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> Les entérovirus (Picornaviridae) sont des agents
infectieux communs divisés en 4 espéces (enté-
rovirus humains, espéces A a D) qui regroupent
actuellement 108 sérotypes. Ces virus non enve-
loppés a ARN simple brin de polarité positive, tres
résistants dans le milieu extérieur, se transmet-
tent principalement par voie fécale-orale mais
également par voie aérienne. Méme si la grande
majorité des infections a entérovirus est asymp-
tomatique, ces pathogenes ubiquitaires sont res-
ponsables de syndromes infectieux incluant des
infections des voies respiratoires hautes (sinu-
sites, pharyngites, otites) ou basses (pneumo-
nies, bronchiolites ou exacerbation de I"asthme
infantile). Des travaux récents indiquent que
les entérovirus seraient la troisieme cause virale
de bronchiolite chez les enfants dgés de 1 a 12
mois. Par ailleurs, des cas sporadiques et parfois
mortels de pneumonies dues au virus coxsackie
Al (CV-Al6), a I’entérovirus 71 (EV-71) et & un
nouveau génotype d’entérovirus (EV-104) ont été
décrits et montrent la capacité des entérovirus
humains des especes A a C a induire des infec-
tions respiratoires basses séveres. Les données
épidémiologiques actuelles ainsi que la capa-
cité d’évolution génétique rapide des souches
d’entérovirus montrent que ces virus ont un fort
potentiel d’émergence en tant que pathogénes
humains. Elles soulignent la nécessité de déve-
lopper de nouvelles stratégies préventives, dia-
gnostiques et thérapeutiques pour lutter contre
les infections pédiatriques respiratoires par les

M/S n® 11, vol. 25, novembre 2009

Entérovirus non
poliomyélitiques
et pathologies
respiratoires

Laurent Andréoletti, Fanny Renois,
Jérome Jacques, Nicolas Lévéque

Laboratoire de virologie
médicale et moléculaire,
Centre hospitalier universitaire
de Reims ; EA-4303/IFR 53,
51100 Reims France.

CHU et Faculté de médecine,
avenue du Général Koenig,
51092 Reims Cedex, France.
landreoletti@chu-reims.fr

Des agents infectieux
communs en pathologie humaine

Les entérovirus (Picornaviridae) sont trés communs en
médecine humaine et sont responsables d’environ un
milliard d’infections chaque année dans le monde [1,
2]. Le genre entérovirus de la famille des Picornaviridae
est constitué de petits virus non enveloppés a ARN sim-
ple brin de polarité positive [2]. Il comprend actuelle-
ment 108 sérotypes pathogenes pour ’homme, répartis
en 4 especes notées de A a D. Leur classification est en
permanente évolution grdce a I’apport des outils molé-
culaires [3, 4] (Figure 1). Dans cette classification, le
genre entérovirus regroupe les trois sérotypes de polio-
virus (PV1-3), les coxsackievirus A et B (CV-A et CV-B),
les entérovirus (EV) et les échovirus (€) [2, 5, 6].

Méme si la majorité des infections a entérovirus est
asymptomatique (90 % des cas), ces pathogénes ubi-
quitaires sont responsables de syndromes infectieux
variés dont le pronostic dépend de la dose infectieuse,
de I'organe cible, de I’age, du sexe et du statut immu-
nitaire de I’individu [7] (Figure I, Tableau ). Comme
tous les virus a ARN, les entérovirus évoluent au niveau
génétique au cours de leur circulation et au cours du
temps. Deux phénomenes distincts sont impliqués dans
I’évolution génétique des entérovirus: les mutations
ponctuelles dues aux fréquentes erreurs de I’ARN poly-
mérase-ARN-dépendante du virus, et la recombinaison
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« Virus non enveloppés

« Capside : 4 protéines structurales : VP1-VP4
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correspondant a I’échange de grands fragments de matériel génétique
entre deux souches d’une méme espéece d’entérovirus au cours du cycle
de réplication. Ces deux mécanismes d’évolution permettent au virus de
s’adapter aux modifications de I’environnement et aux diverses pres-
sions de sélection rencontrées au cours de I'infection. Cette évolution
génétique est en relation directe avec leur virulence, mais aussi avec
leur tropisme tissulaire et donc avec leur pouvoir pathogéne [8, 9].

