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Résumé

L’entérovirus D68 (EV-D68), isolé pour la premiere fois en 1962, a été ensuite peu détecté pendant plusieurs
décennies. Depuis 2014, des épidémies sont rapportées tous les deux ans en Europe et aux USA. L’analyse
moléculaire des souches qui circulent a I’échelle mondiale montre qu’elles se répartissent en quatre clades A a
D; le clade B a été a l'origine de la majorité des épidémies récentes. Ce virus est responsable d’infections
respiratoires sévéres rapportées chez I'enfant principalement, en particulier en cas de maladie respiratoire sous-
jacente. Des complications neurologiques proches de celles associées aux poliovirus ou a I'EV-A71, sont
rattachées a une entité neurologique propre a I'EV-D68, la myélite flasque aigué, caractérisée par des séquelles
fréquentes. L'objectif de la these était d’analyser les données épidémiologiques concernant les infections a EV-
D68 recueillies sans sélection des patients, entre 2014 et 2018 au CHU de Clermont-Ferrand et de comparer les
souches détectées chez les enfants et les adultes a celles qui circulent a I’échelle mondiale. Les souches
identifiées chez les patients appartiennent aux sous-clades B3 et D1. Nous montrons que I'augmentation du
nombre d’adultes infectés au cours de la période coincide avec I'émergence du sous-clade D1. Pour franchir le
cap de I'épidémiologie moléculaire basée sur I'étude des séquences VP1 et passer a I'épidémiologie génomique,
nous avons développé une technique d’amplification du génome complet applicable aux échantillons cliniques.
Elle a été combinée au séquencage NGS. L'analyse des variations moléculaires a été réalisée de facon exhaustive
pour tous les sous-clades. Plusieurs substitutions nucléotidiques dans les régions non codantes et d’acides
aminés dans les sites antigéniques ont été mises en évidence pour chacun des groupes phylogénétiques. Nous
avons aussi analysé I'histoire évolutive du virus et exploré la diffusion géographique. Ces travaux ont permis
d’intégrer dans la méme étude des données d’épidémiologie clinique et d’épidémiologie génomique. Notre
analyse comparative suggere que plusieurs mutations dans tout le génome sont nécessaires pour faire émerger
un clade ou sous-clade épidémique pérenne. Des mutations dans les protéines non structurales combinées a des
variations antigéniques peuvent conduire a un avantage sélectif plus décisif que chaque mutation isolée.

Mots-clés : Entérovirus D, infections respiratoires, enfants, adultes, épidémiologie clinique, épidémiologie
génomique, séquencgage NGS, émergence virale

Abstract

Enterovirus D68 (EV-D68), first isolated in 1962, was subsequently poorly detected for several decades. Since
2014, outbreaks have been reported every two years in Europe and the USA. Molecular analysis of the circulating
strains shows that they fall into four clades A to D; clade B was involved in most of the recent outbreaks. This
virus is associated with severe respiratory infections reported mainly in children and in patients with underlying
respiratory disease. Neurological complications similar to those associated with polioviruses or EV-A71 are
designated as a neurological entity specific to EV-D68, acute flaccid myelitis, characterised by frequent sequelae.
The aim of the thesis was to analyse unbiased epidemiological data concerning EV-D68 infections between 2014
and 2018 at the Clermont-Ferrand University Hospital and to compare the strains detected in children and adults
to those circulating worldwide. The strains identified in patients belong to subclades B3 and D1. We showed that
the increase in the number of infected adults over the period coincides with the emergence of the D1 subclade.
To move from molecular epidemiology based on VP1 sequences to genomic epidemiology, we developed a whole
genome amplification technique applicable to clinical samples. This was combined with NGS sequencing.
Comprehensive molecular variation analysis was performed for all subclades. Several nucleotide substitutions in
non-coding regions and amino acid substitutions in antigenic sites were identified for each phylogenetic group.
We also analysed the evolutionary history of the virus and explored the geographical spread. This work allowed
the combined analysis of clinical and genomic epidemiological data. Our comparative analysis suggests that
several mutations throughout the genome are required to give rise to a perennial epidemic clade or subclade.
Mutations in non-structural proteins combined with antigenic variations may lead to a more decisive selective
advantage than each isolated mutation.

Key words: enterovirus D, respiratory infections, children, adults, clinical epidemiology, genomic epidemiology,
new generation sequencing, viral emergence
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Introduction générale

La dynamique de circulation des entérovirus demeure encore tres mystérieuse aux
yeux de la communauté scientifique et I'entérovirus D68 (EV-D68) ne fait pas exception a cet
égard. Découvert en 1962 aux Etats-Unis, sa circulation est restée silencieuse pendant plus de
50 ans avant de déclencher une épidémie mondiale d’infections respiratoires sévéres a
majorité pédiatrique en 2014. Associé depuis lors a une recrudescence d’atteintes
paralytiques, il est considéré comme l'un des successeurs du poliovirus et son tropisme
respiratoire, lui offrant un énorme potentiel épidémique, fait de lui un virus dont la
surveillance est essentielle a la sécurité sanitaire mondiale. Bien que le nombre d’atteintes
cliniques graves lui étant imputées reste relativement faible comparé a des virus comme I'EV-
A71, la grippe ou plus récemment le SARS-CoV-2, qui monopolise logiquement une énorme
partie de la recherche scientifique, 'EV-D68 constitue un risque pour la santé humaine et la
compréhension des facteurs de sa diffusion dans la population est essentielle. D’autant qu’a
I'instar de beaucoup d’autres virus, nous ne disposons d’aucun vaccin ni de traitement

spécifique pour lutter contre les infections dont il est a I'origine.

Les travaux de cette thése s’inscrivent dans cette logique de compréhension générale
de la circulation de I'EV-D68. En exploitant les données épidémiologiques et cliniques
recueillies grace a une surveillance du virus réalisée entre 2014 et 2018 au CHU de Clermont-
Ferrand, nous avons tenté de mettre en lumiere les potentielles relations entre I'aspect
clinique et la génétique du virus. En résulte un article scientifique publié dans la revue Viruses
qui, contrairement a la tres large majorité des études épidémiologiques, integre aussi bien la
clinique des patients que I’analyse moléculaire des virus détectés. Encore peu utilisé dans la
recherche sur les entérovirus, qui se limite principalement a I'étude des protéines formant la
capside virale et renfermant les sites antigéniques, I'analyse du génome complet de I'EV-D68
forme le coeur de mes travaux et permet d’entrevoir et de décrire I'intégralité de I’évolution
génomique du virus. Cette these rassemble et complete les données épidémiologiques,
cliniques et moléculaires concernant I'EV-D68 et établit un bilan de la diversité des séquences
et de leur classification phylogénétique. Tout ceci pour servir la vocation premiere de ces
travaux, tenter de clarifier les causes de la réémergence et de la circulation du virus en
apportant une hypothese générale sur la distribution des clades au cours des différentes

épidémies déclenchés par le virus.
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Figure 1: Génome de I’entérovirus D68. Le génome viral est un ARN de polarité positive
constitué d'un cadre de lecture ouvert unique encadré par les régions 5' et 3' non traduites.
Les domaines en structure tige-boucle de la région 5' sont numérotés de | a VI. Les domaines
Il a VI forment une structure appelée IRES (internal ribosome entry site). La région 5’ est liée
de facon covalente a la protéine VPg (3B) et la région 3’ se termine par une queue poly-
adénylée. Les trois précurseurs protéiques P1, P2 et P3 (colorés en rouge, jaune et vert) sont
issus de la maturation de la polyprotéine, tout comme les différentes protéines qu'ils
renferment. Les triangles indiquent des sites de clivage par les protéases 3C (triangle vert) ou
2A (triangle jaune). Le triangle noir indique un clivage par maturation autocatalytique.

Axe d'ordre 5 Quasi-axe d'ordre 3

Protomeére

Figure 2 : Capside virale icosaédrique de I'entérovirus D68. (A) Représentation schématique
de la capside des entérovirus montrant une unité asymétrique triangulaire délimitée en bleu.
Les différents axes de symétrie sont indiqués par des formes géométriques rouges et le canyon
est indiqué par un cercle vert. Cing protomeres, constitués des protéines VP1 a VP3, forment
un pentamere. Soixante copies de ce pentamere forment la capside virale. La protéine VP4
est interne. (B) Capside colorée par un gradient de couleurs selon la distance qui sépare le
centre du virion de la surface ; I'échelle indique les distances en angstrém (A). Une unité
asymétrique est délimitée par un triangle blanc. (Adaptée de Baggen et al. 2018).



Revue bibliographique
I Caractéristiques et cycle viral de I'EV-D68

A. Génome viral et capside

L’EV-D68 est un picornavirus (petit virus a ARN) qui appartient a I'espece taxonomique
D du genre Enterovirus (EV), laguelle comprend quatre autres types dont trois ont été
rapportés chez I’'Homme et le chimpanzé (EV-D70, EV-D94, EV-D111) et un (EV-D120) chez le
gorille. Le genre EV comprend six autres espéces taxonomiques retrouvées chez 'Homme, les

entérovirus A a C, et les rhinovirus A a C (https://www.picornaviridae.com, au 13.07.2021).

Comme tous les picornavirus, le génome de I'EV-D68 se présente sous la forme d’'un ARN
monocaténaire de polarité positive. L’ARN, d’environ 7,4kb, se compose de deux extrémités
5’ et 3’ non traduites englobant un cadre de lecture ouvert ou ORF (open reading frame)
unique, traduit en une polyprotéine d’environ 2200 acides aminés. Le second ORF ou uORF
(upstream) récemment identifié en amont de I'ORF historique dans le génome des entérovirus
A, B et C est absent chez I'EV-D68 ainsi que les rhinovirus (Lulla et al., 2019). La maturation de
la polyprotéine virale par les protéases virales génere sept protéines non-structurales 2A-2C,
3A-3D et quatre protéines structurales VP1 (1D), VP2 (1B), VP3 (1C) et VP4 (1A) (Figure 1).
L'assemblage de 60 protomeéres constitués de ces quatre protéines VP en 12 pentameres

constitue la capside icosaédrique d’environ 30nm de diamétre de I'EV-D68 (Figure 2).

Les propriétés physico-chimiques de la capside offrent a I'EV-D68 des caractéristiques
singulieres qui le démarquent des autres entérovirus tout en le rapprochant des rhinovirus qui
eux aussi, présentent un tropisme respiratoire. Une sensibilité au pH acide (Blomqvist et al.,
2002; Oberste et al., 2004; Royston et al., 2018) explique notamment |'absence de tropisme
digestif chez 'EV-D68, ce qui fait échos a I'absence de I'UORF dont la traduction, chez les
entérovirus A, B et C, génere une protéine virale qui conférerait un avantage réplicatif dans

les cellules épithéliales du tractus digestif (Lulla et al., 2019).

Les sites antigéniques ou épitopes présents en surface de la capside de 'EV-D68 ne
sont pas clairement identifiés. Toutefois, les boucles BC et DE de la protéine VP1 (Figure 3A),
ont été proposées comme des sites antigéniques potentiels par Liu et al (2015b). Plus
récemment, Mishra et al (2019) ont montré que des échantillons de sérum et de liquide

cérébrospinal (LCS) de patients atteints de myélite flasque aigué (MFA), déclenchent une
2
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Figure 3 : Sites antigéniques probables de I’entérovirus D68. Une unité asymétrique de la
capside virale est délimitée par un triangle noir. Les acides aminés interagissant avec des
anticorps monoclonaux sont délimités par des traits continus de couleurs différentes : jaune
(anticorps 11G1), blanc (EV68-228), orange (EV68-159) et magenta (15C5). (A) Représentation
de la surface de la capside. Les acides aminés appartenant aux protéines VP1, VP2 et VP3 sont
respectivement colorés en rose, bleu clair et beige. Les acides aminés appartenant aux sites
antigéniques 1, 2 et 3, prédits par I'’étude de Fang et al (2021), sont respectivement colorés
en rouge, vert et bleu. Les régions correspondantes aux structures secondaires indiquées sur
la figure sont délimitées par des pointillés noirs. (B) Représentation de la capside colorée
suivant la distance qui sépare le centre du virion de la surface, selon I'échelle colorée en
angstrom (A). (Adaptée de Fang et al. 2021).



immuno-réaction contre des peptides couvrant une partie de la boucle AB de VP1, région
conservée au sein des entérovirus, et une partie de la région C-terminale de cette méme
protéine. Contrairement a la boucle AB, la région C-terminale est exposée en surface de la
capside et pourrait étre un troisieme site antigénique. Une étude bio-informatique récente
(Fang et al., 2021) a conforté I’'hypothése proposant ces trois structures de VP1 (boucles BC et
DE, et région C-terminale) comme sites antigéniques du virus. L'étude suggére aussi des
épitopes conformationnels dans plusieurs autres structures : différentes positions dans les
boucles HI et GH de VP1 ; les boucles EF, BC et HI de VP2, les régions N-terminale et C-
terminale ainsi que la boucle HI de VP3 (Figure 3B, 3C). Ces prédictions sont confortées par les
sites de fixation de quatre anticorps monoclonaux (11G1, EV68-228, EV68-159 et 15C5) qui se
superposent partiellement ou totalement avec les trois sites antigéniques prédits. Une seule
position dans la boucle DE de VP1 a toutefois été prédite comme faisant partie d’un des sites
antigéniques du virus. L’analyse prédictive a pu étre biaisée par le fait que la modélisation de
cette boucle soit difficile a cause de sa variabilité, mais a contrario, la boucle DE de VP1 n’est
pas connue comme une cible d’anticorps neutralisant I'EV-D68. De plus, bien que les boucles
BC et C-terminales de VP1 ainsi que EF de VP2 sont des épitopes connus chez les entérovirus,
ce n’est pas le cas de la boucle DE de VP1 qui pourrait tout de méme étre un site antigénique

spécifique a I'EV-D68. Le vérifier demandera de plus amples recherches (Fang et al., 2021).

B. Attachement du virion aux récepteurs cellulaires

Les caractéristiques de la capside permettent a I’'EV-D68 de se fixer aux acides sialiques
présents a la surface des cellules épithéliales respiratoires. Les seuls récepteurs cellulaires
solidement identifiés sont ces monosaccharides liés en a2,3 ou a2,6 aux oligosaccharides. Le
virus possede une plus forte affinité pour les acides sialiques liés aux sucres en a2,6, trés
présents dans les voies respiratoires supérieures. Aprés la contamination respiratoire, les
voies supérieures pourraient étre un site primaire de multiplication virale (Baggen et al., 2016;
Imamura et al., 2014; Liu et al.,, 2015a). Cette voie d’infection est liée a la température
optimale de multiplication du virus qui est de 33°C, propriété partagée avec les rhinovirus,
alors que les autres entérovirus se multiplient plus efficacement a 37°C (Oberste et al., 2004;

Royston et al., 2018).

Baggen et al (2016) ont toutefois montré que la dépendance aux acides sialiques

n’était pas une propriété partagée par toutes les souches d’EV-D68, en décrivant la capacité
3
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Figure 4 : Aspects généraux du cycle viral d’'un entérovirus. L’infection de la cellule hote est
initiée par I'attachement de la particule virale a un ou des récepteurs a la surface cellulaire. Le
virion entre dans la cellule par endocytose avant que son génome soit libéré dans le
cytoplasme, ou la totalité du cycle viral est réalisé. Le génome viral est traduit en une
polyprotéine qui subit une maturation protéolytique réalisée par les protéases virales (2A et
3C). La réplication du génome viral par les protéines virales fonctionnelles débute par la
synthése de I'antigénome (ARN de polarité négative), ce qui génére un intermédiaire ARN
double brin. L'antigénome sert ensuite de matrice pour la transcription de nombreux brins
d’ARN positifs. Tout ce processus a lieu au cceur des organelles de réplication dont les
membranes servent de point d’ancrage au complexes réplicatifs. Dans le méme temps, les
protéines de capside sont assemblées pour former la capside virale avant que le génome
nouvellement synthétisé ne soit encapsidé. Les nouvelles particules virales infectieuses sont
ensuite libérées par voie lytique ou non lytique. PI4P, phosphatidylinositol-4-phosphate ; PC,
phosphatidylcholine ; OSBP, oxysterol-binding protein ; ACBD3, Acyl-CoA Binding Domain
Containing 3. (Adaptée de Baggen et al. 2018).



de certaines souches récentes, a infecter des cellules dépourvues d’acide sialique. La voie
d’entrée alternative et les facteurs sont inconnus. D’autres sucres, les glycosaminoglycanes
sulfatés (sGAGs), composés d’une répétition de disaccharides, ont été identifiés comme étant
des récepteurs potentiels du virus. Toutefois, la capacité d’attachement aux sGAGs pourrait
étre une adaptation a la culture virale sur une lignée cellulaire. En effet, la mutation E271K
dans la protéine VP1, au coeur de la région putative d’attachement aux sGAGs, apparait
essentielle a la fixation (Baggen et al., 2019) mais n’est que trés peu présente dans les

séquences VP1 d’entérovirus D68 disponibles sur GenBank.

