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RAPPELS HISTORIQUES ET
BIBLIOGRAPHIQUES

1 GENERALITES

1.1 CLASSIFICATION

Les Adénovirus humains (HAdV) sont des virus appartenant au genre Mastadenovirus
de la famille des Adenoviridae. lls ont pour la 1% fois été involontairement isolés dans des
cellules adénoides humaines il y a maintenant plus de 60 ans (1).

Historiqguement, les méthodes immunologiques de séroneutralisation et
d’hémagglutination ont permis de classer les HAdV en 6 especes (A a F) regroupant un total
de 51 serotypes (2).

Cependant la méthode de classification est différente de nos jours, basée sur le
séquengage et 1’analyse phylogénétique de régions hypervariables (HVR) de certains genes du
virus. Le premier HAdV identifié de la sorte a également été classé dans une nouvelle espece
(G) et obtenu le génotype (non plus sérotype) numéro 52 (3). Par la suite, de nombreux
génotypes supplémentaires ont été identifiés, portant le nombre total de types (sérotypes et
génotypes) a 70 (4).

TABLE 1 Current spectrum of published human adenoviruses”

Species Types (serotypes/genotypes)
A 12,18, 31, 61
B 3,7,11, 14, 16, 21, 34, 35, 50, 55, 66

C 1,2,5,6,57

D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39,
42-49, 51, 53, 54, 56, 58-60, 63-67

E 4

F 40, 41

G 52

“ The HAAV species (A to G) and types (1 to 67) belonging to individual species are
indicated. While types 1 to 51 were identified by serotyping, all subsequently identified
types, indicated in italics (types 52 to 67), were identified by genomic sequencing and
computational analysis.

Figure 1 : Classification des HAdV
D’apres Lion T, 2014.
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1.2 STRUCTURE

Il s’agit d’un virus a ADN double-brin unique, non-enveloppé, résistant en milieu
extérieur et a capside icosaédrique (20 faces triangulaires, 30 arétes et 12 sommets) entourant
un complexe ADN-protéine (5). Cette capside est formée par un assemblage de trois protéines
majeures nommees hexon, penton base et fibre (6) . Chaque face triangulaire est formée d’un

assemblage d’hexons et chaque sommet par le penton base sur lequel est fixée la fibre.

CORE GAPSID
o v [ hexon
p—_—ll 1 W penton base
a X Illal
m Terminal IV ——= fibar
== DNA Vi &

VIl -

X v

FIG. 1. (A) A stylized section of the adenovirus virion, indicating the relative orientations of the protein components and the
viral DNA. The core and capsid proteins are listed separately. No actual planar slice through the virion would contain all these
components. (Adapted from Stewart and Burnett, 1993). (B) A 15-A resolution three-dimensional cryo-EM image reconstruction
of Ad5 viewed along the 3-fold axis of the icosahedral capsid (C. San Martin, 5.D. Fuller, and R.M. Bumett, unpublished re-
sults). The trimeric towers of hexon, the major coat protein, create the features visible on the facets. The fiber protrudes from
the penton base at each 5-fold vertex. Note that actual fibers are not straight and so their extremities are not related by the sym-
metry depicted in (A). Only a short portion of the long fiber is visible; the rest is washed out when averaged by the reconstruc-
tion process.

Figure 2 : Schéma de la structure de 1’adénovirus

D’apreés Rux et al., 2004.

2 ASPECTS CLINIQUES

2.1 MANIFESTATIONS GASTRO-INTESTINALES

Parmi les types d’infections pouvant étre causées par les HAdV il y a les infections
gastro-intestinales (IGI). Les HAdV sont la 2°™ cause la plus fréquente de gastro-entérites
aigués (GEA) chez I’enfant de moins de 2 ans derriére les rotavirus (7). Une symptomatologie
respiratoire peut étre également observee de facon concomitante dans 24,8 a 26,7% des cas

(8). Une étude taiwanaise sur une cohorte de 317 enfants hospitalisés atteints d’affection des
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voies respiratoires (AVR) a HAdV cite des symptdmes gastro-intestinaux (Gl) classiques
comme la diarrhée (25%), le vomissement (22%) et la douleur abdominale (19%).

De rares cas publiés décrivent des complications de type hépatite (9), pancréatite (10),
cholécystite (11) et colite hémorragique (12).

Les HAdV de types 40, 41 (espece F) et 52 (espéce G) seraient exclusivement a
tropisme Gl (2).

2.2 ATTEINTES RESPIRATOIRES

Les signes cliniques généralement présents dans ces atteintes respiratoires sont la
fievre, la pharyngite, I’lamygdalite ainsi que la toux (13). 20% des cas d’AVR & HAdV chez le
jeune enfant (en particulier chez le nouveau-né et le nourrisson) se compliquent d’une
pneumonie. Toutefois des cas de déces faisant suite & une pneumonie ont été décrits chez
I’immunocompétent (IC) de tout age (14), avec une mortalité associée dépassant parfois les
50% (15) contre 73% pour la pneumonie de I’'immunodéprimé (ID) (14).

Aux types 1, 3, 4, 7, 11, 14, 21 et 55 sont associés des cas de pneumonies et de
syndromes de détresse respiratoire aigué (SDRA), le type 7 apparaissant comme le plus

virulent de tous (16).

2.3 ATTEINTES OCULAIRES

Les atteintes oculaires causées par les HAdV peuvent donner des tableaux cliniques
variés dont : les kératoconjonctivites épidémiques (KCE) (les plus fréquentes), les
conjonctivites folliculaires (CF) et les fievres pharyngoconjonctivales (FPC). L’atteinte
unilatérale, I’ceil rouge, le larmoiement, Iirritation et la photophobie sont des signes
communs aux trois entités (17). A ces symptdmes peuvent se rajouter folliculite et atteinte
palpébrale pour la CF, atteinte cornéenne pour la KCE et enfin fievre et pharyngite pour les
FPC (18).

Les HAdAV 8, 19, 37, 5, 3, 4, 7, 11 et 14 peuvent causer des atteintes oculaires, les 4

premiers types étant plus souvent associés aux KCE (14).

2.4 ATTEINTES URINAIRES

Depuis 1974, 43 publications ont fait état de cas d’infections adénovirales du tractus

urinaire chez des patients transplantés rénaux chez lesquels les atteintes les plus fréquentes
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sont les Iésions rénales aigués (94%), I’hématurie (86%), la fievre (77%) et la dysurie (53%)
(19). Ont également été rapportés des cas de cystites hémorragiques et de rejets de greffe (20)
(21) (22).