Tropisme tissulaire et données cliniques

Les infections a entérovirus sont ainsi responsables de pathologies
neurologiques, cardiaques, musculaires, cutanées et muqueuses mais
également d’infections respiratoires hautes (rhinites, laryngites,
pharyngites) et basses (bronchites, pneumonies, bronchiolites) ainsi
que d’infections néonatales [1] (Tableau I). Plusieurs facteurs tels
que la voie d’inoculation, les récepteurs et corécepteurs de surface,
des facteurs protéiques cellulaires spécifiques et indispensables a la
réplication virale ainsi que certains éléments du génome viral peuvent
expliquer le tropisme et la spécificité des entérovirus pour certai-
nes cellules cibles [2]. Le tropisme viral, et donc les organes cibles
infectés, varient en fonction du sous-groupe (virus coxsackie A et B,
échovirus, poliovirus), des sérotypes mais aussi des caractéristiques
génétiques de la souche virale [2, 7]. De plus, dans un certain nombre
de cas dont I'incidence reste a déterminer, une infection aigué a enté-
rovirus peut évoluer vers une infection de type persistant responsable
de pathologies chroniques telles que des myocardites, méningites,
paralysies flasques ou myalgies (Figure ).

Données épidémiologiques

Les entérovirus sont présents dans toutes les régions du monde.
LUhomme est le seul hote et réservoir naturel des entérovirus impli-
qués en pathologie humaine [10]. Leur mode de transmission est
principalement de type fécal-oral via les mains sales, des objets
ou des aliments souillés par la salive ou les matieres fécales, ce qui
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speces du genre Entérovirus
(clusters A a D)

explique une prévalence élevée des infections pendant
la petite enfance. La voie aérienne semble également
avoir un impact important dans la transmission des
entérovirus via la dispersion de gouttelettes rhino-
pharyngées contaminant I’épithélium respiratoire et
conjonctival. Ce mode de transmission pourrait étre
privilégié par les souches d’entérovirus a tropisme
respiratoire [11-13].

Dans les pays tempérés ol le niveau sanitaire est élevé,
les infections a entérovirus peuvent étre sporadiques
mais elles évoluent volontiers sur un mode épidémique,
voire pandémique durant les périodes estivo-autom-
nales [10]. Durant ces phases épidémiques, plusieurs
sérotypes d’entérovirus circulent en méme temps.
Dans les pays en voie de développement, les infec-
tions a entérovirus sont endémiques. Une transmission
nosocomiale a également été rapportée, notamment
pour les virus coxsackie B (CV-B) et I"échovirus 11
(€-11); elle est particuliérement redoutable chez le
nouveau-né [14]. €n France, un réseau sentinelle a
été créé en janvier 2000 : il surveille et documente la
circulation des entérovirus chez I’homme et dans I'en-
vironnement dans le contexte mondial d’éradication
des poliovirus. Au cours des années 2000 a 2004, le
réseau de surveillance des entérovirus (RSE) a étudié
I’épidémiologie des infections a entérovirus en France
en analysant 192 598 prélevements dont 70 330 pré-
levements respiratoires: 2,2 % ont révélé la présence
d’un entérovirus [15] (Figure 2). Les enfants de moins
de 1 an ont été les plus touchés [15] (Figure 2). lI
existait une prédominance masculine avec un sex
ratio de 1,5 (H/F). Bien que les entérovirus soient des
virus tout a fait communs et ne soient pas considérés



Tableau I. Réle des entérovirus (EV) en

Un milliard d’infections humaines par an dans le monde

pathologie humaine.

Infections asymptomatiques 90 % ; symptomatiques 10 %

de pandémies dont la derniéere a débuté
en Corée du sud au cours de I'été 2002

7

touchant plus d’un million d’individus

« Neurologiques
« Cardiovasculaires
« Cutanéo-muqueuses
» Musculaires
Virus coxsackie B

- Digestives
Virus coxsackie B, échovirus

et entérovirus 104

Pathologies aigués : infections classiques

Poliovirus, virus coxsackie A, échovirus
Virus coxsackie B, virus coxsackie A, échovirus

Virus coxsackie B, virus coxsackie A, entérovirus 71

« Respiratoires (hautes et basses)
Virus coxsackie A, virus coxsackie B, échovirus, entérovirus 68-71

et entrafnant la fermeture des écoles et
la paralysie du pays pendant plusieurs
jours [18, 19]. La campagne d’éradica-
tion des poliovirus lancée en 1988 laisse
une place vacante dans I’étiologie des
paralysies flasques aigués que d’autres
sérotypes d’entérovirus anciens (EV-71,
CV-A24, €-11) et «nouveaux » (EV-93
et €V-94) ont en partie occupée [20].
Enfin, la découverte récente d’un nou-
veau sérotype d’entérovirus responsa-
ble d’infections respiratoires pose la
question de I’émergence possible de

f

«nouveaux » entérovirus a tropisme
respiratoire capables de diffuser de

« Myocardite chronique

« Cardiomyopathie dilatée

Virus coxsackie B, échovirus

Poliovirus 1-3

Pathologies chroniques : infections persistantes

Virus coxsackie B, virus coxsackie A, échovirus

Virus coxsackie B, virus coxsackie A, échovirus
+ Diabéte insulino-dépendant

- Syndrome post-poliomyélitique

facon épidémique et qui viendraient
bouleverser I’épidémiologie actuelle des
entérovirus [21-22].