Enfin, la protéine DAF ou « Decay Accelerating Factor », également tres présente a la
surface des cellules épithéliales respiratoires, a elle aussi été décrite comme un récepteur de
la souche prototype Fermon (Blomgqvist et al., 2002). Toutefois, les cellules Vero (épithélium
rénal de singe vert) qui expriment la protéine DAF, ne sont pas permissives a I'EV-D68.
L'interaction avec la protéine DAF ne suffit donc pas a amorcer I'internalisation de la particule
virale (J. Sun et al., 2019). Aucune autre étude n’a approfondi ces deux hypotheses et le
mécanisme de I'entrée du virus dans les cellules respiratoires doit encore étre précisé. On
peut donc considérer les acides sialiques comme les facteurs principaux mais non exclusifs de

la voie d’entrée du virus permettant d’initier le cycle infectieux (Figure 4).

La liaison des acides sialiques a la capside de I'EV-D68 s’opere au niveau d’une
dépression de la surface, zone appelée canyon, encerclant chaque axe de symétrie d’ordre 5,
axe situé au centre d’un regroupement de cing copies de la protéine VP1 (Figure 2). La capside
de I'EV-D68 se rapproche de celle des rhinovirus car le canyon est moins profond et plus étroit
que celui des autres entérovirus, ce qui exclue qu’un récepteur de type immunoglobuline
puisse s’y fixer. La liaison des acides sialiques au canyon provoque des changements de
conformation de la boucle GH de la protéine VP1, située a la base du canyon. Ces modifications
provoquent I'effondrement de la poche hydrophobe localisée sous le canyon et I'expulsion du
« pocket factor », une petite molécule lipidique qui, en remplissant cette poche hydrophobe,

permet la stabilisation de la capside virale (Liu et al., 2015a).

La glycoprotéine ICAM-5 (« intercellular adhesion molecule 5 ») est également
rapportée comme récepteur fonctionnel du virus. L'attachement de I'EV-D68 a ce récepteur
pourrait déclencher le mécanisme d’entrée comme avec les acides sialiques (Wei et al., 2016).
Toutefois, le role de cette protéine dans l'infection virale in vivo doit étre confirmé puisque

4
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Figure 5: Intermédiaires structuraux de la capside de I’entérovirus D68.
L'acidification de I'endosome entraine une série de modifications structurales
permettant in fine la libération du génome viral dans le cytosol de la cellule hote.
Les limites d’une unité structurale asymétrique de la capside virale sont indiquées
par deux triangles et un pentagone rouge. Le cercle rouge indique la présence d’un
pore au niveau de 'axe de symétrie d’ordre 2. E1 : Expanded 1. (Adaptée de Liu et
al. 2018).
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Figure 6 : Mécanisme de libération du génome d’un entérovirus hors de I’endosome. La
déstabilisation de la capside virale débute aprés son attachement au récepteur cellulaire
apres |'éjection du “pocket factor” (molécule lipidique stabilisant la capside). Les
changements de conformation illustrés dans la Figure 5, provoquent I'extériorisation de la
région N-terminale de VP1 et permet I'ancrage du virion a la membrane endosomale. Des
hexameres de la protéine myristoylée VP4 forment des pores par lesquels transite le gé¢nome
viral jusqu’au cytosol. La protéine cellulaire PLA2G165 (phospholipase A2 groupe XVI) est
également impliquée dans cette translocation dont le mécanisme moléculaire est inconnu.
(Adaptée de Baggen et al. 2018).



gu’elle semble étre exclusivement exprimée dans le cerveau (télencéphale), tissu dans lequel
I’'EV-D68 ne se multiplie pas en modele murin (Alison M. Hixon et al., 2017; S. Sun et al., 2019;
Zhang et al., 2018).

C. Libération du génome viral dans la cellule

L'attachement au récepteur cellulaire déclenche les cascades de signalisation
intracellulaires nécessaires a I’endocytose de la particule virale. L’acidification de 'endosome
provoque ensuite la libération du génome de I'EV-D68 dans le cytosol (Liu et al., 2018) en
déclenchant des changements de conformation massifs de la capside (Figure 5). Une premiére
expansion de la particule virale est induite par 'acidification endosomale et facilitée par la
déstabilisation de la capside consécutive a |'expulsion du « pocket factor ». Ces
réarrangements génerent la formation de pores dans la capside qui forme un intermédiaire
structural appelé particule E1 ou « expanded 1 ». Suivront la perte de VP4, une protéine
myristoylée interne au contact de I’ARN viral et I'externalisation de la région N-terminale de
VP1, elle aussi interne dans la particule native. Ces changements génerent un nouvel
intermédiaire structural, la particule A a partir de laquelle ’ARN viral est libéré dans le cytosol

(Liu et al., 2018).

Le mécanisme exact de la libération du génome viral nécessite également la formation
de pores dans la membrane lipidique de 'endosome ; le mécanisme proposé pour les EV est
schématisé dans la Figure 6. Chez les rhinovirus humains, la particule A est ancrée a la
membrane plasmique endosomale via la région N-terminale de VP1. La protéine VP4
myristoylée forme des pores nécessaires au passage du génome viral dans le cytosol (Baggen
et al., 2018). La phospholipase PLA2G16 (A2 Groupe XVI) participe aussi a la translocation de
I’ARN viral mais le mécanisme exact est inconnu. Une premiere hypothéese est qu’elle pourrait
interagir avec I’ARN viral ou des protéines virales pour faciliter la translocation et/ou la
formation, I'expansion et le maintien des pores. Elle pourrait aussi modifier des lipides
formant la membrane, ce qui affecterait sa fluidité et/ou faciliterait I'insertion des composants
de pores (Baggen et al., 2018; Staring et al., 2017). Toutefois, dans le cas de 'EV-D68, PLA2G16
ne serait plus requise en cas d’utilisation des sGAGs comme récepteur cellulaire (Baggen et

al., 2019).
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Figure 7 : Schéma de l'initiation de la traduction du génome d’un entérovirus. L’ensemble
du processus est réalisé en cing phases principales. 1. Le facteur eucaryotique d’initiation de
la traduction (elF) 4G se fixe au domaine V de I'IRES, puis forme un complexe avec elF4A et
elF4B. 2. La protéine elF3 est recrutée : elle se lie a la sous-unité ribosomique 40S associée
aux protéines elF1, elF1A, elF2-GTP et a un ARN de transfert (ARNt) méthionine. Ceci géneére
la formation du complexe 43S de pré-initiation de la traduction. 3. Grace a I'activité hélicase
de elF4A, ce complexe scanne la séquence jusqu’a I'hybridation de ’ARNt au codon d’initiation
AUG. 4. Le complexe d’initiation de la traduction 48S se forme par la libération des protéines
elF1 et elF2 ainsi que d’un phosphate et I'interaction de la poly(rC)-binding protein 2 (PCBP2),
fixée au domaine IV de I'IRES. 5. La sous-unité ribosomique 60S est recrutée, ce qui permet la
formation d’un ribosome 80S mature et le déclenchement de la traduction virale.



D. Traduction du génome viral

La traduction du génome virale n’a pas été spécifiqguement décrite pour I'EV-D68, mais
elle se déroule selon un mécanisme conservé parmi les picornavirus et qui a été bien décrit
pour les poliovirus, membres de I'espéce C du genre Enterovirus. La traduction est initiée dés
la libération du génome viral dans le cytosol et le site d’initiation interne de la traduction ou
IRES (Internal ribosome entry site) localisé dans la région non traduite en 5’ de I’ARN joue un
role majeur. Cette importance fonctionnelle explique le degré de similitude élevé de I'IRES
entre les entérovirus. Cet élément du génome viral est constitué de cinq des six domaines en
structure tige-boucle, numérotés Il a VI (Figure 7). L'initiation de la traduction implique la
formation de plusieurs complexes ribonucléo-protéiques dans lesquels sont associés deux
types de facteurs cellulaires : les facteurs eucaryotes d’initiation de la traduction (elFs) et des

facteurs transactivateurs « IRES trans-acting factors » (ITAFs).

Formation du complexe de pré-initiation. La protéine elF4G se fixe au domaine V de

I'IRES puis forme un premier complexe qui comprend elF4A et elF4B. La formation du
complexe 43S de pré-initiation de la traduction est ensuite guidée par la protéine eiF3 qui
interagit avec eiF4G et la sous-unité ribosomique 40S associée aux facteurs eiF1, eiF1A et a un
complexe ternaire (eiF2, GTP et ARN de transfert initiateur méthionine). L’activité hélicase de
elF4A permet au complexe 43S de scanner la séquence nucléotidique jusqu’au codon
d’initiation AUG. Les facteurs eiF1 et eiF2 sont libérés du complexe protéique et I’hydrolyse

du GTP par eiF2, favorisée par eiF5, libére un phosphate.

Formation du complexe d’initiation. Cette séquence d’événements conduit a la

formation du complexe d’initiation de la traduction 48S. Celle-ci nécessite la protéine PCBP2
(poly(rC)-binding protein 2), un facteur transactivateur se fixant au domaine IV de I'IRES. La
sous-unité ribosomique 60S est recrutée grace aux protéines eiF5B et eiF1A, ce qui permet la

formation d’un ribosome 80S mature et le déclenchement de la traduction de I’ARN viral.

D’autres ITAFs, tels que, entre autres, PTBP1 (Polypyrimidine tract binding protein 1,
également appelé PTB), SRp20 (Serine/Arginine-Rich Splicing Factor; également appelé
SRSF3), Unr (upstream of N-ras) ou encore hnRNPA1l (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein Al), participent également a l'initiation de la traduction en améliorant

I'activité de I'IRES, notamment via la stabilisation de son association avec les sous-unités



ribosomiques, sans en étre des facteurs indispensables (Lee et al., 2017; Lozano and Martinez-

Salas, 2015; Sweeney et al., 2014).

E. Maturation co-traductionnelle de la polyprotéine virale

La conservation, entre les especes d’'EV, des sites catalytiques des protéases virales
2APr et 3CP© suggere une spécificité de séquence et ainsi des sites de clivage conservés
(Laitinen et al., 2016). Ainsi, il est admis que le processus de maturation de la polyprotéine
virale est conservé chez les entérovirus. Les protéases virales 2AP™ et 3CP™ déclenchent la
maturation de la polyprotéine pendant la traduction de I’ARN viral. La protéase 2A permet de
libérer le précurseur P1, a la jonction P1-P2, tandis que la protéase 3C sépare les précurseurs
P2 et P3, contenant respectivement les protéines 2A-2C et 3A-3D. Les autres clivages sont
réalisés par la protéase 3CP™ et la protéine 3CDP™, et généerent une série d’'intermédiaires
protéiques et I'ensemble des protéines virales fonctionnelles. La séparation de VP4 et VP2 est
issue de I'auto-clivage du précurseur VPO lors de la formation de la capside virale (Huang et
al., 2015) (Figures 1 & 4). La particularité de I'EV-D68 se situe toutefois dans la région C-
terminale de la protéine VP3, Iégerement plus longue que chez les autres EV du fait de la

présence d’une petite hélice a (Liu et al., 2015b).

F. Réorganisation de I’environnement intracellulaire

Bien que peu décrit pour I'EV-D68, le role des protéases virales dans le cycle infectieux
des entérovirus s’étend classiquement au-dela de la maturation de la polyprotéine car elles
ont beaucoup d’autres cibles a l'intérieur de la cellule. Bien que décrites pour certains EVs,
celles-ci peuvent étre considérées comme des cibles potentielles a étudier pour 'ensemble
des EVs dont I'EV-D68. Les clivages de facteurs intracellulaires produisent un environnement

cellulaire favorable a la réplication du génome viral et a la multiplication du virus.

Inhibition de la traduction des ARNm cellulaires. Pour les poliovirus et I'EV-A71,

I'action des protéases virales permet d’amplifier la traduction de I’ARN viral en inhibant la
traduction des ARNm cellulaires. La protéase 2AP™ opere le clivage de la protéine elF4G dont
la région N-terminale contient les domaines de liaison a elF4E et de reconnaissance de la coiffe
des ARNm cellulaires. Cette altération bloque l'initiation de la traduction coiffe-dépendante
sans inhiber la traduction via I'IRES, qui nécessite seulement la région C-terminale de elF4G.

Cette méme protéase clive également différentes nucléoporines (Nup62, Nup98, Nup153) ce
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qui provoque un blocage de I'exportation des ARNm et une relocalisation cytoplasmique de
protéines nucléaires dont de nombreux facteurs de transactivation positive (SRp20, hnRNPA1)

de la traduction virale (Filipe et al., 2021; Lee et al., 2017).

Inhibition de la transcription des ARNm cellulaires. Le clivage des nucléoporines est

également associé a |'altération de la régulation de la transcription des ARNm de la cellule
hote. La protéine 3CD est transloquée dans le noyau de la cellule héte et clive de nombreux
facteurs de transcription : TBP (TATA-binding protein), CREB (Cyclic AMP-responsive element-

binding protein), Oct-1 (Octamer binding transcription factor 1) ou encore p53.

Les facteurs transactivateurs négatifs de la traduction virale sont également la cible
des protéases virales, ce qui empéche leur compétition avec les régulateurs positifs pour se
lier a la région variable (spacer region) qui sépare I'IRES de I'ORF (Figure 7). Ces clivages
peuvent également permettre a d’autres facteurs transactivateurs positifs, de promouvoir la
traduction virale. Un des exemples décrits est celui de la protéase virale 2A de I'EV-A71, qui
clive FBP1 (fructose-1,6-bisphosphate 1) dont la partie N-terminale est ensuite capable de
promouvoir la traduction virale de fagon coordonnée avec la protéine FBP1 native (Filipe et

al., 2021; Lee et al., 2017).

G. Réplication du génome viral

Chez les entérovirus, la réplication du génome viral débute par la circularisation de
I’ARN de polarité positive (ARN+), qui est nécessaire a la synthese de I'antigénome de polarité
négative (ARN-). Cette circularisation est due a la protéine cellulaire PABP (Poly(A)-binding
protein). Fixée a la queue poly-adénylée de I’ARN viral, elle établit un pont avec le complexe
des protéines virales et cellulaires 3CD, PCBP2 et 3AB, attaché au domaine | (structure dite en
feuille tréfle de la région 5’ non traduite). La protéine VPg (virion protein genome linked ou
3B) ou son précurseur 3BC, a I'origine lié de facon covalente a I'extrémité 5’ de I’ARN viral, se
détache puis subit une poly-uridylylation (VPgpUpU) par la polymérase virale 3DP°. Cette
étape de poly-uridylylation requiert une matrice poly-adénylée : I'élément cre (cis-acting
replication element). Celui-ci forme une structure tige boucle localisée dans la région traduite
de la protéine virale 2CA™3s¢ et hautement conservée chez les entérovirus D. VpgpUpU est

complexée avec la polymérase 3DP° ou son précurseur 3CD puis le complexe est transféré a



I’extrémité 3’ non traduite de I’ARN+ (Baggen et al., 2018; Filipe et al., 2021; Pascal et al., 2020;
Paul and Wimmer, 2015).