Les types d’HAdV les plus frequemment associés aux cystites hémorragiques sont les
3,7, 11, 21, 34 et 35 (14).

2.5 FORMES DISSEMINEES

Bien que les formes disséminées (FD) soient rares chez I’IC, elles surviennent dans 10
a 30% des cas chez les patients ayant subi une greffe de cellules souches hématopoiétiques
(CSH) infectés par ’HAdV (14). Elles sont définies par la seule virémie a HAdV par certains
auteurs et par d’autres par 1’association de signes cliniques avec la détection du virus chez le
patient sur de multiples sites de prélévements (23).

Dans les populations a risque, notamment en cas de déficit immunitaire congénital ou
acquis, greffe allogénique ou autologue de CSH, de transplantation d’organe solide ou
d’aplasies post-chimiothérapie, les infections peuvent menacer la survie du patient. La
mortalité associée est espéce-dépendante, les HAdV A et C étant les plus létales (tuent
respectivement dans 36% et 30% des cas) (24). Pour certains auteurs la mortalité globale dans
les FD et dans certaines populations d’ID dépasse parfois méme les 60% (25).

Les types 31 de I’espece A, 11, 34 et 35 de I’espece B, 1, 2 et 5 de I’espece C ainsi que
40 et 41 de I’espece F sont connus pour provoquer des infections disséminées chez I’ID (16)
(25).

Forme clinique Types associés
1,2,5,11, 31, 34, 35, 40,
41

Formes disséminées chez 1’ID

Atteintes respiratoires (SDRA et pneumonies compris) 1,3,4,7,11, 14,21, 55

Cystites hémorragiques 3,7,11,21,34,35
Atteintes Gl 40, 41, 52
Atteintes oculaires (KCE) 3,4,5,7,8,11, 14, 19, 37

Figure 3 : Formes cliniques prédominantes selon les types d’HAdV
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3 DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

3.1 DIAGNOSTIC DIRECT

3.1.1 Culture cellulaire

L'isolement viral en culture cellulaire est fonde sur I'inoculation de cellules en culture
par un echantillon biologique potentiellement infecté par un virus. 11 s’agit pour les HAdV de
la méthode de référence (26).

Différentes lignées cellulaires sont disponibles pour cette analyse comme les cellules
diploides MRC5 ou de lignées humaines continues Hep-2, HeLa ou encore KB.

La multiplication virale, ne s’observant que trés peu pour les HAdV 40 et 41 voire pas
du tout, se traduit par ’apparition d’un effet cytopathique (ECP). Le long délai de rendu du

résultat (ECP en 3 a 28 jours) constitue I’une des principales limites de cette méthode (27).

Témoin cellules Adénovirus type 5

HEp2

Témoin cellules Adénovirus type 5

MRC5

Figure 4 Effets cytopathiques, observés a I’état frais, produits par un adénovirus de type 5 sur cellules HEp2 et
MRCS5. Les adénovirus provoquent la formation de grosses cellules rondes, avec généralement, sur lignées continues
(HEp2), un aspect en dentelle de la nappe cellulaire, du fait de trous liés a la rétraction du cytoplasme. Sur MRCS5,
I'ECP se traduit par I'apparition de grandes cellules précédant I'aspect rétracté de la nappe cellulaire.

Figure 4 : Effets cytopathiques d’un HAdV 5 sur cellules HEp2 et MRC5
D’apres Thouvenot et al., 2004.
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3.1.2 Tests de diagnostic rapide (TDR)

Ces tests ont pour avantage, comme leur nom I’indique, de donner un résultat
rapidement, dans un délai de Iordre de quelques minutes. Autre avantage majeur : leur
simplicité d’utilisation sous forme de tests unitaires qui permet leur emploi en dehors des
laboratoires par du personnel de santé autres que les biologistes et les techniciens de
laboratoires.

Il existe des tests pour la détection des infections respiratoires (Adeno Respi Color,
Servibio®) qui restent peu utilisés en pratique car peu sensibles mais aussi parce que la
prévalence de ces atteintes est faible par rapport a d’autres étiologies virales.

Cependant, les HAdV étant plus fréqguemment impliqués dans les tableaux Gl,
I’utilisation des TDR est beaucoup plus intéressante dans ce type d’atteinte. La sensibilité y
est alors meilleure du fait de la présence en grande quantité de virus dans les selles, quelques
faux-positifs peuvent néanmoins survenir (28). En revanche les performances des TDR sont
meilleures lorsqu’ils sont utilisés pour le diagnostic des GEA du jeune enfant (29). Les
trousses commercialisées sont pour la totalité combinées a la recherche d’autres virus
responsables de GEA comme les norovirus ou les rotavirus. Ces sont des techniques de choix
pour la fastidieuse détection des HAdV 40 et 41 dans les selles (30).

La technique est basée sur la migration de I’antigéne, spécifique de I’HAdV (commun
a tous les types) présent dans 1’échantillon, par capillarité sur un support solide. Cet antigéne
est arrété par un anticorps spécifique fixé sur le support sous la forme d’une bande. Le
complexe antigene anticorps est ensuite révélé par un deuxiéme anticorps couplé a une
enzyme, ce qui conduit a I’apparition d’une bande colorée. L’apparition d’une deuxiéme

bande dite de contrdle permet de valider la réaction (cf. figure 5).
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Figure 5 : Principe de fonctionnement d’un TDR immunochromatographique

D’apres Segondy, 2015.

3.1.3 Biologie moléculaire

La PCR est une technique hautement sensible utilisée pour la détection de I’ADN viral
dans une grande variété d’échantillons biologiques (LCR, sang, biopsies, ...). Cette méthode
se situe a mi-chemin entre la lenteur de la culture cellulaire et le manque de sensibilité des
TDR. En effet, il s’agit d’une technique a la fois trés sensible, spécifique et qui est
relativement rapide (environ quelques heures) (31).

Les Kkits commerciaux de PCR qualitative et quantitative (qPCR) actuellement
disponibles utilisent un systéme d’amorces et de sondes permettant soit la détection des
HAdV sans distinction d’espéce ou de génotype, soit la détermination de 1’espéce (de A a G)
et/ou le genotype (pour la plupart) (32).

L’usage de la qPCR est tres intéressant pour la surveillance des patients ID. En effet, il
a ¢été démontré que 1’élévation de la charge virale ou des taux importants de virémie
augmentait a la fois le risque d’infection a HAdV disséminée et la mortalité (33) (34).