Les entérovirus a tropisme
respiratoire : quelle épidémiologie,
quelles souches pour quel impact
en pathologie humaine ?

comme des pathogenes émergents, de nombreux séro-
types circulent : leur incidence est différente chaque
année et la prévalence d’un sérotype donné peut étre
compléetement modifiée d’une année a I'autre. Diffé-
rents sérotypes d’entérovirus ont ainsi été associés a
I"’émergence de maladies spécifiques ayant un impact
majeur sur la santé publique. Cest le cas de I’entéro-
virus 71 dans des épidémies de syndrome pieds-mains-
bouche! associées a des complications neurologiques
a Taiwan en 1998 et en Chine en 2008 [16, 17]. La
conjonctivite aigué hémorragique, décrite pour la pre-
miere fois au début des années 1970 avec la découverte
de I"entérovirus 70 (€V-70) et d’un variant antigénique
du coxsackievirus A24 (CVA-24v), évolue sous la forme

! Le syndrome pieds-mains-bouche touche surtout les jeunes enfants, mais peut se
manifester a tout dge. Les flambées sont plus courantes pendant I’été et I'automne.
Il associe a un syndrome grippal de petits ulcéres douloureux dans la bouche et une
éruption cutanée surmontée de petites vésicules sur les mains, les pieds et parfois
ailleurs sur le corps.
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Les entérovirus peuvent induire des

pathologies respiratoires non spécifi-
ques chez les enfants ou les adultes (voir ci-dessus) [23]. Différentes
especes (de A a C), sous-groupes et sérotypes d’entérovirus incluant
les EV-68 et 71, les virus CV-A 9, 16, 21, CV-B2 et CV-B4 et les €-9 et
€-11 ainsi que le nouveau génotype €V-104 ont été détectés dans des
échantillons naso-pharyngés, des aspirations trachéales, des lavages
broncho-alvéolaires ou des tissus pulmonaires. Ils ont été identifiés
par des méthodes moléculaires ou en culture cellulaire et leur respon-
sabilité dans des broncho-pneumonies graves voire mortelles [2, 24]
a été confirmée.
Plusieurs études de cohortes incluant des nourrissons ou des jeunes
enfants hospitalisés pour une bronchiolite ou un asthme exacerbé
ont identifié par RT-PCR la présence du génome des entérovirus dans
8 a 25 % des échantillons respiratoires prélevés [11, 23, 25, 26]. Les
entérovirus représenteraient donc, apres le VRS (virus respiratoire syn-
cytial) et les rhinovirus, le troisiéme agent étiologique de la bronchio-
lite chez I"’enfant de 3 mois a 1 an, et le premier chez I’enfant de plus
d’un an [23]. Les signes cliniques de la bronchiolite a entérovirus et
de I'infection a VRS sont semblables, et ils entrainent la méme durée
d’hospitalisation [27]. Par ailleurs, deux études ont mis en évidence la

923



924

A B
Nombre de cas

300 g 35 -
250 3 30
S 3
200 %%
° 3 90
150 g
S .2 15 -
100 T
Q C
50 A A A A\ e 5.
-2
WW\JV E o . . . ] . A
$01514 527 S40 SO01 S14 527 S40 SO1 S14S 27540 S01514 527 S40 SO1 S14 527 S40 =

<lan 1-4ans 5-14 15-24 25-49 >50ans

2000 2001 2002 2003 2004 ans  ans  ans
Age
C Cv-A24 (n=10) g D
cv-B1 ©V-B2 cy-a16 (n=10) 2 ,00-
_(n=81)(n=81) £v-71 (n=8) £-30 B 80 . E-11
o €1 (n=89) _com (n=639) g Ll m CV-B5
-9 (n=103) £160- 6
CV-B4 (n=115) £ 140+ m £-13
€-11 =120 - _
(n=170) ﬁ 100+ "
3 30.-
CV-B5 S 0.
(n=184) 2 40
3
€-13 g 2] I —
€-6 » 2 0 . . ; ; .
(n2303) (n=445) S <lan l-dans 5-14 15-24 25-49 >50ans
ans ans ans
Age