La structure poly-uridylylée s’hybride a la queue poly-adénylée de ’ARN+, ce qui
permet d’initier la synthese de I'antigénome par le complexe de réplication. Le brin d’ARN
négatif sert de matrice a la transcription des ARN+ par un mécanisme proche de celui de la
synthése de I'antigénome. L’ARN double-brin doit cependant étre déstabilisé pour reformer
le domaine | de la région 5’ non traduite, permettant ainsi I'interaction avec les protéines
nécessaires a l'initiation de la transcription. Cette déstabilisation est facilitée par la fonction
hélicase des protéines 2CA™2s¢ et/ou 2BC. La protéine cellulaire hnRNPC permet de stabiliser
la structure circulaire en se liant a la fois aux régions 5’ et 3’ non traduites de ’ARN négatif.
Les protéines 3AB et 3CD fixées au domaine | de I’ARN+ procedent au déroulement de I’ARN
double brin. Les ARN+ sont ensuite traduits ou encapsidés pour produire de nouvelles
particules virales. La protéine 3AB permet également la stabilisation du complexe de
réplication constitué de la polymérase 3DP°, la protéine VPg et la matrice ARN. La formation
des structures secondaires de I’ARN viral est médiée par I'activité chaperonne de la protéine

2CATPase (Baggen et al., 2018; Filipe et al., 2021; Pascal et al., 2020; Paul and Wimmer, 2015).

La traduction des ARN+, majoritaire lors des premiers stades de I'infection, laisse place
a la réplication de I’ARN viral lorsque la concentration en protéase 3CP™ atteint un niveau
suffisant. En effet, cette protéase clive la protéine PCBP2, inhibant I'initiation de la traduction
virale sans impacter l'initiation de la réplication. Le clivage d’autres facteurs transactivateurs

tels que la protéine PTBP1 participe a cette inhibition (Elrick et al., 2021).

H. Formation des usines de réplication virale

L’ARN viral est répliqué au sein de structures tubulaires ou vésiculaires néoformées
appelées organelles de réplication (OR) ou usines virales. Les structures tubulaires présentent
une membrane simple (single-membrane tubules) et les structures vésiculaires, une double
membrane (double-membrane vesicles). Les OR sont générées par la réorganisation des
membranes de I'appareil de Golgi (AG) et du réticulum endoplasmique (RE). Elles concentrent
tous les éléments nécessaires a la réplication. Le complexe de réplication y est ancré grace a
la protéine 3AB qui présente, comme la protéine 3A, une propriété de fixation aux

membranes. Les mécanismes qui sont a |'origine des OR ont principalement été décrits pour
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les poliovirus et CVB3. IlIs font entrer en jeux des protéines virales et des facteurs cellulaires,
notamment ceux du métabolisme lipidique de la cellule hote. La participation de diverses
facteurs a toutefois été décrite pour d’autres EVs dont I'EV-D68 et est détaillée dans la revue

bibliographique de Li et al (2020).

Les membranes des OR sont enrichies en phosphatidylcholine (PC), en PI4P
(phosphatidylinositol-4-phosphate) ainsi qu’en cholestérol ce qui permet la régulation de
I'activité du complexe de réplication (Figure 4). Pendant I'infection a poliovirus, I'accumulation
de PC, qui nécessite la protéine 2A indépendamment de son activité protéasique, résulte du
recrutement de la protéine FAS (fatty acid synthase) qui permet la biosynthése d’acides gras
au niveau de la membrane de l'usine virale. L'importation d’acides gras depuis le milieu
extracellulaire est aussi permise par la protéine ACSL3 (acyl-coA synthetase long-chain family
member 3). ACSL3 induit également une régulation positive de la synthese des
phospholipides. L’enzyme CCTa (CTP-phosphocholine-cytidylyl transferase alpha) est attachée
a la membrane des OR, ce qui permet de synthétiser la PC. Au cours de l'infection, le pool

nucléaire de cette enzyme est transloqué dans le cytoplasme (Li et al., 2020).

L’enrichissement en phosphatidylinositol-4-phosphate (PI4P) est réalisé par la kinase
PI4KB (phosphatidylinositol 4-kinase-B). Pendant une infection a EV, EV-D68 compris, elle est
recrutée par la protéine virale 3A grace a la protéine ACBD3 (acyl-CoA-binding domain-
containing protein 3) (Li et al., 2020; Lyoo et al., 2019). Les protéines 3A des poliovirus et CVB3
peuvent également faciliter ce recrutement via leur interaction avec le complexe formé par
GBF1 (guanine nucleotide exchange factor 1) et Arfl (ADP ribosylation factor 1), lui-méme
recruté par 3CD ou 3A dans les cas respectifs des poliovirus ou CVB3. Enfin chez les poliovirus
et rhinovirus humains, les protéines 2BC et 2B, respectivement, sont impliquées dans le
recrutement de PI4KB. Il est notable que l'intervention des facteurs cellulaires, a I'exception
d’ACBD3, semble varier en fonction de I'entérovirus étudié, d’autant que PI4KB est

fonctionnellement indépendante (Li et al., 2020).

Plusieurs voies sont mobilisées pour accumuler le cholestérol dans la membrane des
OR. Dans le contexte d’une infection a poliovirus ou CVB3, le précurseur 2BC active la protéine
CME (clathrin-mediated endocytosis) qui permet de ramener dans le cytoplasme du
cholestérol issu de la membrane plasmique ou du milieu extracellulaire. Une fois dans le

cytoplasme, il est transporté par des endosomes de recyclage liés a la protéine rab11. Celle-ci
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Figure 8 : Remaniement de la voie autophagique pendant I'infection par un picornavirus.
Dans le déroulement standard, la fusion de I'amphisome et d’un lysosome permet la
dégradation du contenu de I'amphisome. Cette étape est inhibée pendant le cycle infectieux
de plusieurs picornavirus dont le poliovirus (PV), les rhinovirus humains (HRV), le coxsackie
virus B3, ou aussi I'EV-D68. Les amphisomes ou vésicules a double membrane, peuvent alors
fusionner avec la membrane plasmique cellulaire, permettant ainsi la libération d’une vésicule
mono-membranaire contenant les virions. (Adaptée de J. Sun et al. 2019).



est attachée par PI14KB ce qui permet la fixation des endosomes aux OR et leur exploitation.
De plus, les molécules PI4P intégrées dans la membrane des OR participent a I'ancrage de la
protéine OSBP (oxysterol-binding protein) qui permet la captation et le transport de
cholestérol depuis la membrane du RE. La formation des OR fait également entrer en jeu les
vésicules COPI et COPII (Coat protein complex |/ Il), facteurs importants du trafic protéique et
lipidique entre le RE et I'AG. La protéine 2CA™3¢ participerait a la formation des OR en
modifiant la courbure de la membrane du RE (Li et al., 2020; Strating and van Kuppeveld,

2017).

L'autophagie est un processus voué au recyclage des organites endommagés ou a
I’élimination de micro-organismes. Ce processus est court-circuité lors de I'infection par I'EV-
D68 et de nombreux virus a ARN, ce qui a pour conséquence d’amplifier la réplication du
génome viral (Figure 8). L'autophagie repose sur les autophagosomes, vésicules a double
membrane, qui captent I'élément a dégrader grace a des protéines cargo, marqueurs de
I’activité autophagique. L'autophagosome fusionne ensuite avec un endosome. L’amphisome
ainsi produit fusionne a son tour avec un lysosome générant un autolysosome dans lequel
I’élément est dégradé. Lors de la phase tardive de I'infection par I'EV-D68, la protéine cargo
SQSTM1 (sequestosome 1) est clivée, probablement par la protéase 2A, ce qui inhibe I'activité
autophagique. La protéase 3C clive la protéine SNAP29 (Synaptosomal-associated protein 29)
nécessaire a la fusion de I'amphisome et du lysosome, ce qui bloque le processus
autophagique au stade autophagosome ou amphisome. Avant son clivage, SNAP29 promeut
toutefois la réplication de I'EV-D68, comme la protéine SNAP47 qui serait impliquée dans
I’acidification de I'autophagosome en facilitant sa fusion avec un endosome. En plus d’inhiber
I’autophagie, la réplication du génome de I'EV-D68 pourrait avoir lieu directement dans les
autophagosomes ou leurs membranes pourraient étre détournées vers la formation des OR,

amplifiant ainsi la réplication (Corona et al., 2018; Li et al., 2020; Mohamud et al., 2018).

I Mécanismes d’échappement immunitaire

Le réle des OR n’est pas limité a la réplication du génome viral. La formation de ces
structures participe a un mécanisme d’échappement a la réponse immunitaire innée intra-
cellulaire. En enfermant les ARN bicaténaires viraux, les OR empéchent qu’ils soient reconnus
par les récepteurs intra-cellulaires type RLR (RIG-1 like receptors) : RIG-1 (Retinoic acid-

inductible gene-1) et MDAS (Melanoma Differentiation-Associated protein 5). L'échappement
11



$ EV-D68

m Membrane cellulaire
. Endosome ¥ \
RIG-1/MDA5 d ) TLR3 Fndosome
- @
X 3 (Vs W EV-D68
\ o 3cPro g TLR79
» TRIF EV-D68
“——J> TRAF6 RIP1 3cPro
CARD CARD EV-DES I MyD88
I EV-D68 24P EV-D68
Mitochondrie ! 3cCPre TABs -:AK1 , 2AP™
MAVS
» TRAF3 \/
N CARD NEMO TRAF3
TBK1 | IKKE P IKKul IKkkB (P IRAK1 /iKKa
l P
IRF3 P IKB  NF-KB
IRF3 P p
IRF7
IRF7
NF-KB ,\
EV-D68
3cPre
Geénes - cytokines pro-inflammatoires
Noyau Geénes - réponse Interféron de type |

Génes inductibles / interférons

Figure 9 : Mécanismes d’échappement immunitaire mis en place par I’entérovirus D68.
L'activité des protéases virales 2A et 3C sur des facteurs cellulaires conduit a I'inhibition de la
réponse interféron de type | et de la production de cytokines pro-inflammatoires. La protéase
virale 3Cclive les protéines TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-B), TAK1
(Transforming growth factor B activated kinase 1) et IRF7 (Interferon regulatory factor 7),
inhibant ainsi les voies de signalisation des récepteurs TLR (Toll-like receptors) 3, 7 et 9. La
protéase virale 2A peut cliver la protéine TRAF3 (Tumor necrosis factor receptor-associated
factor 3), inhibant ainsi les mémes voies de signalisations mais également celle des récepteurs
RLR (RIG-1 like receptors). Cette derniére est également inhibée par la protéase 3C qui, en se
fixant au récepteur MDAS5, empéche son interaction avec les protéines MAVS (mitochondrial
antiviral signalling proteins). (Adaptée de J. Sun et al. 2019).
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Figure 10: Morphologie des organelles de réplication des entérovirus. (A) Coupe de
tomographie électronique en série d’une cellule infectée par le coxsackievirus B3 (5h post-
infection). La barre d’échelle représente 500 nm. (B) Modélisation 3D de la zone encadrée
dans le panneau A vue du dessus (en haut) et de c6té (en bas) montrant en vert des tubules
a membrane simple (DMV) et des vésicules a double membrane (DMV) ouvertes (orange) et
fermées (jaune) ; le réticulum endoplasmique en indiqué en bleu. (C) Représentation
schématique de la morphologie des organelles de réplication virale. Ceux-ci sont générés a
partir du réticulum endoplasmique et de I'appareil de Golgi. Tot dans I'infection, les organelles
de réplication se présentent sous la forme de tubules mono-membranaire avant de se
transformer en vésicules a double membrane puis en vésicules multi-lamellaires (MVs)
lorsque l'infection progresse. (Adaptée de Li et al. 2020).



immunitaire de I'EV-D68 passe également par I'activité protéolytique des deux protéases
virales qui inhibent la réponse interféron de type | (Figure 9). La protéase 2AP™ clive la protéine
TRAF3 (Tumor necrosis factor receptor-associated factor 3) impliquée dans les voies de
signalisation des récepteurs TLR (Toll-like receptors) 3, 7 et 9 et des récepteurs RLR (Kang et
al., 2020). Ces deux voies sont également inhibées par I'activité de la protéase 3CP™ qui clive
IRF7 (Interferon regulatory factor 7), impliqué dans la voie TLR7/9 (Xiang et al., 2016a), ainsi
gue TAK1 (Transforming growth factor B activated kinase 1) (Rui et al., 2017) et TRIF (TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-B) (Xiang et al., 2014). L’inactivation de TAK1
et TRIF inhibe ainsi la production de cytokines et la voie de signalisation conduisant a la
production des interférons de type 1. La protéase 3CP™ a la propriété de se lier au récepteur
MDAS, ce qui empéche son interaction avec les protéines MAVS (mitochondrial antiviral
signalling proteins), nécessaire a |'activation de la réponse interféron de type | (Rui et al.,

2017).

Les granules de stress se forment tot dans I'infection par 'EV-D68, en réponse a la
phosphorylation de la sous-unité a du facteur elF2 par la protéine kinase R. Induite par
I'infection virale, cette phosphorylation est considérée comme une réponse a un stress
cellulaire qui stoppe la synthese protéique. Les granules de stress sont constitués des
protéines TIA1 (T cell intracellular antigen 1), HUR (human antigen R) et G3BP1 (Ras GTPase-
activated protein-binding protein 1) qui se lient a ’ARN viral par I'intermédiaire de la région
3’ non traduite, ce qui inhibe la réplication virale. En clivant G3BP1 lors de |la phase tardive de
I'infection, la protéase 3CP™ de I'EV-D68 empéche la formation des granules de stress et
I’expression de genes d’interféron B (Cheng et al., 2020). La protéase 2AP™ de I'EV-D68, via un
mécanisme inconnu, jouerait un rdéle encore plus important dans l'inhibition de la réponse

interféron de type | (J. Sun et al., 2019; Visser et al., 2019).

J. Assemblage de la capside virale

La structure tridimensionnelle des OR évolue constamment pendant I'infection virale
(Figure 10). Les structures tubulaires mono-membranaires semblent vouées a la réplication
de I’ARN viral. Aprés la phase exponentielle de réplication, elles sont modifiées pour former
des vésicules a double membrane et celles-ci a leur tour sont restructurées en vésicules multi-
lamellaires (multilamellar vesicles), lors de la phase tardive de I'infection. Le réle des vésicules

a double-membrane pourrait étre d’abriter la phase d’assemblage des virions en cours de
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Figure 11 : Régulation de I'apoptose par la protéine 2B des picornavirus. La protéine 2B des
poliovirus (PV), rhinovirus humains (HRV) et coxsackie virus B3 (CVB3) est une viroporine. Elle
s’assemble sous la forme de tétrameres et forme des pores dans la membrane de I'appareil
de Golgi et du réticulum endoplasmique, ce qui induit la libération de Ca?* dans le cytosol. Les
mitochondries captent le Ca%* cytosolique, ce qui conduit a la libération de cytochrome c et au
déclenchement de I'apoptose. Il y a deux classes majeures de viroporine selon le nombre de
domaines transmembranaires ; la viroporine 2B des entérovirus en contient deux et
appartient a la classe classe Il. Les viroporines du CVB3 et du PV appartiennent respectivement
aux sous-classes A et B, définies d’aprés |'orientation du complexe dans la membrane.
(Adaptée de J. Sun et al. 2019).



formation (Li et al., 2020). Cette phase survient a I'issue de la maturation du précurseur P1
par la protéase 3CDP™ associée a la protéine HSP90 (heat shock protein 90). Le trimer formé
par les protéines VPO, VP1 et VP3 génere une unité pentamérique par auto-assemblage. Douze
pentameéres, stabilisés par la partie myristoylée de VPO et/ou la glutathione, se condensent
autour d’un brin d’ARN+ pour former un provirion. Lors de I’encapsidation, I'interaction de
VPO avec I’ARN viral induit son clivage en deux protéines VP4 et VP2. Ce dernier événement

forme la particule virale mature infectieuse (Baggen et al., 2018; Elrick et al., 2021).