Utilisée conjointement avec le séquencage, la PCR permet également le génotypage
relativement rapide des HAdV (35).
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3.2 DIAGNOSTIC INDIRECT OU SEROLOGIE

Il consiste en la détection d’anticorps (IgG ou IgM) dirigés contre un antigéne
spécifique de I’HAdV par méthode ELISA (peu utilisée) ou par réaction de fixation du
complément effectuée avec 1’antigéne soluble spécifique (peu sensible chez le jeune enfant)
(36). Objectiver une infection évolutive par HAdV nécessite d’effectuer deux sérologies
suffisamment ¢loignées dans le temps pour observer une augmentation d’au moins un facteur
4 du titre de I’anticorps (37).

La serologie est logiquement non informative chez I’ID (31).

En raison de la variété de techniques disponibles aujourd’hui plus performantes que la

sérologie, cette derniére est principalement utilisée a des fins épidémiologiques.
4 EPIDEMIOLOGIE

La majorité de la population générale est séropositive pour au moins un type d’HAdV
apres 1’age de 10 ans (38). Considérant seulement I’HAdAV 5, des études ont montré une
séroprévalence entre 60 et 70% en Europe et aux Etats-Unis et jusqu’a 98% dans certaines
régions tropicales d’Afrique et d’Asie (39). Les HAdV sont responsables de 5 a 10% des
infections respiratoires de 1I’enfant et de 1 a 7% de celles de 1’adulte (40).

Aux Etats-Unis, le National Adenovirus Type Reporting System (NATRS) montrait
que les HAdV 3, 7, 14, 1, 2 et 4 représentaient 85,5% de 1’ensemble des cas d’infection a
HAdV entre 2003 et 2016 (41).
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TABLE 1. Number and percentage of human adenovirus (HAdV)
detections, by species and type — National Adenovirus Type Reporting
System, 32 states and the U.S. Virgin Islands, 2003-2016

HAdV species HAdV type No. (%) of detections
A 12 t3(0.2)
31 3(0.2)
B 3* 341 (22.8)
7™ 127 (8.5)
1 6(0.4)
14* 89 (5.9)
21 34 (2.3)
34 2(0.1)
35 14 (0.9)
C 1* 248 (16.6)
2% 293(19.6)
5 56 (3.7)
6 20(1.3)
D 8 54 (3.6)
15 1(0.1)
19 1(0.1)
22 1(0.1)
29 1(0.1)
37 12 (0.8)
56 1(0.1)
E 4% 185(12.4)
F 4 5(0.3)
Total 22 1,497 (100)

* One of the six most common types detected, accounting for 1,283 (85.5%) of reports.

Figure 6 : Proportions des différents types d’HAdV aux Etats-Unis entre 2003 et 2016
D’apres Binder et al., 2017.

La transmission de I’HAdV peut se faire via exposition a des sujets contaminés et plus
précisément, en fonction des types d’atteintes précédemment évoqués, par voie oro-fécale, par
voie respiratoire/salivaire ou inoculation conjonctivale. D’autre part, les adénovirus étant
résistants en milieu extérieur, ’homme peut aussi étre contaminé par contact avec des sources
environnementales (eau et surfaces) (16). Des cas de réactivation chez des patients greffés ont
également été rapportés (16) (42).

Par ailleurs, il est intéressant de noter qu’une part non négligeable des sujets 1D ayant
une virémie a HAdV peut étre asymptomatique (entre 22 a 57,8%) (43) (44).

Du fait de leur grande contagiosité, les HAdV sont souvent responsables d’épidémies
communautaires mais également d’épidémies en espaces confinés notamment les campements
militaires, les services d’hopitaux ou encore les piscines publiques (14) (16) (41). Ces
épidemies ont plutdét tendance a survenir en hiver et en début de printemps (16). C’est
d’ailleurs la raison qui a mené au développement en 1971 d’un vaccin per os, conférant une

immunite efficace contre les HAdV 4 et 7, destiné a I’armée américaine (45).
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Les infections par HAdV hors épidémies surviendraient de facon sporadique tout au

long de I’année sans variation saisonniére significative (41).

5 TRAITEMENT ANTIVIRAL SPECIFIQUE

Dans la grande majorité des cas chez le sujet IC, les infections par HAdV sont
spontanément résolutives. Néanmoins chez 1I’'ID (notamment en cas de déficit immunitaire
congénital ou acquis, greffe allogénique ou autologue de CSH, de transplantation d’organe
solide ou d’aplasies post-chimiothérapie) ces infections peuvent devenir trés graves voire
quelquefois mortelles (46). Dans ce cas précis I’emploi d’un traitement antiviral spécifique est
fortement recommandé.

A T’heure actuelle, une efficacité in vitro anti-adénovirale a été démontrée pour le
ganciclovir, la ribavirine et le cidofovir.

La ribavirine est un analogue de guanosine actif a la fois sur des virus a ADN et ARN.
Cependant des études menées sur des cohortes d’enfants greffés en CSH présentant une
virémie a HAdV ont montré une activité in vivo insuffisante de cette molécule (31).

Il en va de méme pour le ganciclovir, a en croire la rareté des publications scientifiques
montrant son efficacité dans les essais cliniques.

Le cidofovir est donc le seul antiviral réputé suffisamment efficace contre la virémie a
HAdV de I'immunodéprimé. En effet, | ' European Conference on Infections in Leukaemia
(ECIL), recommande en 2012 aux cliniciens de traiter tous les patients greffés en CSH
virémiques de fagcon préemptive, c'est-a-dire a partir du moment ou I’on détecte I’ADN viral
dans le sang périphérique, qu’il y ait ou non des signes d’infection.

Malgré cela, I’efficacité du cidofovir est & mettre en balance avec le fait que les études
qui la démontre ont été menées sur des populations trop hétérogenes et de petites tailles. De
plus, la mortalit¢ associée a I’HAdV chez les patients ID varie de 23 a 50 % malgré
I’instauration d’un traitement préemptif. Enfin, de nombreux cas de negativations spontanées

(en dehors de tout traitement antiviral spécifique) de la charge virale sanguine ont été publiés.
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MATERIEL ET METHODES

1 ECHANTILLONS CLINIQUES

210 échantillons positifs pour ’HAdV ont été recueillis au sein du laboratoire de
Virologie de I’Institut Hospitalo-Universitaire —Méditerranée Infection (IHU).