Figure 2. Epidémiologie générale des infections par les entérovirus (EV) humains en France entre 2000 et 2004 [16]. A. Saisonnalité des infections
a entérovirus. Elles évoluent toute I’année, y compris en hiver, sur un fond endémique avec un pic épidémique généralement observé entre mai
respondant au mois de juillet). Les années suivantes, on observe une augmentation estivale du nombre des cas (pic autour de la 27¢ semaine),
avec une diminution lente au cours de "automne sauf en 2004 ou a été observé un pic automnal identique lors de la semaine 43. B. Distribution
par tranches d’dge des diagnostics virologiques d’infection a entérovirus réalisés par culture cellulaire et RT-PCR. Les enfants de moins de 1 an
constituent la tranche d’dge la plus touchée par les infections a entérovirus (sex ratio = 1,5). C. Distribution des différents sérotypes d’entérovirus
isolés par culture cellulaire classique (total n=2757) et identifiés par séroneutralisation entre 2000 et 2004 en France. Seuls les dix principaux
entérovirus non poliovirus ayant circulé chez ’lhomme sont notés sur ce diagramme ainsi que les CV-Al6, CV-A24 et ’EV-71 qui ont été récemment
responsables d’épidémies ponctuelles dans des pays en voie de développement. Ces différents sérotypes d’entérovirus ont circulé sur tout le ter-
ritoire national sans aucune spécificité régionale. Toutes les souches identifiées pendant cette période appartenaient a "espece B des entérovirus
humains [HEV-B] & I"exception des CV-AL6 (n = 10) et CV-A24 (n = 10) [HEV-C] et I’EV-71 (n = 8) [HEV-A]. D. Répartition par tranches d’dge des
5 principaux sérotypes d’entérovirus isolés entre 2000 et 2004 en France. Les sérotypes incriminés étaient trés variables en fonction de I'dge; la
majorité des sérotypes étaient isolés, le plus souvent chez des enfants de moins d’un an, a I’exception de I’échovirus 30 retrouvé chez les enfants
plus dgés (classe d’dge de 5 a 14 ans).

présence du génome des entérovirus dans 10 a 21,5 % des cas d’exa-  d’identifier un nouveau génotype d’€V respiratoire (EV-
cerbation d’asthme infantile, placant ainsi les entérovirus en deuxieme ~ 104) appartenant a I’espéce C et responsable de cas
position des agents étiologiques incriminés [25-26] (Tableau I1). Trés ~ d’otites ou de pneumonies chez 8 enfants [21, 22]. II
récemment, une étude suisse a été réalisée a partir de plusieurs cohor-  est donc probable que d’autres sérotypes ou génotypes
tes d’enfants, hospitalisés ou non, souffrant d’infections respiratoires ~ d’entérovirus a tropisme respiratoire existent, qui ne
hautes et basses; elle a permis de déterminer, grace a une RT-PCR  sont pas détectables par les techniques virologiques
générique détectant également des rhinovirus et des entérovirus, conventionnelles et restent donc non identifiés a ce jour
une prévalence de 2,5% des €V parmi 1592 échantillons testés, et (Tableau Il).

M/S n® 11, vol. 25, novembre 2009



S3NA3Y

3S3HLNAS

*|p13AouAs a11030a1dsal

STUIA © GYA "9PN3IP 33332 SUDP S3IUIN04 UOU SIJULOP : - "34103DNGWID U3 SA3|24d $51|DIIASOY UOU SIUDJUD : 5 "3[13UDJUI 331|01YDUOI] : § "BWYISD,P 3SHD 3P UOIIDGI3IDX3 & i *(6002-G66T 24NIDII}| D] 3P S3U

-UOp) awWy3sp,p U0I3DGI2IDX3,P NO 331jo1ydu0.q 3p Jupifjnos spupjud sap zaya s3s1paJ sUaWaAR)94d sap supp sa4103pJ)dsas xnpJia sauad3oyynd s243nD 33 SNIIA0IIIU3 SIP U01II3IP SP 3DUBJDAYI “[] ND3)qDL

1L

(12) vrve

(98) 201

(19) 22

(62) 88

(§2L) 881

(88) 852

(v1) 29

(28) 801

(LL) 922

(%)
sji3isod
sjuaw
-aA3)24d

I°30L

g's

(¢°2) 292

(1

@1

) v

(9) 11

(s2) L

(0o

(9) L

(L) 12

apzuanjjuj

£y 5
(1) 951 -
(e) v (2) ¢
(8) ¢ (81) 02
(501 (0) 0
(9) st 1y
(gD 11 (0)0
(8%) 9 (8%) 9
- (s1) 8¢
iy o

L'

(5°0) 6

(@) ¢

(¢1) 9

(L1) 61

(@) ¢

(9) L1

(0)o

(v) s

(L) 12

apzuanjjul
-DJDd

7'6

(o1) g1

(1) £

(e1) ¥1

(v) 8

(r) ¢t

snJinownaud
-DP3I3W

(%) sn4in and aa131sod uo132239p Bp aiquioN

101

(5) £82

(9)9

(X

(1

(6) L1

(se) 2L

(e1) 01

(8°6) e1

(5‘12) £9

SNJIA
-0423u3

v're

(6°2) sg¢

(s2) 0¢

(19) v1

(s2) 92

(12) 0¥

(y2) 1L

(61) 91

(L) 29

(L'82) ¥8

SNJIA
-ouyy

162

(9°11)
6781

(¢v) 8§

(S1) L1

(0g) 85

(22) 08

(9°s9)
14

(12) 8¢
(1')

¢l

SHA

4V

qv

a13o0joyangd

U0139233P 3P
sagnjuaainod sap auuakoly

[22] (8002)

GIRO * 60611 .