K.  Effets cytopathiques et libération des particules virales

La multiplication d’un entérovirus dépend des interactions qui se produisent entre les
protéines virales et un grand nombre de facteurs cellulaires, et de leurs conséquences sur
I’équilibre cellulaire. Parmi les altérations structurales de la cellule héte pendant I'infection
virale, le remodelage complet du cytosquelette d’actine la conduit rapidement a entrer en
apoptose. La viroporine 2B du poliovirus participe a I'induction de I'apoptose en altérant
I’homéostasie intracellulaire du Ca®* (Figure 11). La formation de pores dans les membranes
du RE et de I'AG permet le rejet de Ca®* dans le cytosol. Celui-ci est capté par les
mitochondries, ce qui induit la libération de cytochrome c et I'entrée dans le processus
apoptotique. Par ailleurs, les protéases virales clivent des caspases et différents facteurs pro-
apoptotiques, ce qui stoppe I'apoptose (J. Sun et al., 2019). La cellule entre alors en nécrose,
processus lytique qui permet la libération des particules virales néo-formées. Une voie non
lytique de libération par une exocytose des autophagosomes/OR (Figure 8), décrite pour
plusieurs picornavirus, pourrait également permettre de libérer les particules d’EV-D68 (Li et

al., 2020; J. Sun et al., 2019).

Il. Classification

Historiguement, les premiers travaux cherchant a décrire la diversité phylogénétique
des souches d’EV-D68 ont classé les séquences VP1 en trois lignées (Figure 12). La diversité de
ce virus a ensuite été classée en 3 clades : A (lignée 3), B (lignée 2) et C (lignée 1). Le clade B
serait le plus récent et aurait dérivé du clade C (Tokarz et al., 2012). Les trois clades se
différencient par plusieurs délétions de nucléotides et 4 a 6% de divergence en acides aminés

dans la protéine VP1 (Du et al., 2015; Tokarz et al., 2012). Aprés la réémergence épidémique
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Les séquences de I'EV-D68 sont
réparties en quatre clades A, B, C et
D (anciennement sous-clade A2). Les
clades B et D sont respectivement
subdivisés en sous-clades B1, B2, B3
et D1, D2. Initialement, trois lignées
avaient été décrites. La lignée 1
contenait les séquences du clade C
actuel, la lignée 2, celles du clade B
et la lignée 3, celles du clade A avant
gue celui-ci ne soit divisé en sous-
clades Al et A2 et que ce dernier soit
reclassé en clade D. Trente-cing ans
séparent les séquences des souches
prototypes (1962) des séquences les
plus anciennes de la lignée 1 (1997).
L'arbre phylogénétique a été obtenu
avec un jeu de données regroupant
896 séquences couvrants a minima
le cadre de lecture ouvert complet
du génome de I'EV-D68. La méthode
utilisée est le maximum de
vraisemblance avec le modele
d’évolution moléculaire GTR
(Generalised Time-Reversible). Les
losanges rouges indiquent une
fiabilité des noeuds de 100%
(probabilité postérieure = 1) estimée
avec le test statistique aBayes.



de I'EV-D68 en 2014, la circulation intense des souches a amené une diversification
supplémentaire et la classification phylogénétique a été affinée par la description du sous-
clade B1 (Greninger et al., 2015) et du clade D représenté par des séquences appartenant

initialement au clade A (Du et al., 2015).

En 2016, Tan et al (2016) décrivent le sous-clade B2 et proposent également la division
du clade A en deux sous-clades Al et A2. Ces deux sous-clades correspondent respectivement
aux clades A et D décrits auparavant, ce qui provoque encore une grande confusion dans
I’assignation des séquences entre les publications. Le sous-clade B3 décrit ensuite, présente
une divergence nucléotidiqgue moyenne dans I'ensemble de I'ORF de 4 et 5,2% respectivement
par rapport aux sous-clades B1 et B2 (Gong et al., 2016). La divergence est encore plus élevée
par rapport aux autres clades : 10,2% (A), 9,6% (D) et 7,7% (C). Yip et al (2017) proposent la
division du clade D en deux sous-clades D1 et D2 sur la base d’une divergence des séquences
nucléotidiques de VP1 comprise entre 4,4 et 5,9%. lls confirment que les clades D et A2
forment un unique groupe phylogénétique et que la dénomination D devrait étre utilisée de
maniére consensuelle. Plus récemment, Shen et al (2019) ont décrit le sous-clade D3 qui, par
rapport au sous-clade D1, présente une divergence nucléotidique pour I'ensemble du génome
de 3a3,5% (1,1 a1,8% en acides aminés pour la polyprotéine). Toutefois, cette dénomination
n'a depuis pas été ré-utilisée, les séquences phylogénétiquement proches plus récentes étant

toutes décrites comme appartenant au clade D1.

Les deux évenements de recombinaison génétique rapportés de I'EV-D68 sont décrits
dans la séquence codant la protéine VP2. Le premier est décrit chez une souche du sous-clade
B2 (US/KY/14-18951 ; numéro d’accession KM851229) ayant recombiné avec une souche du
sous-clade B1 (Tan et al., 2016). Le second est décrit chez les souches virales du sous-clade D2
BCH89A (numéro d’accession KF726085) et BJ24 (numéro d’accession KU242683), ayant

recombiné avec une souche du clade A (Yip et al., 2017).
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lll. Pouvoir pathogéne de I'EV-D68

A. Atteintes respiratoires

L'EV-D68 a été associé, des sa découverte en 1962, a des atteintes respiratoires, le
distinguant ainsi des autres entérovirus. L’entérovirus D68 est responsable d’un large panel
de pathologies respiratoires allant d’une simple rhinite a des formes plus sévéres telles que
des pneumonies ou détresses respiratoires aigués. Les données cliniques collectées au cours
des derniéres épidémies, notamment celle de 2014, ont permis de préciser le spectre des

manifestations cliniques associées a ce virus.

Des symptomes grippaux classiques (fatigue, myalgie, céphalées) sont fréquemment
rapportés (Fall et al., 2019b; Holm-Hansen et al., 2016; Itagaki et al., 2018; Meijer et al., 2012,
2014). Lors de I'épidémie américaine de 2014, les symptOmes respiratoires les plus fréquents
étaient une dyspnée (n=513/614, 83,6%), une toux (n=500/614, 81,4%) et une sibilance
(n=427/614, 69,5%). Ces symptdmes étaient accompagnés de fievre dans 47,9% (n=294/614)
des cas (Midgley et al., 2015). Le virus est fréquemment associé a des atteintes respiratoires
basses caractérisées par une sibilance, une dyspnée et plus rarement une hypoxie (Biggs et
al., 2021; Calvo et al., 2016; Cottrell et al., 2018; Fall et al., 2019b, 2019a; Funakoshi et al.,
2019; Gilrane et al., 2020; Gong et al., 2016; Holm-Hansen et al., 2016; Hy et al., 2016;
Imamura et al., 2011; Itagaki et al., 2018; A. I. C. Martin et al., 2017; Meijer et al., 2012;
Messacar et al., 2017; Metoki et al., 2018; Rahamat-Langendoen et al., 2011; Reiche et al.,
2015; Shen et al., 2019; Thongpan et al., 2016; Vazquez-Perez et al., 2016). Ces symptomes
étaient plus fréquents chez les patients infectés par un EV-D68 que par un autre entérovirus
en 2016 en Espagne (Montes et al., 2019). La sibilance semble étre aussi plus fréquente au
cours des infections a EV-D68 que dans celles associées aux autres types d’entérovirus et

rhinovirus (Caylan et al., 2018; Tang et al., 2021).

En France, lors de I'épidémie de 2014, le diagnostic final retenu était I'asthme ou
I’exacerbation d’asthme dans 48% des cas ou une bronchiolite dans 21% (Schuffenecker et al.,
2016), tableaux retrouvés dans de nombreuses autres études (Calvo et al., 2016; Cottrell et
al., 2018; Gonzalez-Sanz et al., 2019; Holm-Hansen et al., 2016; Itagaki et al., 2018; Kramer et
al., 2018; Levy et al., 2015; Pellegrinelli et al., 2019b; Piralla et al., 2018; Srinivasan et al., 2018;

Todd et al., 2013). Une détresse respiratoire aigué est également rapportée (Bal et al., 2019;
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Gonzalez-Sanz et al., 2019; Holm-Hansen et al., 2016; Kramer et al., 2018). D’autres atteintes
respiratoires basses telles que les bronchites et les cas plus séveres de pneumonie sont aussi
fréquemment associées a une infection par I'EV-D68 (Biggs et al., 2021; Bottcher et al., 2016;
Hy et al., 2016; Kaida et al., 2017, 2011; Lau et al., 2016; Meijer et al., 2014, 2012; Midgley et
al., 2020; Piralla et al., 2018; Rahamat-Langendoen et al., 2011; Shen et al., 2019; Tang et al.,
2021; Thongpan et al., 2016; Vazquez-Perez et al., 2016; Xiao et al., 2015) et de fagon plus
fréquente qu’avec d’autres entérovirus (Baertl et al., 2021; Gonzalez-Sanz et al., 2019). La
majorité des études ont porté sur la population pédiatrique et les caractéristiques cliniques
des infections respiratoires a EV-D68 chez I'adulte sont moins bien décrites méme si des
formes graves telles que I'exacerbation de bronchopneumopathie chronique obstructive, une
pneumonie et une détresse respiratoire aigué ont été observées (Kramer et al., 2018; Lau et

al., 2016; Ly et al., 2014; Pellegrinelli et al., 2019a; Shen et al., 2019; Xiang et al., 2012).

La proportion de patients présentant un ou plusieurs facteurs de comorbidité varie
entre 20 et 80% selon les études (Bal et al., 2019; Biggs et al., 2021; Funakoshi et al., 2019;
Gilrane et al., 2020; Holm-Hansen et al., 2016; Itagaki et al., 2018; Knoester et al., 2017;
Korematsu et al., 2018; Kramer et al.,, 2018; Lau et al., 2016; A. I. C. Martin et al., 2017;
Messacar et al.,, 2017; Montes et al., 2019; Pellegrinelli et al., 2019b; Piralla et al., 2018;
Poelman et al., 2015; Rahamat-Langendoen et al., 2011; Reiche et al., 2015; Schuffenecker et
al., 2016; Srinivasan et al., 2018; Vazquez-Perez et al., 2016; Huanyu Wang et al., 2019; Xiao
et al.,, 2015). Ces co-morbidités peuvent influencer la sévérité des atteintes respiratoires
associées a I'EV-D68, en particulier lorsqu’il existe une pathologie respiratoire sous-jacente
telle que des antécédents d’asthme ou une hyperréactivité bronchique (Midgley et al., 2015).
Comme pour les autres infections a entérovirus, 'immunodépression, la prématurité ou I'age
constituent également des facteurs de risque d’infection sévere (Lau et al., 2016; Lauinger et
al., 2012; Midgley et al., 2015; Poelman et al., 2015). Dans une étude européenne réalisée
dans 14 pays, 31% (131/389) des patients présentaient une pathologie sous-jacente dont 72
(19%) une pathologie respiratoire, 26 (7%) une immunodépression et 33 (8%) une pathologie
autre que respiratoire (Poelman et al., 2015). Ces infections séveres se traduisent par des taux
d’admission en soins intensifs allant de 6,8% (Schuffenecker et al., 2016) a 66% selon les
études (pour revue, Holm-Hansen et al., 2016), ces différences pouvant étre liées a un biais

de recrutement ou de recherche de I'EV-D68 plus systématique dans les formes séveres dans
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certaines études. L’épidémie américaine en 2014 s’est ainsi caractérisée par un taux important
d’infections séveres avec pres de 2 patients sur 3 admis en soins intensifs, 28% ayant d(

bénéficier d’une assistance ventilatoire (Midgley et al., 2015).

Les infections a EV-D68 les plus graves peuvent conduire en de rares occasions au
déces du patient. Vingt-quatre déces (dont 14 au cours de I'épidémie américaine en 2014)

ayant été rapportés entre 1962 et 2014 (Holm-Hansen et al., 2016).

B. Atteintes neurologiques

Les complications neurologiques associées a I'entérovirus D68 se présentent surtout
sous la forme de myélite flasque aigué et ont été presque exclusivement rapportées au cours

des épidémies d’infections respiratoires a ce virus.

B.1. Définition et caractéristiques de la myélite flasque aigué

Avant 'alerte du 26 septembre 2014 lancée par le CDC (Center for Disease Control and
Prevention) américain, I'EV-D68 n’était pas considéré comme un pathogene important. Aux
Etats-Unis, deux cas de paralysie avait été associés au virus, I'un chez un adulte en 2005 avec
détection de I'EV-D68 dans le liquide cérébrospinal (Khetsuriani et al., 2006), I'autre chez un
enfant en 2008 (Kreuter et al., 2011). Avant 2014, plusieurs études rétrospectives réalisées
aux Etats-Unis entre 2005 et 2013 ont cependant permis de recenser 47 cas de myélites
flasques aigués (MFA) dont 6 (13%) étaient associées a la détection d’un EV-D68 dans un
prélevement respiratoire (Cortese et al., 2020; Greninger et al., 2015; J. A. Martin et al., 2017;
Roux et al., 2014; Uprety et al., 2019; Van Haren et al., 2015). Au cours de la méme période,
I’'EV-D68 n’a été rétrospectivement associé qu’a quatre autres cas pédiatriques de paralysies
flasques aigués au Japon (n=3) (ltagaki et al., 2018; Kaida et al., 2017) et en Australie (n=1)
(Levy et al., 2015). En 2014 aux Etats-Unis, une recrudescence d’atteintes neurologiques
séveres de type myélite flasque aigué a été observée parallelement a I'épidémie d’infections
respiratoires associées a |I'entérovirus D68, rappelant le neurotropisme potentiel de tous les

entérovirus.

Une définition de la MFA a été établie en 2015 puis révisée a trois reprises en 2017,
2019 et 2021 par le Conseil d’Etat et des épidémiologistes territoriaux (CSTE) américain. Un
cas est défini par la survenue brutale d’une faiblesse musculaire associée a une perte de tonus

musculaire et des réflexes ET a I'observation a I'IRM de la moelle épiniere de lésions
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majoritairement localisées au niveau de la substance grise et couvrant au moins un segment
vertébral, a I'exclusion d’autres étiologies. Une MFA peut également étre rapportée post-
mortem apres confirmation a I'IRM ou via une autopsie mettant en évidence une
inflammation de la corne antérieure de la moelle épiniere touchant au moins un segment

vertébral (www.cdc.gov/acute-flaccid-myelitis/hcp/case-definitions.html, au 06/08/2021). La

limite d’age (21 ans) ou la pléiocytose du LCS n’entrent plus en considération. Les
modifications successives de définition des cas peuvent biaiser le suivi épidémiologique des

cas de MFA et la comparaison entre les différentes études.

La MFA est caractérisée par la survenue brutale d’'une paralysie flasque et asymétrique
des membres associée a une perte des réflexes et une absence de déficit sensoriel. La
paralysie survient 7 jours (1 — 16 jours) apres un épisode infectieux caractérisé par de la fievre,
des symptdomes respiratoires et/ou digestifs et des myalgies. Une évolution en deux phases
est trés souvent rapportée avec une amélioration du syndrome infectieux avant le retour de
la fievre, puis un syndrome méningé suivi des déficits neurologiques progressant en quelques
heures. Les muscles proximaux des membres supérieurs sont les plus souvent atteints bien
gu’une tétraparésie soit fréquemment observée. Une atteinte des paires craniennes est
observée chez 25 a 50 % des patients et se traduit par une diplopie, une dysphagie ou une
paralysie faciale. Les cas les plus sévéres peuvent conduire a un arrét respiratoire dd a la
faiblesse des muscles respiratoires, nécessitant une ventilation mécanique, ou a de graves
complications neurologiques, tels que des changements de température corporelle et
I'instabilité de la pression artérielle, pouvant engager le pronostic vital du patient

(www.cdc.gov/acute-flaccid-myelitis, au 06.08.2021).