Ces échantillons proviennent de 197 patients 4gés de 1 mois a 88 ans (age median : 2
ans). 109 patients étaient de sexe masculin et 88 de sexe féminin, hospitalisés ou consultants
au cours de la période du 25 janvier 2017 au 18 janvier 2018.

Parmi ces échantillons, il y avait une majorité de prélévements de 1’arbre respiratoire
(aspiration bronchique, lavages broncho-alvéolaires, aspirations naso-pharyngées, crachats,
prélevements nasaux, écouvillonnages des voies aériennes supérieures) mais aussi un liquide
de drainage thoracique, des échantillons de sang total et de selles, des écouvillonnages
rectaux, cornéens ainsi que des urines. Les échantillons de selles de 1’étude proviennent
uniquement des services d’hospitalisation de 1’Assistance-Publique-Hopitaux-de-Marseille
(APHM), les selles originaires des services d’urgences ayant été analysées seulement par TDR
au laboratoire.

La positivité des échantillons ainsi collectés a été établie par gPCR dans les 24 heures
suivant la date de prélevement, au sein de ce méme laboratoire. Ces prélevements ont par la

suite été conserveés a -80°C dans des cryotubes de 1.8 mL.
2 EXTRACTION DE L’ADN

Aprés décongélation a température ambiante, les extractions ont été réalisées a partir
d’une prise d’essai de 200 pL, soit directement pour les échantillons liquides peu visqueux,
soit obtenus apres dilution dans la solution tampon AVE (QIAGEN®) pour les échantillons
solides et liquides visqueux. Le systéeme automatise utilisé était le QIAcube HT (QIAGEN®)
associé au kit d’extraction/purification référencé QlAamp 96 DNA QIAcube HT.

Suite a I’extraction, les plaques d’extraits ont été conservés a -20°C.
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3 PCREN TEMPS REEL

3.1 PREPARATION DES MILIEUX REACTIONNELS

Le kit EXPRESS One-Step SuperScript® ¢RT-PCR universal (référence
ThermoFischer n°11781-200, Invitrogen®) a eté utilisé lors de ces PCR. Il comprend les 3
modules suivants :

- EXPRESS SuperScript® Mix (1 mL)

- EXPRESS gPCR SuperMix Universal (5 mL)

- ROX Reference Dye (500 pL)

Avant toute chose, 10 pL de ROX ont été incorporés aux 5 mL de gPCR SuperMix.

Pour une réaction, 10 pL de gPCR SuperMix ont été ajoutés a 0,6 uL d’eau distillée
stérile RNAse-Free (référence BIO-RAD 54154) et a 2 pL de SuperScript® Mix. Ainsi que
les éléments suivants spécifiques de chaque systéme (en solution fille de 10 puM), 1 uL
d’amorce sens, 1 uL d’amorce anti-sens, 0,4 pL de sonde fluorescente et enfin 5 pL d’extrait
ADN. Tout ceci formait un volume réactionnel total de 20 pL.

Volume (uL) pour 1

réaction

gPCR SuperMix 10
SuperScript® Mix 2
Eau distillée stérile 0,6
Amorce sens (10uM) 1
Amorce anti-sens

(10uM) 1
Sonde (10uM) 0,4
Extrait ADN 5

Figure 7 : Récapitulatif du contenu du milieu réactionnel — qPCR tous HAdV et d’espéce

Dans un premier temps, le systéme tous HAdV a été testé pour vérifier la positivité des
échantillons (47). Ensuite, chaque systéme d’espece (A, B, C, D, E, F) a été réalisé sur

I’ensemble des échantillons (48).

3.2 REACTION ET LECTURE DES RESULTATS

La réaction d’amplification et ’analyse des résultats de ces préparations ont été

réalisées pour une partie des échantillons par CFX96 Touch® Real-Time PCR Detection

29



System (BIO-RAD) et par QuantStudio® 12K Flex Real-Time PCR System (Applied

Biosystems®) pour 1’autre.

4 TYPAGE

4.1 PREPARATION DES MILIEUX REACTIONNELS

Comme décrites par Lu et al. en 2006 (49), les amorces utilisées pour I’amplification
de la HVR1-6 du gene de I’hexon sont celles correspondant aux références Ad2 GenBank
(numéro d’acces BK000407) : AdhexF1 (nt 19135-19160 ; 5’-
TICTTTGACATICGIGGIGTICTIGA-3’) et AdhexRl1 (nt 20009-20030 ; 5°-
CTGTCIACIGCCTGRTTCCACA-3’).

Conformément aux recommandations du fournisseur, pour un volume réactionnel total
de 25 pL, un volume de 12,5 pL du kit AmpliTag Gold® 360 Master Mix (Applied
Biosystems®) a été ajouté a 8,5 uL d’eau distillée stérile (BIO-RAD), 0,5 uL d’amorce sens,
0,5 uL d’amorce anti-sens et enfin a 3 pL. d’extrait ADN.

4.2 REACTION ET LECTURE DES RESULTATS

L’amplification a été effectuée dans un thermocycleur 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems®) selon les parametres suivants :

- Etape de dénaturation a 95°C pendant 5 min

- 40 cycles de 95°C pendant 15 s, 45°C pendant 30 s, 72°C pendant 1 min

- Etape d’¢élongation a 72 °C pendant 7 min.

Ces produits de PCR primaires ont été déposés apres dilution volume a volume par
témoin de charge sur gel d’agarose a 2% UltraPure® (Invitrogen®) pour migration
électrophorétique pendant 45 min. Le contrdle de la réussite de 1I’amplification a été objectivé
sur le systeme manuel de documentation de gels InGenius (Syngene®).

Tous les produits de PCR ont ensuite été purifiés en plaque sur le systéeme

Nucleofast® 96 PCR — vacuum processing (Macherey — Nagel).
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Volume (uL) pour 1

réaction

AmpliTag Gold® 360 Master

) 12,5
Mix
Eau distillée stérile 8,5
Amorce sens 0,5
Amorce anti-sens 0,5
Extrait ADN 3

Figure 8 : Récapitulatif du contenu du milieu réactionnel — PCR de génotypage

) SEQUENCAGE SANGER

5.1 REACTION DE SEQUENCAGE

Pour une réaction, a 4 pL de produit PCR de génotypage purifiés ont été ajoutés :

- 15 pL de BigDye® Terminator v1.1, v3.1 Sequencing Buffer (Applied
Biosystems®)

- 1 pL de BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied
Biosystems®)

- 0,5 uL d’amorce Forward (AdhexF1) ou d’amorce Reverse (AdhexR1) et vice-
versa (2 puits réactionnels par échantillon)

- 3 uL d’eau distillée stérile

L’amplification a été effectuée dans un thermocycleur 2720 Thermal Cycler (Applied

Biosystems®) selon les parametres suivants :

- Etape de dénaturation a 94°C pendant 4 min

- 45 cycles de 94°C pendant 2 min, 45°C pendant 45 s, 72°C pendant 1 min

- Etape d’¢élongation a 72°C pendant 5 min.