1D 32 sanbop(
‘ ‘ [15] (8002)
7eRvo 611 10 33 kg0
5 [05] (800¢2) ‘P
TR0 i 39 zan3uiwo(
[22] (8002)
tRo * L61 "1 32 Aow3ay
[6v] (9002)
A dl "] 33 sanbop(
‘ [£2] (¥002)
91R G20 £6¢ 10 35 330
a [11] (0002) P
yIRE0 78 32 13)02:1puy
I (s3uawanl|p.d z¢1) [92] (6661)
: G/ 1D 38 yanwikauy
_— (s3uswang|aid z67) [2] (S661)
’ * 80T ‘b 32 uojsuyof
(3uun) sjuanod ap (@2uun)

a3p,p -
mo.._o.u...u..._. a4qwoN sinajny

925

M/S n® 11, vol. 25, novembre 2009




926

Au cours d’une étude clinico-épidémiologique considérant 252 cas
d’infections pédiatriques a €V diagnostiquées chez 11 509 enfants
entre 1999 et 2005 [27], analyse phylogénétique du géne codant
la protéine de capside virale 1 (VP1) a révélé la circulation conco-
mitante ou successive de souches distinctes d’€V a tropisme res-
piratoire. Ces résultats démontrent que les infections des voies
respiratoires représentent 30 % des cas d’infections pédiatriques
a entérovirus. De plus, la circulation de souches génétiquement
distinctes d’€V suggere la possibilité d’infections respiratoires
répétées pendant la méme saison épidémique, et laisse supposer
I’existence de mécanismes de recombinaison génétique entre des
souches d’€V au sein des espéces A et B [27]. De plus, ces don-
nées épidémiologiques indiquent que les pathologies respiratoires
liées @ un entérovirus sont diagnostiquées principalement durant
la période allant du printemps & I’automne (Figure 3). Il est inté-
ressant de noter que les taux annuels d’infections respiratoires a
entérovirus ont significativement diminué au cours des années 2000
et 2005 marquées par deux épidémies importantes de méningites
aseptiques dues aux €-13 et €-30 [28]. Le taux annuel des infec-
tions respiratoires a entérovirus pourrait donc considérablement
diminuer lors de I’émergence de souches a fort potentiel neurotrope
(Figure 3).

A Vinstar des rhinovirus humains, les entérovirus (identifiés par
culture cellulaire ou RT-PCR) peuvent également étre détectés dans
le nasopharynx d’enfants ou d’adultes sans symptomes respira-
toires [25, 29]. Une étude finlandaise réalisée chez I'enfant entre
octobre 1999 et mars 2000 a démontré la présence du génome des
entérovirus dans 11 % des cas [29]. Néanmoins, tous les enfants
sauf un avaient présenté au cours des jours précédant le préléevement
un épisode d’infection respiratoire [29]. Chez I'adulte, une étude
similaire a évalué le taux de portage asymptomatique a 10,5 % [25].
Par conséquent, il sera d’un intérét majeur d’évaluer la charge virale
des entérovirus par RT-PCR quantitative en temps réel dans des
échantillons nasopharyngés d’enfants, ayant ou non des symptomes
respiratoires. €n utilisant ces approches de maniere plus prospective,
il serait possible de déterminer chez des nourrissons ayant des mala-
dies respiratoires le seuil des niveaux d’ARN a partir duquel I'infection
a entérovirus se manifeste cliniquement. €n outre, I’utilisation de
ces méthodes quantitatives de détection des entérovirus permettra
d’améliorer le suivi des nourrissons et des patients adultes atteints
de pathologies respiratoires a entérovirus, en réduisant les inter-
ventions diagnostiques et thérapeutiques et en limitant les risques
de potentielles infections nosocomiales a entérovirus au cours des
hospitalisations [30].

Les infections respiratoires a entérovirus semblent courantes chez
les sujets immunodéprimés, mais leur prévalence exacte et leurs
conséquences cliniques doivent encore étre précisées [31]. Ainsi,
dans une série de 18 cas d’adultes ayant recu une greffe de moelle
osseuse, trois patients ont développé une pneumonie a entérovirus
dont un est décédé [31]. Aucune donnée de la littérature ne rap-
porte d’autres cas d’infections respiratoires a entérovirus chez les
sujets immunodéprimés dans le cadre de greffes d’organes solides.
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Physiopathologie des infections
respiratoires par les entérovirus humains