En 2018 aux Etats-Unis, le nombre record de 238 cas de MFA a été rapporté. L’age
médian des patients était de 5,3 ans (IQR 3,3-8,2, de 0,5 a 81,8). Une phase prodromique
débutant en moyenne 6 jours (IQR 3-9) avant I'apparition des symptomes de paralysie a été
rapportée chez 97% (n=230/238) des patients. La large majorité (83%, n=191/230) des
prodromes était d’ordre respiratoire. L’apparition de fievre, en moyenne 3 jours (IQR 2-6)
avant le début des symptomes de la MFA, a été rapportée chez 80% (n=184/230) des patients
(Kidd, 2020). Ces deux caractéristiques cliniques ont d’ailleurs été plus fréquemment
rapportées pour les cas de MFA que pour les autres types d’atteintes paralytiques (Lopez,

2019) et retrouvées dans les cas de MFA rapportés en 2014 et 2016 aux Etats-Unis (MclLaren
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et al., 2020; Messacar et al., 2016c) et au Japon en 2015 (Chong et al., 2018). En 2018 aux
Etats-Unis, les symptomes prodromiques les plus tardifs, apparaissant en moyenne entre 1,5
et 2 jours en amont de la MFA, étaient les douleurs au cou ou au dos, les maux de téte et les
symptomes gastro-intestinaux, rapportés respectivement chez 48% (n=110/230), 38%
(n=87/230) et 23% (n=53/230) des patients. Les symptomes les plus fréquemment associés a
la MFA étaient la difficulté a marcher (52%, n=124/238), les douleurs au cou ou au dos (47%,
n=111/238), la fievre (35%, n=83/238), les douleurs au niveau des membres affectés (34%,
n=82/238) ainsi que les maux de téte (28%, n=66/238). La MFA affectait plus fréquemment les
membres supérieurs (64%, n=153/238) que les membres inférieurs (36%, n=85/238) (Kidd,
2020). Une atteinte des paires craniennes a été rapportée chez 21% (n=51/238) des patients.
54% (n=129/238) des patients ont été admis en unité de soins intensifs et 23% (n=55/238) ont
requis une intubation et une ventilation mécanique (Kidd, 2020). Dans I'ensemble, les
données cliniques associées aux cas de MFA de 2014 aux Etats-Unis, sont proches de celles de
2018 (Kidd, 2020; Messacar et al., 2016c). Les cas de MFA rapportés au Canada en 2014 et
2018 sont également similaires bien que la fréquence des atteintes des membres supérieurs
ou inférieures n’était pas différente (78%, n=45/58 versus 74%, n=43/58) (Yea et al., 2020).
Dans le monde, les complications respiratoires dues a la MFA ont conduit au déces de 3
adultes immunodéprimés et de 2 enfants (Kane et al., 2019; Knoester et al., 2019; Messacar
et al.,, 2016c). La MFA semble toucher une large majorité de patients sans facteur de
comorbidité mais également des patients asthmatiques ou présentant des allergies (Bove et

al., 2019; Chong et al., 2018; Messacar et al., 2016c; Yea et al., 2017).

Peu d’études se sont intéressées aux séquelles de la myélite flasque aigué. D’apres les
données disponibles, un déficit moteur, lié a des atrophies musculaires, persiste un an apres
la phase aigué de la MFA chez 75 a 93 % des patients (Aubart et al., 2020; J. A. Martin et al.,
2017; Yea et al., 2017). Dans d’autres études, le taux de récupération compléte de la mobilité
peut étre plus élevé avec 41% (n=11/27) des cas (Kane et al., 2019). Ces disparités pourraient
étre expliquées par une différence de prise en charge et de rééducation des patients, liée aux
connaissances des médecins et a I’environnement familial (Bove et al., 2019; Murphy et al.,
2021). Ces séquelles semblent persister au moins jusqu’a 4 ans apres la phase aigué et certains
patients nécessitent une assistance respiratoire sur plusieurs années (P. F. Chong et al., 2021;

Downey et al., 2020; Kirolos et al., 2019). Ces déficits moteurs sont également accompagnés
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Figure 13 : Evolution du nombre de
myélites flasques aigiies (MFA)
rapportées aux Etats-Unis depuis
2014. Les états dans lesquels ont été
rapportés des cas de MFA, sont
D colorés en foncé; le nombre de cas
vo est indiqué entre parenthéses. Au
% total, 677 cas de MFA ont été
confirmés aux Etats-Unis depuis
2014. Les données ainsi que les
cartes ont été obtenues sur le site
web du Center for Disease Control
and  Prevention, consulté le
08/04/2022

(https://www.cdc.gov/acute-flaccid-

201 6 myelitis/cases-in-us.htmil).
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de fatigue, de douleurs ou encore de difficultés respiratoires ou d’incontinence (Bove et al.,

2019).

Un groupe d’entraide comptant a I'heure actuelle plus de 800 membres (au
20.08.2021) a été créé en 2015 sur Facebook (Parents of Children with Polio-Like
Syndrome/Acute Flaccid Myelitis) et a permis la mise en place de I'étude de Bove et al (2019).
Une association a également vu le jour avec pour objectif la diffusion des connaissances sur la
MFA et le soutien, notamment financier via un systeme de donations, des patients et de leurs

proches (Acute Flaccid Myelitis Association (afmanow.org), au 23.08.2021).

B.2. Lien étiologique entre la MFA et 'EV-D68
2.1. Casrapportés de MFA et association avec ’'EV-D68

En 2014, 120 cas avaient été rapportés contre 153 et 238 en 2016 et 2018,
respectivement, majoritairement entre ao(t et novembre (Figure 13). A I'inverse, au cours des
années impaires caractérisées par une faible circulation de I'EV-D68, le nombre de cas de MFA
est plus faible avec 22, 38 et 47 cas confirmés en 2015, 2017 et 2019, respectivement

(www.cdc.gov/acute-flaccid-myelitis/cases-in-us.html, au 23.08.21). L’entérovirus D68 était le

pathogéne le plus fréquemment identifié chez les patients atteints de MFA en 2014 (n>13)
(Sejvar et al., 2016), en 2016 (n=24) et en 2018 (n=37) (Kidd et al., 2021; McLaren et al., 2020)
et n’a pas été détecté en 2015 et 2017 (Mclaren et al., 2020). Cette association spatio-
temporelle a clairement été mise en évidence par Park et al (2021) qui ont caractérisé la
dynamique de circulation de I'entérovirus D68 aux Etats-Unis et I'ont associée aux pics de
MFA. De maniére similaire, 58 cas pédiatriques de MFA ont été confirmés au Canada en 2014
(n=25) et 2018 (n=33) et le pathogene le plus identifié (n=16) était I'entérovirus D68 (Yea et
al., 2020).

D’autres cas de MFA associés a I'EV-D68 ont été décrits dans de nombreux pays et sur
tous les continents avec un nombre de cas plus importants au cours des périodes de plus forte

détection de I’entérovirus D68 dans les échantillons respiratoires (Tableau 1 ; Figure 13):

En Europe, les cas de MFA associés au virus ont principalement été rapportés en 2016
et chez des enfants (89,7%, n=26/29) et sont répartis en France (n=5), Ecosse (n=5), Espagne
(n=3), Suede (n=3), Norvége (n=3), Pays-Bas (n=2), Allemagne (n=2), Italie (n=2), Autriche
(n=1), Angleterre (n=1), Pays de Galles (n=1) et Irlande (n=1) (Knoester et al., 2019). En 2014,
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Tableau 1 : Cas rapportés d’atteintes paralytiques associées a une infection a EV-D68

Khetsuriani
et al. 2006

Kreuter et al.
2011

Uprety et al.
2019
Itagaki et al.
2017
Levy et al.
2015
Greninger et
al. 2015
Uprety et al.
2019
Roux et al.
2014
Van Haren et
al. 2015
Greninger et
al. 2015
Greninger et
al. 2015
Martin et al.
2017
Kaida et al.
2017
Sejvar et al.
2016
Greninger et
al. 2015
Yea et al.
2020
Lang et al.
2014
Varghese et
al. 2015

Pfeiffer et al.
2015

Stacpoole et
al. 2017

Chong et al.
2018

Localisation

Etats-Unis
(NESS)
Etats-Unis
(New-
Hampshire)
Etats-Unis

(Pennsylvanie)

Japon

Australie

Etats-Unis
(Californie)
Etats-Unis

(Pennsylvanie)

Etats-Unis
(Californie)

Etats-Unis

(Colorado)

Japon

Etats-Unis

Canada
France

France

Norvége

Royaume-Uni

Japon

Période

2005

2008

2009

2010
(septembre)
2010 (avril
et juillet)
2011
(décembre)

2012

2012 (juin-
novembre)

2013
(février-
novembre)

2013

(septembre)

2014 (ao(t-
décembre)

2014

2014
(septembre)

2014

2014
(septembre-
novembre)

2014

2015 (ao(t-
décembre)

Total de cas

(n)

NP (PFA)

1 (PFA)

1 (PFA)

2 (PFA)

10

1 (PFA)

120

25
1 (PFA)

1 (PFA)

57
1 (MFAP)
2 (PFA)

Cas associés a I'EV-

D68 (n)

1 (100%)

1 (50%)
1 (100%)
2 (100%)
1 (100%)

1 (100%)

2 (20%, novembre)

1 (33%, novembre)

1 (100%)

>13 (10,8%)

16/58 (27,6%)*

1 (100%)

1 (100%)

2 (100%)

1 (100%)

8/57 (14%)
1/1 (100%, MFAP)
2/2 (100%, PFA)

Population
pédiatrique

(n)
0 (<20 ans)

1(100%, 5
ans)

1 (50%)

1(100%, 4
ans)

2 (100%)
1 (100%)

1 (100%)

2 (100% <14
ans)

1(33%, ~6
mois)

1(100%, 9
mois)

NP (max. 21
ans)

16 (100%
<18 ans)
1(100%, 4
ans)
1(100%, 1
an)

2 (100%, 5-6
ans)

0 (0%, 45
ans)
7(87,5%
<11 ans)
1(100%, 1
ans)
1(50%, 2
ans)

Clade
(n)

NP

NP

NP
NP
A(2)
B1 (1)

NP

B1 (1)

B1(1)

A1)

B1(8)

NP
B2 (1)

NP

B2 (1)

NP

NP



seuls 5 cas associés a I'EV-D68 avaient été rapportés en Norvege (n=2 enfants) (Pfeiffer et al.,
2015), en France (n=2 enfants) (Lang et al., 2014; Varghese et al., 2015) et au Royaume-Uni
(n=1 adulte) (Stacpoole et al., 2017). En 2018, 3 MFA associées a I'EV-D68 ont été confirmées
en Europe. Toutefois, la méme année, le virus aura également été associé a 9 cas de PFA chez
une majorité de patients pédiatriques (88.9%, n=8/9) au Royaume-Uni (Force, 2019) ainsi qu’a
2 PFA en Espagne (Gonzalez-Sanz et al., 2019) et a 4 cas de MFA probables a majorité
pédiatriques (75%, n=3/4) en France (Rapport d’activité CNREV 2018). En Europe comme aux
Etats-Unis, les atteintes neurologiques associées a I'EV-D68 sont moins fréquentes les années
impaires en période de faible circulation du virus. L’épidémie d’infections a entérovirus D68
rapportée par le Pays de Galles en 2015 a été associée a 2 cas pédiatriques de MFA (Cottrell
et al., 2018) et 2 cas pédiatriques de PFA ont été rapportés en Espagne en 2015 et 2017

(Gonzalez-Sanz et al., 2019).

Au Japon, 8 cas majoritairement pédiatriques (87.5%, n=7/8) de MFA confirmées et 1
cas pédiatrique probable associés a I'EV-D68 ont été rapportés en 2015. Au total, 58 MFA
auront été confirmées lors de I'épidémie d’infections respiratoires a entérovirus D68 et le
virus aura une nouvelle fois été le pathogene le plus identifié. Il aura également été associé a
deux cas de PFA la méme année (Chong et al., 2018). L'EV-D68 aura également été associé, au
cours des épidémies d’infections respiratoires de 2013 et 2018 dont il est a l'origine,
respectivement a un cas pédiatrique de PFA (Kaida et al., 2017) et 4 cas pédiatriques de MFA
(Okumura et al., 2020). A Taiwan, 13 MFA associées a I'EV-D68 auront été confirmées en 2016
(n=1 patient pédiatrique) et 2017 (n=12) (Hu and Chang, 2020). En chine, I'épidémie de 2018
a été accompagnée par 17 cas pédiatriques confirmés de MFA dont 9 (52.9%) associés a I'EV-
D68 (Gong et al., 2020). La méme année, le virus aura également été associé a des infections
pédiatriques provoquant 1 autre cas de MFA (Wang et al., 2020) et 2 cas de PFA (Zhang et al.,
2021). Un cas pédiatriqgue de MFA associé a I'EV-D68 a également été rapporté en 2016 (Chen
et al.,, 2018).

En Amérique du Sud en 2016, 8 cas de MFA associées a I'EV-D68 chez des patients
pédiatriques ont été rapportés en Argentine (Carballo et al., 2019; Ruggieri et al., 2017). La
méme année en Afrique de I'Ouest, I'EV-D68 aura été associé a 16 cas pédiatriques de PFA sur

un total de 567 cas rapportés dans 7 pays dont la Guinée (n=391), le Niger (n=85), le Sénégal
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(n=59), la Mauritanie (n=20), la Gambie (n=6), la Guinée-Bissau (n=5) et le Cape Verde (n=1)
(Fall et al., 2020).

Quelques cas sporadiques de MFA ou PFA ont été associés a I'entérovirus D68 sans
étre liés a une épidémie d’infections respiratoires. Des cas pédiatriques de PFA ont ainsi été
rapportés en Australie en 2016 (n=1) et 2018 (n=3) (Roberts et al., 2020a, 2020b) ainsi qu’a
Hong-Kong en 2017 (n=1) (Chan et al., 2021) et un cas pédiatrique de MFA a été rapporté en
2017 (n=1) au Japon (Hatayama et al., 2019). Enfin, les derniers cas de MFA associées a I'EV-
D68 rapportés concernent deux patients pédiatriques en 2019 au Danemark et en France. La
méme année, un cas pédiatrique de PFA également associé au virus a été rapporté en
Allemagne (Midgley et al., 2020). Aux Etats-Unis, il n’y a pas eu de recrudescence de cas de
MFA de I'ordre de 2014 et 2016 depuis 2018 (Figure 13) et un seul cas plus récent (2019) a été
associé a I'EV-D68 (Kidd et al., 2021). Toutefois, de nouveaux cas de MFA ont été confirmés
en 2019 (n=47), 2020 (n=32) et 2021 (n=30). Au 08/04/2022, seul deux cas de MFA ont été

confirmés pour I'année 2022 (www.cdc.gov/acute-flaccid-myelitis/cases-in-us.html).

L’enrayement de la circulation des virus respiratoires du fait de la pandémie de SARS-CoV-2

pourrait permettre d’expliquer cette tendance (Park et al., 2021).