5.2 PURIFICATION

Apres dilution au demi par ajout de 10uL d’eau distillée stérile des produits de
séquencage ainsi obtenus, ceux-ci ont été purifiés en plaque par filtration en gel a I’aide de la
résine GE Healthcare Sephadex™ G-50 Medium.
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5.3 LECTURE DES SEQUENCES

La lecture des fragments résultant de la réaction de séquencage a été réalisée par
électrophorese capillaire sur le 3500xL Genetic Analyzer (référence ThermoFisher®
n°4406016).

54 ANALYSE LOGICIELLE DES SEQUENCES

Les paires de séquences par échantillon ainsi obtenues ont été corrigées, analysees puis
transformées en séquences consensus grace au logiciel Sequencher®. Ces séquences
consensus ont été ensuite blastées sur la base de données publique américaine du National

Center for Biotechnology Information (NCBI).
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RESULTATS

1 CHARGE VIRALE

1.1 RESULTATS POSITIES

Sur les 210 échantillons collectés dans la biobanque du laboratoire de Virologie du
Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) Timone, 14 ont été éliminés pour des raisons pré-
analytiques diverses (tubes vides, doublons par patient). Pour plusieurs prélevements
originaires d’un méme patient pendant le méme séjour hospitalier, le plus ancien est celui qui
a été retenu.

La gPCR tous HAdV faite sur les 196 prélévements restants a confirmé la positivité de

153 échantillons, ce qui représente 78% du total analyse.

1.2 DISTRIBUTION DE LA CHARGE VIRALE

Les cycles seuils (Ct) mesurés pour ces échantillons positifs tous HAdV varient entre 6

et 39, 88% des échantillons étant compris entre 18 et 36 Ct.
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Figure 9 : Distribution des positifs selon le cycle seuil — gPCR tous HAdV
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1.3 REPARTITION PAR NATURE

Les 153 échantillons positifs ont été prelevés pour la majorité a partir (66%) des voies
respiratoires (écouvillonnages naso-pharyngés, lavages broncho-alvéolaires, crachats) et des
selles (31%). Les autres prélevements toutes natures confondues représentent 4% de la totalité

de ces échantillons.

m Prélevements respiratoires = Selles Autres (urines, sang total, cornée)

Figure 10 : Répartition des positifs par nature — gPCR tous HAdV

1.4 RESULTATS NEGATIFES

Sur les 196 échantillons analysés, 43 étaient négatifs en gPCR tous HAdV, soit 22%.

Ces négatifs étaient pour la majorité des échantillons de selles (51%) et de fluides

I m Selles

= Prélevements
respiratoires

respiratoires (42%).

= Sang EDTA

Figure 11 : Répartition des négatifs par nature — qPCR tous HAdV
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2 ESPECES

2.1 DISTRIBUTION DES ESPECES

L’espéce a pu étre déterminée sans difficulté sur 109 des 196 prélévements

initialement étudiés. On retrouve une réactivité croisée pour 16 échantillons. En effet, les

résultats croisaient entre 2 voire 3 espéces d’HAdV. Le génotypage réalisé par la suite sur ces

¢chantillons avait permis de résoudre I’incertitude sur 12 d’entre eux, 4 n’ayant pas pu étre

amplifiés (cf. annexe page 57). Les résultats combinés de la qPCR d’espéce et la PCR de

génotypage ont permis d’observer la répartition globale suivante des especes, sur un total de

125 positifs (soit 64% du total analyse) :

80 HAdV C
33 HAdV B
3 HAdAV A
2 HAdV D
2 HAdV E
5 HAdV F.

2.2 REPARTITION PAR NATURE

En ce qui concerne les HAdV C, parmi les 80 échantillons positifs, il y avait une

majorité (74%) de préléevements respiratoires et de selles (31%). La proportion de

prélévements respiratoires était plus importante pour les HAdV B (88%).

3%

= Prélévements respiratoires = Selles = Urines

Figure 12 : Répartition des HAdV B par nature de prélevement — gqPCR d’espéce
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= Prélévements respiratoires = Selles = Sang total

Figure 13 : Répartition des HAdV C par nature de préléevement — qPCR d’espéce

La totalité (n = 8) des HAdV A et F provenaient de selles.
Sur les deux HAdV D, I’un a été isolé dans un prélévement oculaire tandis que 1’autre
a partir d’un lavage broncho-alvéolaire. Sur les 2 HAdV E, 1'un provenait d’une selle et

I’autre d’un prélévement respiratoire (cf. tableau ci-apres).

Effectif
Nature de prélevement (| ADVA ADVD ADVE ADVF
Selle 3 0 1 5
Prélevement oculaire 0 1 0 0
LBA 0 1 0 0
Prélevement respiratoire 0 0 1 0
Total 3 2 2 5

Figure 14 : Distribution des HAdV A, D, E et F selon la nature de prélevement — gPCR

d’espece

2.3 TEMPORALITE

Pendant les mois de décembre 2017 et janvier 2018, on observe une nette
augmentation des HAdV B et C, représentant a eux deux (n = 91) la trés grande majorité des
positifs toutes especes confondues sur ces deux mois successifs, soit 95%.

Du fait de la faible taille des échantillons, I’analyse temporelle indépendante pour les

autres especes (A, D, E et F) n’a pas été réalisée (cf. figure 16).
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Figure 15 : Distribution temporelle des HAdV B, C et toutes especes confondues — gPCR

d’espece
Effectif
Mois-année Févr Mars Avr Mai Juin Juil Aolt Sept Oct Nov Déc Janv Total
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 18
AdV A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 3
AdV D 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2
AdV E 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2
AdV F 0 0 0 1 0 0 0 2 1 0 0 1 5

Figure 16 : Distribution temporelle des HAdV A, D, E et F — qPCR d’espéce

2.4 DISTRIBUTION PAR TRANCHE D’AGE

Nous observons que 89,6% des prélévements positifs en gPCR d’espéce proviennent
de patients de moins de 15 ans.

Le nombre le plus élevé d’échantillons HAdV C positif (n = 30) est issu de patients
agés de 1 a 3 ans quand la majorité des HAdV B émane de patients agés de 3 a 15 ans.

