

OD & | H les échantillons se conservent
assez longtemps a la température normale sans alteration
antigéenique




“AUTRES PRELEVEMENTS “

Selles: pour les ENTEROVIRUS

Peuvent étre informatives surtout a distance de I'épisode aigué.

Virémie: sang total pour les infections post-virémiques ®

ADENOVIRUS
CMV, Varicelle, Rougeole




‘ Outils du Diagnostic virologique

O

Recherche d’antigenes viraux
Culture cellulaire
Méthodes moléculaires




‘ Outils du Diagnostic virologique

2D/ + + , -5 |
Par IF: méthode de choix pour % @ -9 .@
un peu moins adaptée pour $ 9
inopéerante pour% 9B 9
non disponible pour :
# 1@ , % @-9 9%
@-9 %

nécessaire pour% 9 B

Intérét epidemiologique: caracterisation des souches
@- E K
nécessaire pour Adenov




3D %"/ H%"[ %"/

Indispensable pour la détection des %

9 9 .@( @-




Résultats virologiques

$ %,
.%Q@MQ,

9 J, 9 9R 97 | Q
<3 <3 <3