Au total, 'EV-D68 a été détecté chez 169 patients présentant une MFA et est le
pathogene le plus fréquemment identifié pour cette pathologie. Le virus est également
associé a 49 cas de paralysies flasques aigués. Les clades les plus retrouvés sont les clades B1
et B3, toutefois, des EV-D68 appartenant aux clades B2 et A ont été détectés chez six patients
atteints de MFA ou de PFA (Gonzalez-Sanz et al., 2019; Kaida et al., 2017; Lang et al., 2014;
Levy et al., 2015; Pfeiffer et al., 2015). Malgré les efforts visant a établir le lien entre MFA et
EV-D68, le nombre de cas de myélite flasque aigué associé a I'entérovirus D68 est tres
probablement sous-estimé notamment au vu des recrudescences de cas en 2014, 2016 et

2018 rapportées aux Etats-Unis et ce, pour plusieurs raisons:

- La définition clinique de la MFA manque de spécificité et peut s’apparenter a d’autres
paralysies flasques telles que la myélite transverse ou le syndrome de Guillain-Barré
(Christy and Messacar, 2019; Helfferich et al., 2019; Murphy et al., 2021; Murphy and
Pardo, 2020; Rodriguez-Morales et al., 2019; Williams et al., 2016). L’étiologie

“entérovirus D68” peut donc ne pas étre évoquée.
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- Mise en défaut du diagnostic virologique : la détection du virus chez les patients atteints
peut étre considérablement impactée par le panel des échantillons réalisés chez les
patients présentant une MFA et la précocité de réalisation de ceux-ci apres le début des
symptoémes. Pour la trés large majorité des infections décrites ci-dessus, I'EV-D68 a été
détecté dans un prélevement respiratoire (Lopez, 2019). Or, les recommandations pour
la surveillance de I’éradication de la poliomyélite plébiscitent le diagnostic virologique
via des échantillons de selles dans lesquelles I'entérovirus D68 n’est que trés rarement
détecté (Fall et al., 2020; Roberts et al., 2020a, 2020b). De facon similaire, I'entérovirus
D68 n’est que tres rarement détecté dans le LCS, pourtant prélevé de maniére
systématique en cas d’atteinte neurologique. Qui plus est, le timing de I’échantillonnage
est d’'une importance cruciale. Effectué trop tardivement aprées le début des symptdémes,
la détection du virus est compromise (Messacar et al., 2016c; Sejvar et al., 2016). Une
recherche plus systématique des entérovirus dans ces tableaux cliniques pourrait
permettre d’évaluer la fréquence d’association avec I'EV-D68 mais également avec
d’autres EV, comme |'entérovirus A71, qui pourrait étre le second agent causal de la
MFA (Aubart et al., 2020; Bove et al., 2019; Helfferich et al., 2019; Kidd, 2020; Lopez,
2019; MclLaren et al., 2020; Yea et al., 2020)

2.2. Spécificités cliniques de la MFA associée a I’EV-D68

Bien que plusieurs entérovirus, et notamment I'entérovirus A71 et les poliovirus
puissent provoquer une myélite flasque aigué, plusieurs études montrent que la pathologie
differe selon son étiologie. La littérature disponible décrit des cohortes de patients plus agés
lorsque la MFA est associée a I'EV-D68 (médiane : 7,1 ans) comparé a I'EV-A71 (médiane : 1,8
ans) mais également une phase prodromique respiratoire plus fréquente et plus longue
(médiane: 6 vs 1 jours). Les patients présentant une MFA associée a I'EV-D68 sont plus
fréquemment admis en unité de soins intensifs, y sont plus longtemps maintenus et
nécessitent plus souvent une intubation et ventilation mécanique que les patients infectés par
I’'EV-A71 (Kidd, 2020; Messacar et al., 2020; Yea et al., 2020). La MFA provoquée par I'EV-D68
semble donc plus sévere ce qui pourrait expliquer les séquelles plus lourdes qui lui sont
associées (Chong et al., 2018; P. F. Chong et al., 2021; Knoester et al., 2019; Messacar et al.,
2020; Yea et al., 2020).

23



2.3. Confirmation du lien étiologique entre EV-D68 et MFA

Longtemps controversé, le lien étiologique entre I'entérovirus D68 et la MFA, a été
établi en utilisant les criteres de Bradford Hill (Dyda et al., 2018; Messacar et al., 2018) et
confirmé via diverses études in vitro et in vivo (Hixon et al., 2019b; Messacar et al., 2018).
Mishra et al (2019) ont montré la présence d’anticorps dirigés contre I'entérovirus D68 dans
les prélevements de LCS et de sérum de 43% (n=6/14) et 73% (n=8/11) des patients testés
présentant une MFA mais dans aucun préléevement de patients présentant d’autres
pathologies neurologiques. Le neurotropisme du virus a aussi été clairement établi in vitro.
L’entérovirus D68 est notamment capable d’infecter et de se multiplier dans les cellules
neuronales SK-N-SH (Ayudhya et al., 2020) et SH-SY5Y (Brown et al., 2018), différenciées ou
non via l'utilisation d’acide rétinoique, deux lignées cellulaires dérivées d’un unique
neuroblastome humain. Le neurotropisme de I'EV-D68 s’étend également aux neurones
corticaux (incluant différents types de neurones), neurones moteurs et astrocytes humains

dérivés de cellules souches pluripotentes induites (Hixon et al., 2019a; Rosenfeld et al., 2019).

Le neurotropisme des différentes souches virales testées dans ces études n’est pas
équivalent ce qui pose la question de I'acquisition récente du neurotropisme par I'EV-D68.
Ainsi, la souche prototype Fermon (ATCC VR-1197, numéro d’accession KT725431) et la
souche NO0O51U5 de 2012 (KT347280), appartenant au clade A, sont incapables d’infecter les
cellules SH-SY5Y (Brown et al., 2018). Dans une étude plus récente, Ayudhya et al (2020) ont
montré que la souche Fermon et des souches appartenant aux clades A, B1, B2 et B3 ou D1
isolées entre 2009 et 2016 pouvaient infecter et se multiplier dans les cellules SK-N-SH mais
que seules certaines souches des clades B1 (M0O/14-18947, KM851225), B2 (IL/14-18952,
KM851230 et D1 (KY/14-18953, KM851231) isolées en 2014 pouvaient infecter les cellules
SH-SY5Y. Cette divergence n’est pas présente dans les modeéles in vitro mimant plus
fidélement les caractéristiques neuronales in vivo. A I'exception de la souche de clade B2
(IL/14-18952), toutes les souches testées par Rosenfeld et al (2019), incluant les souches
prototypes Fermon et Rhyne ainsi que les souches de clade B1 M0O/14-18947 et MO/14-
18949, la souche de clade D1 KY/14-18953 et la souche de clade B2 IL/14-18956, peuvent
infecter et se multiplier dans les neurones corticaux et astrocytes dérivés de cellules souches
pluripotentes induites. De maniere similaire, toutes les souches virales testées par Hixon et al

(2019a) incluant IL/14-18952, MO/14-18947, Fermon (numéro d’accession KU844179), Rhyne
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(numéro d’accession KU844178), CA/14-4231 (numéro d’accession KU844181, 2014, clade B2)
et NOO51U5, peuvent infecter et se multiplier dans les neurones moteurs dérivés de cellules

souches pluripotentes induites.

Ces divergences de tropisme pourraient étre dues a la dépendance ou non des souches
d’EV-D68 aux acides sialiques lors de I'attachement aux cellules. En effet, Baggen et al (2016)
ont montré in vitro que le clivage des acides sialiques présents a la surface des cellules grace
a la neuraminidase ou le knock-out de genes nécessaires a leur production, avant I'infection,
inhibaient considérablement l'infection par certaines souches d’EV-D68 dont la souche
prototype Fermon, mais n’avait pas ou peu d’effet sur l'infection par d’autres souches,
indépendamment de I'année d’isolement ou du clade. Or, I'analyse transcriptomique menée
par Brown et al (2018) sur les cellules SH-SY5Y n’a pas mise en évidence la transcription des
geénes codants les enzymes syaliltransférases ST3GAL4 et ST6GAL1, essentielles a la production
des acides sialiques liées en 02,3 et a2,6. Les acides sialiques seraient donc absents de la
surface des cellules SH-SY5Y ce qui permettrait d’expliquer I'incapacité de la souche Fermon
ainfecter ces cellules (Baggen et al., 2016; Hixon et al., 2019a). Qui plus est, Hixon et al (2019a)
indiguent que le clivage des acides sialiques présents a la surface des neurones moteurs
dérivés de cellules souches pluripotentes induites inhibe totalement l'infection par les
souches d’EV-D68 les plus anciennes, Fermon, Rhyne et NOO51U5 mais n’a aucun effet pour

les autres.

In vivo, les résultats sont similaires a ceux obtenus avec les cellules SH-SY5Y. Hixon et
al (2017a) ont montré que plusieurs souches virales d’EV-D68 incluant les clades B1 MO/14-
18947 et CA/14-4232 (numéro d’accession KU844180, 2014), B2 IL/14-18952 et D1 KY/14-
18953, pouvaient provoquer, via différentes voies d’inoculation, une paralysie flasque chez
des souriceaux nouveau-nés Webster Suisse (SW), ce qui n’était pas le cas de la souche CA/14-
4231 ou des souches prototypes Fermon (numéro d’accession AY426531) et Rhyne, comme
observé par Schieble et al (1967). Plusieurs études ont confirmé ces résultats en observant la
survenue de paralysies flasques apres inoculation de souches d’EV-D68 dont MO/14-18947,
MO/14-18949 et Beijing-R0132 (numéro d’accession KP240936, 2014, clade B2) chez
différents types de modeles murins mais pas apres inoculation des souches Fermon et
N0051U5 (Brown et al., 2018; Hixon et al., 2019a; Morrey et al., 2018; S. Sun et al., 2019;

Zhang et al., 2018). Ces études in vivo ont permis de confirmer le lien étiologique entre la MFA
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Figure 14 : Infection des neurones moteurs de la corne antérieure de la moelle épiniere
d’une souris par I’entérovirus D68. Observations réalisées en microscopie confocale. La souris
arecu une injection intracérébrale de la souche M0O/14-18947 (clade B1). A. Coupe de moelle
épiniére cervicale observée au grossissement 100x, 4 jours post-infection. La perte de
neurones moteurs (verts, marqués avec la choline acétyltransférase ou ChAT) est visible au
niveau de la corne antérieure droite, correspondant au c6té paralysé. Au contraire, la corne
antérieure gauche, correspondant au cété non affecté, est intacte. B. Coupe consécutive a
celle utilisée pour le panneau A observée au grossissement 100x, révélant la présence de la
protéine de capside VP2 de I'EV-D68 dans les neurones moteurs restants au niveau de la corne
antérieure droite de la moelle épiniére. La zone délimitée en pointillés correspond a I'image a
200x du panneau C et la nouvelle zone qui y est délimitée correspond a I'image a 600x du
panneau D. Pour toutes les images, les neurones sont marqués en magenta avec le marqueur
général de neurones NeuN et les noyaux sont marqués en bleu avec le marqueur Hoechst
33342. les barres d’échelle des grossissements 100x, 200x et 600x correspondent
respectivement a 400 um, 200 um et 50 um. (Adaptée de Hixon et al. 2017a).




et I'entérovirus D68 via la vérification des postulats de Koch, pour la souche virale MO/14-
18947 sur les souris SW. En effet, le virus a pu étre détecté chez une souris atteinte de
paralysie puis étre isolé a partir d’'un prélevement de moelle épiniere en culture de cellules
RD (Rhabdomyosarcoma) avant d’étre de nouveau inoculé chez plusieurs souris saines et de
provoquer une nouvelle paralysie pour 38% (n=9/24) d’entre elles (Alison M. Hixon et al.,
2017). De plus, un antisérum d’entérovirus D68, prélevé chez une souris paralysée, permet
d’éviter une atteinte paralytique chez une souris saine (Hixon et al., 2017a; S. Sun et al., 2019;
Zhang et al., 2018). La dépendance aux acides sialiques, plus fréguente parmi les souches
anciennes, pourrait donc empécher la neurovirulence in vivo et expliquer I'explosion récente

des cas de MFA liés a I'EV-D68.

La neurovirulence semble due au passage de I'entérovirus D68 par la voie axonale
rétrograde pour infecter les neurones moteurs de la moelle épiniere. En effet, la voie
d’inoculation provoquant le plus fréqguemment une paralysie flasque chez les souris SW est la
voie intramusculaire (Hixon et al., 2017a). Une multiplication virale a d’ailleurs été détectée
dans les muscles et la moelle épiniére de souris paralysées, la paralysie touchant en premier
lieu le muscle inoculé (Hixon et al., 2017a). L'utilisation de la voie axonale rétrograde a été
confirmée in vivo, via un systéme de traceur fluorescent et in vitro, via les neurones moteurs
humains dérivés de cellules souches pluripotentes induites cultivés dans des chambres micro-
fluidiques permettant la séparation des extrémités axonales et des corps neuronaux (Hixon et
al., 2019a). Les résultats d’imagerie obtenus in vivo (Figure 14) confirment la destruction des
neurones moteurs localisés dans la corne antérieure de la moelle épiniere, zone ou I'EV-D68
a été détecté en immunofluorescence (Hixon et al., 2017a; Hixon et al., 2019a; Morrey et al.,
2018). Le neurotropisme du virus semble strictement limité aux neurones moteurs puisqu’il
ne se multiplie pas dans le cerveau. Seule une inoculation par voie intracranienne peut
permettre une infection cérébrale avec toutefois une trés faible multiplication virale détectée
(Hixon et al., 2017a; S. Sun et al., 2019; Zhang et al., 2018). Cette absence de multiplication
cérébrale pourrait expliquer que les patients atteints de MFA ne présentent pas d’encéphalite
associée. Enfin,la détection de I’ARN viral et de protéines capsidiales de I'entérovirus D68 au
niveau des neurones moteurs localisés dans la corne antérieure de la moelle épiniere d’un
patient décédé des suites d’'une MFA, permet de définitivement acter le lien étiologique entre

le virus et I'atteinte neurologique (Vogt et al., 2021). Toutes ces informations nous permettent
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Figure 15 : Mécanisme général hypothétique de la neuroinvasion par I’EV-D68. Apres une
transmission interhumaine respiratoire, I’'entérovirus D68 infecte les voies respiratoires. Une
translocation dans le systeme sanguin lui permettrait ensuite d’établir une virémie. Il pourrait
également, au lieu d’un passage direct dans le systeme sanguin, devoir dans un premier temps
passer, comme le poliovirus, par le systeme lymphatique. Apres sa diffusion dans I'organisme,
I’'EV-D68 pourrait entrer dans le systeme nerveux central en traversant la barriere hémato-
encéphalique. Il est en revanche admis qu’il peut se multiplier dans un tissu musculaire avant
de passer la jonction neuro-musculaire pour ensuite utiliser la voie axonale rétrograde
jusgu’aux neurones moteurs localisés dans la corne antérieure de la moelle épiniere. L'EV-D68
peut ensuite se multiplier et envahir la substance grise en lysant les neurones moteurs
infectés. (Adaptée de Elrick et al. 2021).



de dresser la probable stratégie de neuroinvasion suivie par I'entérovirus D68. Aprés une
infection respiratoire ainsi qu’une diffusion dans le corps via une phase virémique, il
atteindrait les muscles des membres supérieurs et/ou inférieurs. Aprés une phase de
multiplication dans ces tissus musculaires, le virus, via la voie axonale rétrograde, infecterait
les neurones moteurs de la corne antérieure de la moelle épiniere, provoquant ainsi une MFA.
L’hypothése d’une neuroinvasion via un passage a travers la barriere hémato-encéphalique

n’a pas été testée (Figure 15).
IV. Diagnostic des infections a EV-D68

Comme pour les autres entérovirus, le diagnostic des infections a entérovirus D68
repose sur la détection du génome dans les échantillons cliniques. En cas d’atteinte
respiratoire isolée, un prélevement respiratoire (écouvillon naso-pharyngé avec milieu de
transport, aspiration naso-pharyngée, lavage broncho-alvéolaire) réalisé le plus précocement
possible est suffisant. Cette recherche peut étre réalisée avec des trousses commerciales ou
maison, spécifiques des entérovirus ou, le plus souvent, permettant la détection génomique
sans distinction des entérovirus et des rhinovirus (Duval et al., 2021). En cas d’atteinte
neurologique, si le liquide cérébrospinal constitue le prélevement de choix pour le diagnostic
de certitude d’une atteinte neuro-méningée a entérovirus, leur génome est trés rarement
détecté dans les atteintes neurologiques séveres associées a I'entérovirus D68 (tout comme
I’entérovirus A71) (Messacar et al., 2020). Le diagnostic différentiel d’'une atteinte séveére,
surtout en cas de signe évocateur de myélite, doit inclure, dés I'admission du patient, un
échantillon respiratoire (méme en 'absence de prodromes respiratoires), un échantillon de
selles et un écouvillonnage de gorge. Lors de I'investigation des MFA rapportées aux Etats-
Unis depuis 2012, le taux de détection de I'EV-D68 dans les échantillons respiratoires était
plus élevé que dans les selles ou le LCS mais diminuait en fonction du délai entre le début des

signes cliniques et la réalisation du prélevement (Messacar et al., 2016c; Sejvar et al., 2016).