On observe également que les prélévements HAdV C positifs isolés chez les patients
de plus de 60 ans sont plus nombreux que ceux provenant des patients de la tranche d’age

précédente (20 a 60 ans).
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Figure 17 : Répartition par tranche d’age des espéces d’HAdV — qPCR d’espece

RESULTATS NEGATIFS

Tous les négatifs en gPCR tous HAdV étaient également négatifs en gPCR d’espéce (n
Cependant, 28 échantillons positifs en qPCR tous HAdV étaient négatifs en gPCR

d’espéce, portant le total d’échantillons négatifs dans cette derniére technique a 71, soit 36%

du total analysé. La figure 18 ci-dessous présente la répartition parmi ces 71 échantillons, des

différentes natures de prélévements.

m Selles
» Prélévements respiratoires

Autres (sang total, urines)

Figure 18 : Répartition des négatifs par nature — qPCR d’espéce
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3 GENOTYPAGE

3.1 DISTRIBUTION DES GENOTYPES

Pour la totalité des 153 échantillons contrélés positifs par qPCR tous HAdV,
I’amplification du géne de I’hexon par PCR a été réalisée. Cette amplification a été réussie
pour 82 (soit 54% du total amplifié) d’entre eux. Parmi les 82 produits de PCR ainsi
obtenus, 72 (soit 88% du total séquencé) ont été sequencés avec succes.

L’analyse bio-informatique de ces séquences a montré les résultats suivants :

Espece Type Effectif Total
A 31 1 1
3 24
B 4 29

11 1
1 8
C 2 21 36
5 7
D - - -
E 4 2 2
40 1
F 4
41 3

Figure 19 : Nombre de positifs par type d’HAdV — Génotypage

On observe une majorité de HAdV 3 (33%) et de HAdV 2 (29%).

Les différents types d’HAdV retrouvés sont les 3, 7 et 11 pour I’espéce B ; les 1, 2 et 5
pour I’espéce C ; le 31 pour I’espece A ; le 4 pour I’espeéce E ainsi que les 40 et 41 pour
I’espece F.

Aucun type de I’espéce D n’a été retrouvé.

3.2 REPARTITION PAR NATURE

La totalité (n = 5) des HAdV 31, 40 et 41 ont éte isolés a partir de selles. L’ HAdV 11

est le seul a avoir été isolé a dans un prélévement urinaire. Les HAdV 1, 2, 3, 4, 5 et 7 ont éte
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retrouves a la fois dans des prélévements des voies respiratoires et dans des selles, en

proportions variables (cf. figure 20).

ADV ADV ADV ADV ADV ADV ADV
1 2 3 4 5 7 11 31 40 41

5 13 23 1 3 2 0 0 0 0
3 8 1 1 4 2 0 1 1 3
0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
8 21 24 2 7 4 1 1 1 3

Figure 20 : Distribution des positifs par type d’HAdV et par nature de prélévement —
Génotypage

La grande majorité (96%) des HAdV 3 a été isolée a partir de prélevements
respiratoires. Pour le total des échantillons HAdV 2 positifs, la proportion de prélevements
respiratoires s’¢éleve a 62%, ils sont retrouvés également dans les selles dans 38% des cas,
contre 4% pour les HAdV 3.

= Prélévements respiratoires = Selles

Figure 21 : Répartition des positifs pour ’THAdV 3 par nature — Génotypage
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= Prélévements respiratoires = Selles
Figure 22 : Répartition des positifs pour ’HAdV 2 par nature — Génotypage

3.3 REPARTITION PAR ENTITE CLINIQUE

La quasi-totalité des HAdV 31, 40 et 41 ont été retrouvés chez des patients présentant
uniquement des signes Gl. Seul un des trois HAdV 41 a été isolé chez un patient IC
asymptomatique au décours d’un écouvillonnage rectal de contrdle.

Pour ce qui est de ’'HAdAV 7, I’ensemble des 4 échantillons positifs (2 selles et 2
écouvillons respiratoires) ont été prélevés sur des patients IC présentant une symptomatologie
respiratoire. Parmi ces patients deux avaient une pneumonie, I’un d’eux est décédé par la
suite.

Les échantillons provenant de patients asymptomatiques représentent 11% du total des
positifs. La concomitance de signes respiratoires et Gl a été retrouvée chez des patients HAdV
1, 2, 3 et 4 positifs (7%).

Effectif

ADV ADV ADV ADV ADV ADV ADV ADV ADV ADV

Entité clinique 1 2 3 a 5 7 11 31 40 a1

Signes respiratoires 4 12 22 1 3 4 0 0 0 0
Signes respiratoires & Gl 2 1 1 1 0 0 0 0 0 0
Asymptomatique 1 1 0 2 0 1 0 0 1
Signes Gl 1 6 0 2 0 0 1 1 2

Total 8 21 24 2 7 4 1 1 1 3

Figure 23 : Distribution des positifs par type d’HAdV et par entité clinique — Génotypage
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Les patients présentant exclusivement des signes respiratoires ont fourni 63% du total
des positifs présentés dans la figure 23. Les HAdV 2 et 3 en représentent a eux deux la grande
majorité (74%).

Il est intéressant de noter que les HAdV 3 ont pour la plupart été isolés sur des patients
a symptomatologie respiratoire (92%) alors que parmi les patients HAdV 2 positifs, 57%
présentaient des signes respiratoires et 29% des signes Gl.

Les prélevements effectués sur des patients présentant uniquement des signes Gl (n =

13) constituent quant a eux 18% du total, ’HAdV 2 étant le plus représenté (46%).

120%
100%

_
- -

60%

40%

20%

0%
ADV1 ADV 2 ADV 3

B Signes gastro-intestinaux
B Asymptomatique
Signes respiratoires & Signes gastro-intestinaux

M Signes respiratoires

Figure 24 : Proportion des différentes entités cliniques par type d’HAdV — Génotypage

3.4 REPARTITION PAR SERVICE HOSPITALIER

Les prélévements originaires des services d’accueil des urgences (SAU) de I’APHM
ont fourni 67% du total des échantillons séquencés avec succes (n = 72), contre 10% pour les
services d’hospitalisation pour greffés et 24% pour les autres services d’hospitalisation.