Les données in vitro

Les données existantes sur I'infection des cellules épi-
théliales de I'arbre respiratoire par des Picornavirus ont
été principalement obtenues grdce aux rhinovirus qui
sont structurellement et génétiquement les agents viraux
les plus proches des entérovirus humains [4]. Le modeéle
est le suivant: I'infection virale déclenche la migration
vers les voies respiratoires et I’activation locale de
cellules inflammatoires - lymphocytes, polynucléaires
neutrophiles et éosinophiles [32]. Ces cellules ont été
détectées dans des échantillons nasaux ou bronchiques
de patients souffrant de bronchiolite ou d’épisodes
d’exacerbation d’asthme associés a une infection a
rhinovirus [33, 34]. Au cours de infection par les rhino-
virus humains, les cellules épithéliales respiratoires syn-
thétisent et sécretent des cytokines et des chimiokines
pro-inflammatoires telles que I'interleukine 8 (IL-8),
I"ENA-78 (epithelial neutrophil attractant-78), I'IP-10
(IFN-gamma-inducible protein 10), RANTES (regulated
upon activation, normal T cell expressed and secreted)
et MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) [32,
35-37]. Ces molécules sont chimio-attractantes pour les
polynucléaires neutrophiles, les éosinophiles, les mono-
cytes, macrophages et les lymphocytes [32, 33]. Une fois
attirés au site de I'infection, les macrophages s’infectent
et sécretent a leur tour MCP-1 et IP-10 [36-38]. De plus,
les lymphocytes T activés recrutés par IP-10 synthéti-
sent I'IL-17A qui potentialise I"augmentation d’IL-8 et
d’ENA-78; ils synthétisent également HBD-2 (human
beta-defensin 2), dont I’action chimio-attractante sur
les cellules dendritiques immatures et les lymphocytes
T mémoires est connue [39]. Si ces études ont permis
une meilleure compréhension des mécanismes impliqués
dans la mise en place de la réponse inflammatoire de
I’épithélium infecté par les rhinovirus humains, on ne sait
rien a ce jour des altérations induites dans les cellules
respiratoires épithéliales par les entérovirus.

€tudes in vivo

Dans la plupart des infections expérimentales réalisées
chez des souris BALB/c, I'inoculation se fait par voie intra-
péritonéale ou orale, mais paradoxalement jamais par
voie aérienne [40, 41]. De maniére intéressante, Harrath
et ses collaborateurs ont démontré en 2004 la présence
de coxsackievirus B3 dans les poumons de souris BALB/c
infectées par voie orale [40]. Cette détection (apres
culture cellulaire) du virus réplicatif était positive dés
24 heures apres I'infection et jusqu’a 30 jours apres I'in-
gestion du virus. €n comparaison, dans une autre étude
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réalisée en 2000 dans laquelle des souris SWR avaient été
infectées par voie intrapéritonéale, I'infection du poumon
n’était plus détectable par RT-PCR dés 14 jours aprés
Pinoculation [41]. Ces deux études démontrent que, chez
la souris immunocompétente, les tissus pulmonaires peu-
vent étre infectés de maniére aigué et/ou chronique par
des entérovirus humains [40, 41]. Il apparait nécessaire
maintenant de développer un modele murin d’infection
par voie aérienne (instillation du virus par voie intrana-
sale), ce qui permettrait I'étude in vivo des mécanismes
physiopathologiques développés au cours d’une infection
par des entérovirus pneumotropes d’origine humaine.

Trés récemment, une équipe anglosaxonne a mis au point
et évalué un modele de souris BALB/c génétiquement
modifiées de fagon a exprimer des récepteurs ICAM-1
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(intercellular adhesion molecule-1) chimériques homme-souris. L'ex-
pression de ces récepteurs a permis I'infection pulmonaire de ces souris
par des rhinovirus humains inoculés par voie intranasale [42]. Ce modéle
murin permettra de mieux appréhender les mécanismes inflammatoires
développés chez I’hGte au cours des infections respiratoires basses par
les picornavirus humains. Comme les coxsackievirus A utilisent égale-
ment les récepteurs ICAM-1 pour entrer dans la cellule cible respira-
toire, on pourrait envisager de développer un modele proche pour des
infections respiratoires basses par les entérovirus [43].

Prévention et traitement
des infections respiratoires par les entérovirus humains

Si beaucoup de connaissances ont été accumulées au cours de ces
vingt derniéres années sur les infections humaines par les entéro-
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virus, peu de progres ont été faits en revanche dans la conception
de molécules antivirales spécifiques ou de stratégies vaccinales
validées et utilisables en pratique clinique, en particulier dans le cas
d’infections respiratoires [44].