Les trousses permettant le diagnostic des infections a entérovirus ciblent la région 5’
non codante. La parenté génétique entre les entérovirus et les rhinovirus, élevée dans cette
région, explique qu’il y est impossible de les différencier. Les trousses désignées comme
“spécifique” des entérovirus peuvent détecter certains rhinovirus, d’autant plus lors de
I’'analyse d’échantillons respiratoires. Seul le séquencage des génes de capside permet de faire

la distinction et de déterminer le type d’entérovirus ou de rhinovirus. Le génotypage cible le
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plus souvent les protéines de capside VP4-VP2 et la technique est disponible dans les
laboratoires du Centre National de référence des entérovirus et parechovirus. La recherche
spécifique de I'entérovirus D68 peut aussi se faire a I'aide d’'une RT-PCR en temps réel
(Poelman et al., 2015) pour le diagnostic ou le génotypage, surtout en cas d’épidémie pour
identifier rapidement l'agent étiologique. Le diagnostic spécifique d’une infection a
entérovirus D68 n’est donc pas réalisé en pratique courante dans les laboratoires de virologie
médicale. Le CNR des entérovirus recommande cependant de (faire) réaliser le génotypage ou

la recherche spécifique en cas d’atteinte respiratoire ou neurologique sévere.

V.  Approches thérapeutiques

A'heure actuelle, il n’existe aucun traitement spécifique d’une infection a entérovirus
D68. Seul un traitement symptomatique est appliqué. Plusieurs antiviraux candidats ciblant la
capside virale, les protéases virales 2A et 3C, la protéine 2C, la polymérase 3D ou I'IRES ont
été testés. Le seul composé ayant démontré une efficacité en modele murin in vivo est la
guanidine, inhibiteur de la protéine 2C. Toutefois, les doses injectées étaient trop élevées pour
un test chez I’'Homme (Elrick et al., 2021; Hu et al., 2020; Hurst et al., 2019). Seule la fluoxetine,
un autre inhibiteur de la protéine 2C, a été testée chez des patients atteints de MFA, sans

montrer d’effet bénéfique (Messacar et al., 2019b).

De maniere similaire, il n’existe aucun traitement standardisé de la myélite flasque
aigué. Toutefois, 'utilisation d’'immunoglobulines intraveineuses commerciales est courante
car elles contiennent des quantités élevées d’anticorps neutralisants anti EV-D68 (Elrick et al.,
2021; Murphy et al.,, 2021; Y. Zhang et al., 2015). Leur efficacité chez 'Homme n’est pour
autant pas clairement établie. Seule une administration trés précoce apres le début de
I'infection a permis une protection contre la paralysie en modéle murin in vivo (Hixon et al.,
2017b). Des résultats similaires ayant été obtenus avec |'administration d’anticorps
monoclonaux anti EV-D68 (Vogt et al., 2020), ceux-ci pourraient constituer une alternative
intéressante (Elrick et al., 2021). L’administration de corticoides ou de plasma a également été
pratiquée chez certains patients sans que leur apport bénéfique ne soit clairement établi
(Elrick et al., 2021; Murphy et al., 2021). L'utilisation de la dexaméthasone en modéle murin
in vivo trés tot apres l'infection a méme entrainé une aggravation des symptomes (Hixon et

al., 2017b). Enfin, le transfert nerveux chirurgical serait une solution prometteuse pour
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Figure 16 : Systemes de surveillance spécifiques et/ou déclaration de cas d’infections a
entérovirus D68 (EV-D68) en Europe en 2016. n=29 pays. (Adaptée de Harvala et al. 2017).



améliorer la récupération de la motricité des patients (Bove et al., 2019; P. F. Chong et al.,

2021; Downey et al., 2020; Nath and Somasundaram, 2019).

VI. Surveillance des infections a EV-D68

L'EV-D68, par son tropisme respiratoire, présente un profil de circulation épidémique
et la survenue de complications neurologiques justifie une surveillance ciblée. Malgré cela, la
surveillance spécifique du virus a I’échelle mondiale reste parcellaire et tres hétérogene. Le
génotypage systématique des échantillons respiratoires positifs pour la recherche
d’entérovirus et/ou rhinovirus n’est pas réalisé. Aucune directive officielle de I’'OMS ou du CDC
européen, non mandaté par la commission européenne, n‘inclue la surveillance des infections

a entérovirus non poliomyélitiques (Fischer et al., 2021).

La surveillance des infections a entérovirus D68 n’a aucun caractere obligatoire. Aux
Etats-Unis, le réseau national de surveillance des entérovirus (NESS), mis en place dans les
années 60, se base sur une notification volontaire des cas d’infections a entérovirus. Le New
Vaccine Surveillance Network (NVSN), quant a lui, conduit depuis 2015 la surveillance des cas
d’infections respiratoires aigués, dont I’entérovirus D68 est I'un des agents causals. Toutefois,
seul un nombre limité d’états américains participent a ce réseau de surveillance

(https://www.cdc.gov/surveillance/nvsn/index.html, au 06.09.2021). En découlent des

difficultés a évaluer le réel impact épidémique de I'entérovirus D68 aux Etats-Unis. Au niveau
européen, en 2016, seul 37,9% (n=11/29) des pays européens procédaient a une surveillance
spécifique ou déclaraient sporadiquement des cas d’infections a entérovirus D68 (Figure 16)
(Harvala et al., 2017). Le systéme de surveillance, basé sur les échantillons respiratoires ou
uniquement sur les cas de PFA, variait selon les pays, tout comme le nombre d’échantillons
testés et typés (Harvala et al., 2017). En France, la surveillance est assurée via le Réseau de
Surveillance des infections a Entérovirus (RSE), constitué d’une quarantaine de laboratoires
volontaires. Actif depuis 2000 et sous I'égide de Santé Publique France et coordonné par les
deux laboratoires de Lyon et Clermont-Ferrand qui forment le Centre National de Référence
des Entérovirus et Paréchovirus et qui rapportent annuellement les données cliniques et

virologiques des infections a entérovirus (https://cnr.chu-clermontferrand.fr). Comme aux

Etats-Unis, cette surveillance porte principalement sur les infections neuroméningées et
néonatales a entérovirus. Dans le cadre de cette surveillance hospitaliere, il n'est pas

recommandé de transmettre ou de réaliser le génotypage de tous les échantillons
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respiratoires positifs a entérovirus/rhinovirus mais de se focaliser sur les atteintes sévéres,
respiratoires ou neurologiques. En cas d’alerte épidémique cependant, les laboratoires du
réseau de surveillance peuvent étre incités a transmettre leurs échantillons respiratoires pour
la recherche spécifique de I'entérovirus D68. Cette stratégie ne permet malheureusement pas
de faire une veille efficace des infections associées. En Europe, les méthodologies de
diagnostic (recherche non systématique des infections a EV/Rhinovirus) et de surveillance

varient ce qui rend difficile le suivi de la circulation de I'entérovirus D68.

En Asie, seuls le Japon et Taiwan possedent un systeme national de surveillance des
infections a entérovirus depuis la fin du XX®™Me siécle, rapportant publiquement de facon
mensuelle les données épidémiologiques, ce qui explique leur apport conséquent de données

relatives a I’'EV-D68 (Chiu et al., 2020).

VIl. Epidémiologie clinique et moléculaire des infections a EV-D68

L'EV-D68 éveille I'intérét du monde médical et scientifique lors de I'épidémie d’infections
respiratoires rapportée aux Etats-Unis, au Canada et en Europe en 2014 (Holm-Hansen et al.,
2016). Pour autant, les premieres souches du virus nommées Fermon, Franklin, Robinson et
Rhyne, ont été isolées en 1962, soit 50 ans plus tot, a Berkeley, en Californie (Etats-Unis) a
partir de préléevements oro-pharyngés de quatre enfants présentant une infection respiratoire
sévere, une pneumonie ou une bronchiolite. Les quatre souches virales présentant des
propriétés antigéniques identiques, Fermon a été définie comme souche prototype du virus
(Schieble et al., 1967). Avant 2014, 'EV-D68 n’a été que trés rarement rapporté. Redécouvert
en 1963 (nommé Corn), il est méme décrit sous le type rhinovirus 87 (Kapikian et al., 1971) ;
reclassé comme EV-D68 en 2002 (Blomqvist et al., 2002; Ishiko et al., 2002). Le systéme de
surveillance des infections a entérovirus du CDC américain n’a identifié que 26 cas d’infection
(environ 75% pédiatriques) majoritairement associées a des virus de clade C entre 1970 et
2005 aux Etats-Unis, ce qui représente alors 0,1% des infections a entérovirus (Khetsuriani et
al., 2006). Le premier de ces cas date de 1987 et la majorité d’entre eux (n=11, 42,3%) ont été
rapportés en 2003 grace a une étude présentant une amélioration significative de la détection
des virus respiratoires dans les prélevements cliniques de patients asthmatiques. En 2016,
Holm-Hansen et al (2016) faisaient état de 699 cas d’infections datant de la période pré-2014
identifiés dans le monde pour la plupart rétrospectivement. A I’'heure actuelle, plus de 300

autres cas datant de la méme période ont été identifiés (Tableaux 2-5).
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Tableau 2 : Cas rapportés publiés d’infections a EV-D68 aux Etats-Unis.

Cas Population
Localisation Période n) pédiatrique Clade (n)
(n)
Schieble et al. 1967 Californie 1962 4 4 (100%) Prototype
Kapikian et al. 1971 Californie 1963 1 NP NP
C (NP)
-~ 0,
Khetsuriani et al. 2006 Etats-Unis 1987-2005 26 75aﬁs()<20 A (NP)
NA
Wang et al. 2010 Californie 2007 7 NP NP
Kreuter et al. 2011 New . 2008 1 1 (100%) NP
Hampshire
Tokarz et al. 2011 New-York 2009 20 NP AC((112))
Greninger et al. 2015 Californie 2009 1 NP C(1)
. Septembre 2009 - 0 (0% <20
CDC 2010 Georgie avril 2010 6 ans) NP
A(4)
2009 35 35 (100% C(2
Uprety et al. 2019 Pennsylvanie ( ) Bl((l))
2010 3 3 (100%) NP
CDC 2010 Arizona 2010 (aoit- 5 5 (100%) NP
septembre)
_ % <
Jacobson et al. 2012 Nouveau 2010 5 ©(100%<18 NP
Mexique ans)
2010 1 NP A(1)
Greninger et al. 2015 Californie 20%1 (avril et 5 2 (100%) B1 (2)
décembre)
2011 1 1 (100%) NP
Uprety et al. 2019 Pennsylvanie 2012 12 12 (100%) BAl((l’s))
Tan et al. 2016 Tennessee 2012 (novembre) 1 1 (100%) A(1)
Greninger et al. 2015 Californie 2012 (novembre) 2 2 (100%) B1 (1)
Roux et al. 2014
Van Haren et al. 2015 Colorado 2013 (novembre) 1 1 (100%) B1 (1)
Martin et al. 2017
. B1 (265 ; 93,6%)
ég:jﬂgg:’;) 1395  Majoritaire B2 (17 ; 6%)
. . . D1(1;0,4%)
Abedi et al. 2018 Etats-Unis 2015 9 NP NP
B3 (47)
2016 138 NP 51 (1)
Messacar et al. 2017 Colorado zojgc(:;r'!)et- 46 46 (100%) B3 (NP)
H”a"V”z‘sllaQ"g etal. Ohio 2016 (juin-octobre) 14 14 (100%) B3 (NP)
Srinivasan et al. 2018 Missouri i%f/ser(jsr”:) 23 23 (100%) B3 (NP)
Uprety et al. 2019 Pennsylvanie 2016 30 30 (100%) B3 (NP)
2016 (septembre- 145 (90,6%
G. Wang et al. 2017 octobre) 160 <21 ans) B3 (22)
Gilrane et al. 2020 New-York 2017 (juillet-
' Ocm’bre) 8 5 (62,5%) D1 (1)
Kujawski et al. 2019 Etats-Unis 3 (100% <18
2017 3 B3 (42
Shah et al. 2021 (NVSN) ans) (42)




382 (100%

2018 382 <18 ans)
. 2018 (juillet- o B3 (37)
Gilrane et al. 2020 New-York octobre) 89 77 (86,5%) D1 (11)
H“a""”z‘g’iag"g etal. Ohio 2018 (juin-octobre) 401 401 (100%) B3 (401)
Uprety et al. 2019 Pennsylvanie 2018 >1 NP B3 (NP)
2018 (pic
Messacar et al. 2019a Colorado épidémique 23 23 (100%) B3 (NP)
septembre)
Pakala et al. 2019 . . 2018 (aodt-
(Inclus dans le NVSN) Missouri septembre) 17 NP B3 (17)
[v)
Etats-Unis 2019 6 ° (12?13 e NP
Shah et al. 2021 5
(NVSN) 2020 30 30 (100% NP
<18 ans)
Fall et al. 2022 Marylang 2021 (septembre- 15 (88%) B3 (12)
octobre)
B3 (47 ; 97,9%)
201 227 -
Total minimum estimé Etats-Unis 016 3 B1(1;2,1%)
i . - o
(épidémies majeures) 5018 >896 i B3 (455 ; 97,6%)

D1 (11; 2,4%)

NP, non précisé dans I'étude ;

NA, non assigné a un clade



Tableau 3 : Cas rapportés publiés d’infections a EV-D68 en Europe.

Cas Population
Localisation Période n) pédiatrique Clade (n)
(n)
1996 1
.. 1997 1 29/69
Meijer et al. 2012 Pays-Bas (42% <19 L, 3
1998 1 ans)* Lignée 1 - pré
1999 1 clade C (6)
Smura et al. 2007 France 1999 1 1 (100%)
2000 1
2001 2 Lignée 3 - pré
29/69
Meijer et al. 2012 Pays-Bas 2003 2 (42% <19 clade A (4)
ans)* @
2004 6 Lignée 3 - pré
clade A (2)
Tokarz et al. 2012 Finlande 2004-2005 NP NP A (NP)
2006 8 ¢ (6)
A(2)
29/69 A (4)
Meijer et al. 2012 Pays-Bas 2007 5 (42% <19 c()
ans)* C (6)
2008 11 A(5)
. . C(7)
Piralla et al. 2014 Italie 2008 12 NP
A (5)
Petitjean-
Lecherbonnier et al. zor?:v(eorﬁi)izge_ 19 NP NP
2011 France
Renois et al. 2013 2009 (septembre- 10 (100%) C (NP)
octobre)
. 2009 (novembre- B2 (6)
Lauinger et al. 2012 Angleterre décembre) 9 NP A1)
29/69 B2 (4)
Meijer et al. 2012 2009 6 (42% <19 Cc(1)
ans)* A(1)
Rahamat-
Langendoen et al. 2009 4 4 (100%) B2 (4)
2011
Pays-Bas 29/69
Meijer et al. 2012 2010 24 (42% <19 A (23)
ans)*
Rahamat-
Langendoen et al. 2010 24 5/177('3“2')4% ! 22(1(2;
2011
Lauinger et al. 2012
A.l.C Martin et al. Royaume-Uni 2013;222:52;”& 8 NP '3:((23))
2017
Launes et al. 2015 Espagne 2010 3 3 (100%) NP
Piralla et al. 2014 Italie 2010 4 7/9 (77,8%)* A (4)
2010 (septembre- A (4)
Kramer et al. 2018 France novembre) / 6 (85,7%) B2 (2)
2011 (octobre) 1 1 (100%) A(1)
A.l.C Martin et al. Royaume-Uni 2011 1 NP NA