Les HAdV 1, 2 et 3 représentent a eux trois plus de 83% du total des échantillons
collectés chez les patients admis dans ces services. Par ailleurs ils représentent 71% (n = 5) du
total des échantillons prélevés chez les ID hospitalisés, contre 47% (n = 8) du total chez les

hospitalisés IC.
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Les 5 échantillons HAdV 2 positifs présentés dans la figure 25 ont tous été isolés chez
des sujets IC et hospitalisés au sein de différents services de soin. 3 de ces prélevements ont
été realisés au cours du méme mois (décembre 2017).

Les 3 échantillons HAdV 41 positifs ont également été prélevés dans differents

services.

Effectif
Services hospitaliers ADV ADV ADV ADV ADV ADV ADV ADV ADV ADV
1 2 3 4 5 7 11 31 40 41
SAU 5 14 21 1 4 2 0 1 0 0
SH greffés 2 2 1 0 1 0 1 0 0 0
SH immunocompétent 1 5 1 2 2 0 0 1 3
Total 8 21 24 2 7 4 1 1 1 3

Figure 25 : Distribution des positifs par type et par service hospitalier — Génotypage
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EADV1 m®mADV2 ADV 3 ADV 5 ETotal tous types confondus

Figure 26 : Répartition des HAdV 1, 2, 3 et 5 par service hospitalier — Génotypage

3.5 TEMPORALITE

Les échantillons positifs prelevés entre novembre 2017 et janvier 2018 représentent

82% du total des échantillons typés avec succes.
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Quasiment la totalité des 60 échantillons positifs pour les HAdV 1, 2, 3 et 5 (n = 55)
sont repartis dans cette méme période. L HAdV 2 y est retrouvé en grand nombre (n = 19).
L’ensemble des positifs a HAdV 3 (n = 24) sont observés les mois de décembre 2017 et
janvier 2018. Plus précisement, on observe une augmentation des échantillons HAdV 2 et 3
positifs a partir de décembre 2017 jusqu’a mi-janvier 2018.

L’ HAdV 1 quant a lui est retrouvé principalement (n = 7) en décembre 2017 et une
fois en mai 2017.

Aucun des 6 échantillons prélevés en aodt et en octobre de I’année 2017 n’a donné de
positifs en typage.

Le reste de I’année, les HAdV 1, 2, 4, 5, 7, 40, 41 et 11 sont retrouvés de facon
sporadique (cf. figure 27).

14
12

10

Effectif

Mois-année

H1l N2 B3 U4 E5 H7 EH31 H40 H41 m11

Figure 27 : Distribution temporelle des différents types d’HAdV — Génotypage
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Figure 28 : Distribution temporelle par quinzaine des positifs pour les HAdV 2 et 3 préleves
dans les différents SAU de I’APHM — Génotypage

3.6 RESULTATS NEGATIFS

Sur le total de 196 échantillons retenus pour 1’étude, 114 n’ont pas été amplifiés avec
succes (58%) lors de la réaction de typage. Le séquencage a échoué pour 10 échantillons

parmi les 82 amplifiés dans 1’étape précédente, soit pour 12% d’entre eux.
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DISCUSSIONS

1 ASPECTS TECHNIQUES

1.1 RENDEMENTS

1.1.1 Génotypage

Nous remarquons sur le graphique ci-dessous que pour 1’ensemble des échantillons
pour lesquels la gPCR tous HAdV a donné un Ct strictement inférieur a 22, les génotypages
ont réussi. A contrario pour des valeurs de Ct strictement supérieurs a 34, tous ont échoué.
Sur les 110 échantillons situés entre 22 et 34 Ct, 46 (42%) ont pu aboutir a un génotypage.

Au total, 45% (n = 69) de I’ensemble des échantillons avaient une charge virale
suffisante pour la réussite du génotypage. Sur les 55% (n = 84) restants, 93% avaient des Ct
supérieurs ou égaux a 26.

Au vu de toutes ces données, nous pouvons donc penser que plus les charges virales
sont élevées (plus les Ct sont bas), plus les chances de réussite du génotypage sont

importantes.

16
14
12

10
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6 7 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Ct

Effectif
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¥

M Typage réussi M Typage non réussi

Figure 29 : Distribution des positifs en gPCR tous HAdV en fonction de la valeur du Ct et du

résultat du génotypage associé
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1.1.2 gPCR d’espéce

La totalité des échantillons de Ct inférieur ou égal a 21 ont vu leur détermination
d’espéce reussir. Cette réussite s’observe aussi pour la grande majorité (88%) des échantillons
de Ct strictement inférieur a 34.

Nous constatons donc, dans une moindre mesure par rapport au génotypage,
I’importance de la charge virale dans la réussite de la qPCR d’espéce.
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M PCR d'espéce réussie M PCR d'espéce non réussie

Figure 30 : Distribution des positifs en g°PCR tous HAdV en fonction de la valeur du Ct et du

résultat de qPCR d’espéce associé

1.2 REACTIONS CROISEES

La qPCR d’espéce employée lors de cette étude n’est pas parfaitement spécifique. En
effet, nous avons vu précédemment que des réactions croisées en qPCR d’espéce étaient
survenues sur 16 échantillons et que le génotypage avait été réussi sur 12 d’entre eux. 11 de
ces génotypages €taient en accord avec 1’espéce retrouvée avec le Ct le plus bas (cf. annexe
page 57).

Ce constat permet a 1’avenir de trancher lors d’une difficulté d’interprétation en faveur
du résultat donné avec la valeur la plus faible de Ct, ce que nous sommes déja tentés de faire

intuitivement, avec un risque de faire erreur une fois sur 12.
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1.3 INTERET DE LA PCR NESTED

Si elle avait été utilisée, la PCR nested aurait permis d’augmenter la taille de la
population d’étude. En effet, la haute sensibilité de cette technique permet le rattrapage de
résultats rendus faussement négatifs en gPCR et PCR primaire dus a leurs seuils de détection
ou quantification insuffisamment bas.

C’est dans cette perspective que Cigek et al. en 2012 (50) ou encore Barnadas et al. en
2018 (51) ont utilisé cette méthode pour suppléer les principales lorsqu’elles atteignaient leurs
limites, sans pour autant détailler leurs résultats. Le peu de données publiées nous viennent de
Qiu et al. en 2018, qui comparaient une technique de qPCR a une PCR nested: 138
échantillons respiratoires contr6lés HAdV-positifs par une tierce technique I’étaient également
en PCR nested contre 133 pour la qPCR (52).