Stratégies vaccinales

La vaccination contre les souches d’entérovirus non poliomyéliti-
ques semble prometteuse. Malheureusement, les essais vaccinaux
sont peu nombreux et leurs résultats peu probants. Les résultats les
plus encourageants sont le fait d’un essai d’immunisation par deux
injections intramusculaires successives d’un clone pCMV-VP1 [45],
puisque 72,2 % des souris survivent 4 semaines apres ’infection
par un virus coxsackie B3 (CVB-3). Néanmoins, un deuxiéme essai
dans lequel I'injection d’un plasmide contenant les génes codant
les protéines de capside VP3 et VP4 est suivie d’une infection par un
virus coxsackie B3 a donné des résultats beaucoup moins probants
en termes de durée de survie chez ’animal. Ceci pourrait s’expliquer
par une réponse immunitaire a médiation cellulaire d’intensité plus
faible que celle induite lors du premier essai par la protéine de cap-
side VP1. Récemment, une stratégie d’immunisation prometteuse a
été testée: elle utilise un vecteur viral recombinant capable d’ex-
primer a la fois une cytokine telle que "IFN-y et une protéine virale
de surface induisant ainsi une immunisation a long terme contre les
épitopes immunogeénes viraux [46].

Molécules antivirales

Les composés de type WIN? qui se fixent au niveau d’une dépression
de la capside virale appelée canyon sont capables d’inhiber soit
I’attachement du virus a son récepteur cellulaire (rhinovirus) soit le
phénomene de décapsidation du génome viral (entérovirus). Parmi
ces composés, le pléconaril a été évalué jusqu'a I’étape des essais
cliniques de phase Il dans des cas de méningites. Cependant, pour
des raisons de sécurité d’utilisation - toxicité hépatique, interfé-
rences médicamenteuses notamment avec les contraceptifs oraux-,
et parce qu’elle n’était pas active contre les €V-71, cette molécule
n’a finalement pas été commercialisée [46]. D’autres dérivés de
type WIN sont en cours d’évaluation ainsi que des inhibiteurs de la
protéase 2C ou de la polymérase 3D [44]. Une future stratégie thé-
rapeutique d’intérét pourrait étre d’agir directement sur la cellule
en bloquant les voies d’endocytose [47]. Lutilisation d’ARN inter-
férents permettrait de moduler I’expression de molécules de surface
(récepteurs et corécepteurs des £V) et de kinases cellulaires inter-
venant dans la régulation des voies d’endocytose. Les derniers résul-
tats présentés par I’équipe d’Ari Hélénius (Swiss Federal Institute of
Technology, Ziirich) suggérent ainsi que I"association d’un premier
siARN modulant I’expression d’une molécule clef dans I’entrée de
la souche virale et d’un second capable de bloquer I"expression
d’une molécule cellulaire clef dans la réplication des entérovirus
permettrait de bloquer efficacement I’infection virale [48].

% Composés développés initialement par I’Institut de recherche Sterling-Winthrop.
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Conclusion

L’ensemble des données cliniques et épidémiologiques
actuelles indique que les entérovirus sont fréquem-
ment responsables, du printemps jusqu’a I’automne,
de pathologies respiratoires hautes et basses (bron-
chiolites, pneumonies, exacerbation de I’asthme) chez
I’enfant et I'adulte immunocompétents dans les pays
développés. S’il apparalt important de développer de
nouvelles stratégies diagnostiques et thérapeutiques
pour lutter contre les infections respiratoires par ces
virus humains communs, celles-ci ne pourront aboutir
sans que des études cliniques prospectives, mais aussi
expérimentales dans de futurs modeles murins, aient
été réalisées. Elles permettront d’identifier au niveau
de la muqueuse des voies respiratoires les différents
parameétres histopathologiques de I'inflammation ainsi
que le type de réponse immunitaire induite par les
entérovirus humains, préalable a la conception d’outils
thérapeutiques efficaces. ¢

SUMMARY

Human enteroviruses and respiratory infections
Enteroviruses (€V) (Picornaviridae) are common infec-
tious agents divided into 4 species, including 108
serotypes and responsible for a wide range of human
pathologies including upper and lower respiratory tract
infections occurring in adults and infants. Recent clini-
cal studies indicated that these viruses are considered
as the third etiological cause of bronchiolitis in young
infants aged 1-12 months. Moreover, several clinical
case studies reported the etiological role of the coxsac-
kievirus Al6 (CV-Al16), the enterovirus 71 (EV-71) and
of a newly discovered genotype (€V-104) in the deve-
lopment of acute or fatal pneumonia indicating that €V
belonging to species A to C can be responsible for severe
lower respiratory tract infections in immunocompetent
infants or adults. Taking into account these recent epi-
demiological and clinical data and because of frequent
mutations and intra-species enteroviral RNA genomic
recombination events, the €V respiratory strains have to
be considered as potential agents of further emerging
infectious diseases in human populations. ¢
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B Atelier de formation n° 201

Vecteurs lentiviraux :
outils pour la recherche fondamentale et thérapeutique

Orgcmisuteurs : Els Verhoeyen (Inserm U758, Virologie humaine, ENS de Lyon), Tuan Nguyen (Inserm U948, Biothérapies hépatiques,
Nantes), Emmanuel Payen (Inserm U692, Thérapie génique et controle de I’expansion cellulaire, CEA Fontenay aux Roses).