2 ASPECTS EPIDEMIOLOGIQUES

Cette étude, tout comme d’autres déja publiées (53), montre que les jeunes enfants
sont les plus touchés par les infections a HAdV (majorité des échantillons obtenus chez des
patients de 1 a 3 ans). En effet, Barnadas et al. ont observé, lors d’une étude qui a recensé
quelques 664 échantillons HAdV-positifs entre 2011 et 2016 au Danemark, une médiane
d’age des patients prélevés de 1,5 a 3,5 ans (51).

D’autre part, de nombreux auteurs s’accordent a dire que, mis a part les épidémies
nosocomiales et communautaires qui ont tendance a apparaitre en hiver et début de printemps,
les infections a HAdV surviennent de fagon sporadique sans variation saisonniére significative
(16) (53). Or cette étude montre une trés nette augmentation de cas d’HAdAV 2 et 3 les mois de
décembre 2017 et janvier 2018 (en hiver donc) aux urgences pédiatriques, ce qui est
probablement la conséquence d’une épidémie communautaire.

Un autre point intéressant a souligner est la forte proportion de symptémes Gl associés
a tous les types d’HAAV de I’espéce C par rapport a ce que 1’on observe entre autres avec les
HAdV B. Pour les HAdV C et surtout de type 2, le tableau clinique type GI est souvent
prédominant. Ils représentent respectivement 69% et 46% de ’ensemble des prélévements
effectués chez des patients (surtout enfants) présentant une symptomatologie Gl exclusive.

Toutefois ces pourcentages sont a vérifier ultérieurement dans une étude qui analyserait
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I’ensemble des échantillons de selles recus au laboratoire afin d’estimer avec plus de précision
la proportion des autres especes d’HAdV (notamment 1’espéce F).

En comparaison, au cours de la période allant de juin & novembre 2017, Qiu et al. ont
mené une étude dans laquelle ont été typés 79 échantillons de selles prélevés chez des enfants
présentant un tableau de GEA. Ils ont montré alors que I’HAdV 2 constituait la 4°™ étiologie
(8%) derriére les HAAV 40 et 41 (57%) et étonnamment ’HAdV 3 (30%) (4). Par ailleurs
dans le travail mené par Barnadas et al. la proportion d’HAdV F était de 21% (51). Nous
remarquons dans notre étude que la proportion d’HAdAV F est faible (5%) par rapport a
d’autres. Cette sous-estimation peut étre expliquée par notre biais de sélection portant sur les
selles non incorporées a notre étude : une grande partie des échantillons ont uniquement été

analysés par TDR, quel qu’en soit le résultat.
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CONCLUSION

Notre étude visait principalement a déterminer les caractéristiques épidémiologiques
des infections a HAdV diagnostiqués dans les différents services de I’APHM au cours de la
période du 25 janvier 2017 au 18 janvier 2018.

Elle nous a permis de rapporter sur un relativement grand nombre d’échantillons,
I’association entre les différentes espéces ou types avec la nature des prélévements et la
symptomatologie clinique, mais également d’estimer 1’dge des individus de la population
générale les plus touchés par le virus. Par ailleurs, ce travail a aussi confirmé 1’existence
d’épidémies communautaires survenant préférentiellement en hiver et qu’en dehors de ces
situations, les infections a HAdV surgissent de facon sporadique.

Le point faible de cette étude est encore une fois le biais de sélection portant sur les
échantillons de selles prélevés devant les tableaux cliniques de GEA, sous-estimant
certainement la proportion d’HAdV de I’espece F par rapport aux autres.

Bien que les échantillons étudiés soient en nombre conséquent, ils n’ont été collectés
que sur une période d’un an. Il serait donc intéressant a 1’avenir de réitérer cette analyse sur
une durée de plusieurs années dans le but d’en confirmer les résultats et de les agrémenter, ou
I’inverse. Les pics de positifs s’observeront-ils de nouveau ? Apparaitront-ils la méme
saison ? De quels types seront-ils faits ? Autant de questions auxquelles il serait plaisant de

pouvoir répondre.
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Résultat

Résultat PCR | Résultat PCR | Résultat PCR | Génotypage
d’espéce 1 d’espéce 2 d’espéce 3 (Type /
Echantillon (Ct) (Ct) (Ct) espece)
1 A (12) C(22) 31/A
2 B (16) C(33) 3/B
3 B (17) F(21) 3/B
4 B (21) C (30) 3/8B
5 B (22) E (23) 4/E
6 B (25) C (28) 3/B
7 B (22) C (26) 3/8B
8 B (28) C(31) 3/B
9 B (12) E (16) D (33) 11/8B
10 C (25) B (32) Négatif
11 C (29) B (40) Négatif
12 C (30) B (33) Négatif
13 D (27) C (34) Négatif
14 E (20) F (24) 4/E
15 F(11) E (20) 41/F
16 F (25) E (26) 40/F

Annexe : Réactions croisées en qPCR d’espéce et les résultats de génotypage correspondants
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RESUME

Les HAdV appartiennent au genre Mastadenovirus de la famille des Adenoviridae. Ils
constituent un ensemble vaste et varié de 7 especes divisées en plus de 70 types connus a ce
jour pouvant étre responsables de nombreuses affections différentes, parmi lesquelles les
gastro-entérites aigués et les infections des voies respiratoires.

A T’heure actuelle, leur diagnostic biologique consiste le plus souvent en I’analyse par
tests de diagnostic rapide ou par biologie moléculaire des échantillons de selles ou de fluides
respiratoires de patients atteints.

L’objectif de ce mémoire est de réaliser d’une part un état des lieux épidémiologique
des especes et types d’HAdV ayant circulé a Marseille au cours de 1’année calendaire 2017 et
d’autre part une évaluation des techniques disponibles de diagnostic par PCR. Ce travail fut
réalisé grace a I’analyse a la fois par deux systémes de qPCR, par PCR standard et enfin par
séquencage Sanger sur les quelques 196 échantillons cliniques positifs (provenant d’autant de
patients différents) collectés au cours de la période en question dans les différents services
cliniques de I’APHM.

L’analyse a permis de démontrer entre autre que les enfants sont plus souvent touchés
que les adultes (médiane d’age: 2 ans) et qu’une épidémie communautaire constituée
d’HAdV de type 2 et 3 a eu lieu entre décembre 2017 et mi-janvier 2018. Du point de vue
technique ce travail a également montré qu’en cas de réaction croisée en qPCR d’espéce, le
résultat a retenir était dans 92% des cas celui associé au Ct le plus bas.

Cette étude pourra servir a ’avenir de base pour d’autres réalisées sur un nombre plus

important d’échantillons et sur de plus longues périodes.
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