Phase | ¢ Le point sur...
3-5 mars 2010 e Saint-Raphaél

Obiectifs = Les vecteurs lentiviraux sont des outils moléculaires puissants, permettant de transférer de maniére stable et efficace une
séquence nucléique (géne, ADNc, Sh/miARN) non seulement dans des lignées cellulaires mais aussi et surtout dans des cellules primaires
difficilement transfectables comme le sont les cellules souches. Ce systéme de transfert est utilisé dans beaucoup de domaines de recherche,
que ce soit fondamentaux ou cliniques. Les applications sont multiples et I'utilisation de ces vecteurs s’est progressivement étendue aux
champs de la thérapie génique, de I'immunothérapie, de la vaccinologie, de la transgenése et de la virologie. Dix ans seulement aprés
leur description, les vecteurs lentiviraux sont entrés en phase clinique dans trois essais de phase /11, tous localisés en France. Les résultats
préliminaires sont déja prometteurs, notamment pour le traitement de I’adrénoleucodystrophie et des hémoglobinopathies.

L’atelier a pour objectif de donner les notions de base nécessaires a la compréhension de la vectorologie lentivirale et de faire le point sur
les améliorations apportées ces dernieres années ainsi que sur les applications potentielles, que ce soit dans les domaines de la recherche
fondamentale, appliquée ou clinique. Plusieurs themes seront abordés dont la conception et la production des vecteurs mais aussi les risques
et exigences liés a leur manipulation.

Public ® Chercheurs en biologie, techniciens, ingénieurs, étudiants doctorants et post-doctorants du milieu académique et des secteurs
pharmaceutiques et biotechnologiques privés. Toute personne qui souhaite découvrir un outil performant de transfert de géne, approfondir
ses connaissances, produire ou faire produire un vecteur lentiviral ou qui veut développer un projet incluant Iutilisation de ces vecteurs. Les
conférences et les supports de présentation seront en anglais.

Nombre maximum de participants : 80

Programme ® La premiere partie sera consacrée a I’acquisition des notions de base de la technologie lentivirale. Nous donnerons ensuite des
informations détaillées et précises sur les types de vecteurs décrits (origine animale, pseudotypage), sur leur mode de production et de titration
ainsi que sur les méthodes de controle qualité (détection des particules recombinantes). Une partie importante du programme sera consacrée a
la description des utilisations possibles des vecteurs lentiviraux en recherche fondamentale. Nous aborderons plusieurs thématiques dont la trans-
geneése et la répression de I’expression génique (sh/miARN). Nous présenterons par ailleurs les avancées les plus récentes intéressant la recherche
appliquée dont celles concernant I'intégration ciblée, les vecteurs défectifs pour I'intégration et 'immunothérapie. Enfin, nous discuterons de I'essai
clinique visant & traiter I’adrénoleucodystrophie par transplantation de cellules souches hématopoiétiques modifiées avec un vecteur lentiviral.
Une session de poster permettra aux participants d’expliquer leur intérét pour la technologie lentivirale et de discuter avec les participants,
les organisateurs et les orateurs/experts dans le domaine. Une table ronde, organisée autour du theme « vecteurs lentiviraux, concepts et
réalité », permettra d’approfondir les sujets sur lesquels les participants souhaitent avoir de plus amples informations. Enfin, nous ferons le
point sur les plateformes de production disponibles en France et nous discuterons des aspects Iégislatifs et éthiques.

Phase Il ® Maitrise technique
8-12 mars 2010  EVIR (Dr Cosset), U758, Human Virology, ENS de Lyon, Lyon

Programme ® |e stage pratique a pour objectif de permettre aux participants de maitriser I’aspect production des vecteurs lentiviraux
dérivés du VIH-1 et pseudotypés avec la protéine d’enveloppe VSV-G. Au cours de ce stage, les cellules productrices seront préparées,
transfectées et le surnageant viral sera récolté. Les participants apprendront & purifier les vecteurs par chromatographie, a les concentrer
par ultracentrifugation et a les titrer par différentes méthodes (PCR quantitative, cytométrie, tests immunologiques). A toutes les étapes, nous
mettrons I’accent sur les aspects de biosécurité de la manipulation des vecteurs lentiviraux.

Sélection ® Huit personnes seront sélectionnées parmi celles ayant participé a la phase I.

Avec la parﬁcipaﬁon de ¢ Ali saib (Paris, France), Muriel Audit (Evry, France), Jean-Christophe Pages (Tours, France), Didier Négre (Lyon,
France), Axel Schambach (Hannover, Germany), Els Verhoeyen/Frangois-Loic Cosset (Lyon, France), Didier Trono (Laussanne, Suisse), Anne
Galy (Evry, France), Luigi Naldini (Turino, ltaly), Rafael Yanez-Munoz (London, UK), Mary Collins (London, UK), Tuan Nguyen (Nantes,
France), Natalie Cartier (Paris, France).

Date limite d’inscription : 8 janvier 2010
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