2017




2011 (septembre) 1 A(1)
i 16/27 Al4)
Meijer et al. 2014 Pays-Bas 2012 (octobre- 9 (59,3%)* B2 (3)
décembre) =7 B1 (1)
D1 (1)
B2 (16)
Kramer et al. 2018 France 2012 (aolit- 55 49 (89,1%) B1(9)
novembre) A(9)
D1 (1)
B2 (3)
Piralla et al. 2014 Italie 2012 5 7/9 (77,8%)* B1 (1)
A(1)
A.l.C Martin et al. B2 (6)
2017 Angleterre 2012 7 NP A1)
B2 (8)
Calvo et al. 2016 Espagne Octobre 2012 12 12 (100%) D1 (3)
Février 2013
B1 (1)
Molet et al. 2016 France 2013 (septembre- 2 0 (0%) NP
novembre)
. B2 (2)
Meijer et al. 2014 Pays-Bas 2013 (pic octobre- 5 16/27 . B1(1)
novembre) (59,3%)
D1 (1)
Baertl et al. 2021 2013 16 16 (100%) 8821(615))
Allemagne 2013 (pic 31/39 B2 (13)
Bottcher et al. 2016 septembre- 17 (79,5%) * B1 (1)
décembre) 20 D1 (1)
A.l.C Martin et al. 2013 (novembre- D1 (3)
2017 Angleterre décembre) 6 NP NA (2)
) 2014 (pic 31/39 B2 (11)
Bottcher et al. 2016 septembre- 22 (79,5%) * D1 (6)
novembre) 27 B1 (4)
Allemagne B2 (4)
Baertl et al. 2021 g 2014 8 8 (100%) B1(3)
D1 (1)
Reiche et al. 2015 2014 (septembre- ¢ 14 (56%) D1 (11)
octobre)
B2 (8)
" 2014 (pic juillet- 16/27 D1 (2)
Meijer et al. 2014 Pays-Bas septembre) 12 (59,3%)* B1 (1)
A(1)
Poel t al. 2015 B2 (28)
oelman et al. -
(Inclus Meijer et al. Pays-Bas 20,14 (juillet 56 NP A7)
décembre) D1 (5)
2014)
B1 (1)
: B1 (26)
A.l.C Martin et al. 2014 (pic B2 (22)
Angleterre septembre- 65 NP
2017 décembre) D1(5)
NA (1)
Poelman et al. 2015 Norvége 2014 (juillet- 49 NP Ble((113))
Pfeiffer et al. 2015 & décembre)
B3 (1)
. B2 (27)
S| 48
Poelman et al. 2015 ovenie 2014 (juillet- \p B1(15)
Ecosse décembre) 22 NP
Finlande 17 B2 (2)




A (1)

. B1 (8)
Italie 13 D1 (1)
Pays de 9 D1(2)
Galles A(2)
B2 (1)
Irelande 4 B1 (1)
Autriche 1 NP
Luxembourg 1 NP
Poelman et al. 2015 . B1 (6)
2014 NP
Dyrdak et al. 2016 Suéde 0 8 A1)
B2 (5)
Poelman et al. 2015
Midlgey et al. 2020 Danemark 2014 >8 NP D1 (1)
B1(1)
Poelman et al. 2015 D1 (4)
Gonzalez-Sanz et al. B2 (2)
2019 Espagne 2014 10 NP B1 (2)
A (1)
Wollants et al. 2019 Belgique 2014 2 NP A(1)
B2 (98)
L B1 (31)
CNR EV 2018 France 2014 (juillet- 205 180 (87,8%) D1 (10)
décembre)
A (4)
B3 (1)
A.l.C Martin et al. 2015 (janvier-
2017 Angleterre février) 4 NP B2 (4)
Knoester et al. 2017
, >
Karelehto et al. 2019 Pays-Bas 2015 21 NP NP
Andrés et al. 2019
Gonzalez-Sanz et al.
2019 Espagne 2015 9 NP B2 (2)
Montes et al. 2019
B3 (2)
Baertl et al. 2021 Allemagne 2015 (mars- >5 NP A(2)
octobre)
B1 (1)
CNREV 2015
Midlgey et al. 2020 France 2015 3 NP NP
Pays de Décembre 2015 - 152/220
Cottrell et al. 2018 Galles janvier 2016 56 (69,1%)* NP
Demirkan et al. 2017 Turquie 2014-2016 1 NP NP
2016 (mai- 0 B3 (59)
CNREV 2018 France novembre) 206 187 (90,8%) D1 (1)
Knoester et al. 2017
Karelehto et al. 2019 Pays-Bas 2016 >100 NP B3 (1)
Midlgey et al. 2020
Midlgey et al. 2020 - B3 (40)
Baert] et al. 2021 Allemagne 2016 (juin-octobre)  >100 NP B2 (1)
Dyrdak et al. 2016 . 2016 (ao(t- 0
Midgley et al. 2020 Suéde septembre) 74 60 (81,1%) B3 (45)
Piralla et al. 2018
Pellegrinelli et al. Italie 2016 (avril-octobre) 52 52 (100%) B3 (21)
2019b
Knoester et al. 2019 Norvege 2016 (mars- 146 NP NP
octobre)
B3 (132
Andrés et al. 2019 Espagne 2016 >150 Majoritaire (132)

B2 (4)




Gonzalez-Sanz et al. D1 (1)
2019
Montes et al. 2019
Knoester et al. 2019 Slovénie 2016 (mars- 24 NP NP
octobre)
Barnabas et al. 2017 2016 (ao(t-
D k 9 B3 (4
Midlgey et al. 2020 anemar septembre) 9 8 (88,9%) 3(4)
Wollants et al. 2019 Belgique 2016 8 NP B3 (8)
Islande 8
Autriche 5
Knoester et al. 2019 Ecosse 2016 (mars- 5 NP NP
—_— octobre)
Angleterre 1
Irelande 1
Juillet 2016 - janvier
Cottrell et al. 2018 Pays de 2017 48 ésgzﬁ/z)ﬂ NP
2017 (octobre) 2 =7
Midgley et al. 2020 Allemagne 2017 21 NP NP
Karelehto et al. 2019
- >
Midgley et al. 2020 Pays-Bas 2017 21 NP NP
Wollants et al. 2019 Belgique 2017 2 NP D1 (2)
CNREV 2017 . o
Publication these France 2017 (aodt) 1 0 (0%) D1 (1)
2017 (octobre- 8 D1 (7)
Gonzélez-Sanz et al. Espagne décembre) 28/51 B3 (1)
2019 Pag Jo1s 4 (54,9%)* D1(28)
B3 (15)
2018 (juin- o B3 (42)
CNREV 2018 France décembre) 85 47 (55,3%) D1 (43)
Pays de 2018 (juin- 152/220
Il l. 201 114 NP
Cottrell et al. 2018 Galles novembre) (69,1%)*
Howson-Wells et al. 2018 (septembre- 0 B3 (50)
2022 Angleterre décembre) 83 35 (42,2%) D1 (33)
. 10/22 (45,5%, D1 (13)
Wollants et al. 2019 Belgique 2018 80 58 NP) B3 (9)
Pellegrinelli et al. . 2018 (septembre- o D1 (16)
2019a Italie novembre) 21 11(52,4%) B3 (4)
Allemagne >1 NP NP
D1 (6)
Pays-B 210 5 (509
Hodcroft et al. 2020 ays-eas 2018 (aoit- (50%) B3 (4)
Midgl 1. 202
idgley et al. 2020 Suisse novembre) 56 0 (0%) D1 (4)
B3 (2)
Suéde >4 4 (100%) B3 (4)
Allemagne 36
Danemark 21
Midgl tal. 2020 ——
idgley et a Pays-Bas 2019 (aolt- 19 78/112 B3 (47)
Suede décembre) 11 (69,6%)* D1 (8)
Midgley et al. 2020
CNR EV France 25
CNR EV France 2020 (janvier-mars) 26 18 (69,2%) NP
Belgique 14
Espagne 10
Irelande 2021 (jusqu’a mi- 1 129/139
B h t al. 2021 NP
enschopeta Italie octobre) 1 (92,8%)*
Pays-Bas 2
Suede 2




Angleterre 7

Pays de
Galles 82
France 20
B2 (205 ; 55,9%)
< . . B1(98; 26,7%)
Eté 2014 — début 573 i D1 (46 ; 12.5%)
. 2015 A (17 ; 4,6%)
Total minimum B3 (1;0,3%)
estimé (épidémies Europe

B3 (311 ; 97,8%)
2016 >930 - B2 (5; 1,6%)
D1(2;0,6%)

majeures)

D1 (115 ; 50%)

2018 >404 - B3 (115 ; 50%)

*Chiffres totaux de I’étude ; NP, non précisé dans I'étude ; NA, non assigné a un clade



Tableau 4 : Cas rapportés publiés d’infections a EV-D68 en Asie.

lkeda et al. 2012

Kaida et al. 2011
Xiang et al. 2012

lkeda et al. 2012

Kaida et al. 2011
Hu et al. 2019

Huang et al. 2017
Wei et al. 2018

Xiang et al. 2012

Furuse et al. 2015

Imamura et al. 2011

Huang et al. 2017
Wei et al. 2018
lkeda et al. 2012

Kaida et al. 2011
Linsuwason et al.
2012

Ly et al. 2014
B’krong et al. 2018

lkeda et al. 2012

Kaida et al. 2011

Itagaki et al. 2018

Hasegawa et al. 2011
Korematsu et al. 2018
(inclus les autres
études japonaises)

Huang et al. 2017
Wei et al. 2018

Linsuwanon et al.
2012

Localisation

Japon

Japon

Chine

Japon

Japon
Taiwan

Taiwan

Chine

Philippines

Philippines

Taiwan

Japon
Japon

Thailande

Cambodge

Vietnam

Japon

Japon

Japon

Japon

Japon

Taiwan

Thailande

Période

2005 (septembre-
octobre)
2006 (septembre)
2006
2006 (ao(t-
décembre)

2007 (aolt-octobre)

2007
2007

2007

2008

2008

2008

Octobre 2008 -
février 2009

2009

2009 (septembre)

2009
2009 (juin-
septembre)

2009 (aolt-octobre)

2009-2010
2010 (aolt-octobre)

2010 (juin-
décembre)

2010

2010
2010 (juin-
décembre)

2010

2010

Cas

(n)
10

1
2

11

17

21

40

14

31

26

>100

18

10

Population
pédiatrique (n)

10 (100%)

1 (100%)
2 (100%)

0 (0% <15 ans)

2 (100%)

8 (100%)
9 (100%)

19/29 (65,5%,
38 NP)*

0 (0% <15 ans)

NP

21 (100%)

19/29 (65,5%,
38 NP)*

2 (100%)
4 (100%)
5 (100%)

0 (0%)
8 (100%)

40 (100%)

14 (100%)

31 (100%)
26 (100%)

100% <20 ans

19/29 (65,5%,
38 NP)*

10 (100%)

Clade (n)

C(10)

A(1)
NP

NP

A(1)
C(1)
NP
A(9)
A (10)
B (4)
B2 (1)
D2 (1)
D (1)
B2 (2)
B (1)
C(1)
D2 (1)
B entre B1/B2
(7)
D2 (1)

NP

NA (2)
A (1)
D2 (1)
A (1)
D2 (1)
NP
B (4)
A (1)
D2 (1)
D (6)
NP
C(27)
B2 (7)
A(5)

C(14)

C(19)

B2 (6)

A (5)
NP

NP

A (16)
D (1)
D2 (1)

B (10)



Lu et al. 2014

Lau et al. 2016

Linster et al. 2020

Linsuwanon et al.
2012
Ly et al. 2014

Furuse et al. 2015

Lau et al. 2016

Huang et al. 2017
Wei et al. 2018

Zhang et al. 2016

Lu et al. 2014
Xiao et al. 2015
Zhang et al. 2016
Lau et al. 2016

Yip et al. 2017
Huang et al. 2017
Wei et al. 2018

Ng et al. 2015
Xiao et al. 2015

Zhang et al. 2016

Lau et al. 2016
Yip et al. 2017
Huang et al. 2017
Wei et al. 2018
Korematsu et al. 2018
(inclus les autres
études japonaises)
Itagaki et al. 2018

Kaida et al. 2017

Ng et al. 2015
Thongpan et al. 2016

Furuse et al. 2015
Kaida et al. 2017
Zhang et al. 2016

Chine

Hong-Kong

Singapour

Thailande

Cambodge

Philippines

Hong-Kong

Taiwan

Chine

Chine

Chine

Chine
Hong-Kong
Hong-Kong

Taiwan
Malaisie
Chine

Chine

Hong-Kong
Hong-Kong

Taiwan

Japon

Japon
Japon

Malaisie
Thailande

Philippines
Japon

Chine

2010

2010 (juin-ao(t)

2010

2011
2011 (juin-
septembre)
2011 (aout)

2011

2011 (ao(t-
décembre)

2011

2011 (novembre-
décembre)

2011

2012
2012 (janvier)
2012 (janvier)
2012 (mars-
septembre)
2012 (mai-juillet)

2012

2012 (juin-
décembre)

2013

2013 (aolt-octobre)

2013 (juin-octobre)
2013 (mai)

2013

2013 (juillet-
décembre)

2013
2013 (septembre-
octobre)
2013 (décembre)
2013 (septembre)

2013

2014
2014 (septembre-
novembre)

11

=W

(o]

3
6

H

>100

N =

14
1

2 (66,7%)

4 (100%)

0 (0%)

0 (0%)
10 (100%)
1 (100%)

NP

6 (100%)

19/29 (65,5%,
38 NP)*

3 (100%)

4 (30%)

1 (100%)
3 (100%)
0 (0%)

5 (62,5%)

2 (100%)
19/29 (65,5%,
38 NP)*

0 (0%)
3 (100%)

3 (100%)

1(16,7%)
0 (0%)
19/29 (65,5%,
38 NP)*

100% <20 ans

2 (100%)
4 (100%)

0 (0%)
2 (100%)

14 (100%)
1 (100%)
5 (100%)

D2 (1)
D1 (1)
A(2)
B1(2)
B2 (1)
A(1)
D1 (1)
D1(2)
A (6)
B (4)
B1 (1)
B entre B1/B2
(5)
A(2)
D1 (3)
B1(3)
B1(7)
D1(2)
D (1)
A (1)
B1(2)
D1 (1)
B1 (4)
D1 (1)
D1 (1)
D1(2)
D1 (1)
D1 (4)
B1 (4)
B1(2)

B1(2)

D1(7)
A(1)
D1 (2)
B3 (1)
D1 (2)
B1(1)
D1 (6)
D1 (1)
A(3)
NA (1)

NP

A (NP)
A(3)

B (1)
B3 (2)
B3 (9)
D1 (5)
A(1)

B3 (5)



Tang et al. 2021
Zhang et al. 2015
Xiao et al. 2015

Ng et al. 2015
Thongpan et al. 2016

Lau et al. 2016

Hy et al. 2016
Yip et al. 2017
Huang et al. 2017
Wei et al. 2018

Gong et al. 2016
Furuse et al. 2015

Ny et al. 2018

Itagaki et al. 2018
Kaida et al. 2017
Funakoshi et al. 2019
Metoki et al. 2018

Korematsu et al. 2018
Hatayama et al. 2019
(inclus les autres
études japonaises)
Wei et al. 2018
Setianingsih et al.
2019

Wang et al. 2019

Chen et al. 2016

Furuse et al. 2019

Shen et al. 2019
Tang et al. 2021
Wei et al. 2018

Mawuntu et al. 2018
Bhardwaj et al. 2019
Shen et al. 2019
Tang et al. 2021
Liu et al. 2021

Chine
Chine
Chine

Malaisie
Thailande

Hong-Kong

Hong-Kong
Hong-Kong

Taiwan

Taiwan

Philippines

Vietnam

Japon
Japon
Japon

Japon

Japon

Taiwan

Indonésie
Hong-Kong

Chine

Philippines

Chine
Chine

Taiwan

Indonésie
Inde
Chine
Chine
Chine

2014 (juin-
septembre)
2014 (juillet)
2014 (septembre-
octobre)

2014 (janvier)

2014 (novembre-
décembre)

2014 (juin-ao(t)
2014
2014
2014

2014 (juillet-
septembre)
2014 (janvier-février)

2009-2015

2015
2015 (juillet-
octobre)
2015
2015 (septembre-
octobre)

2015 (juillet-
octobre)
2015
2015 (juillet)

2015 (octobre-
décembre)
2015 (novembre-
décembre)

2014-2016

2016 (juillet-
octobre)
2016

2016

Aot 2015 — février
2017
2017 (septembre)

2017
2017 (septembre)
2017

11

21

46

13

40

16

258

16

15

42

40

12

5 (100%)
1 (100%)
13 (100%)

0 (0%)
3 (100%)

6 (100%)

24 (100%)
7 (100%)
19/29 (65,5%,
38 NP)*

7 (63,6%)
6 (100%)

21 (100%)

46 (100%)
13 (100%)
40 (100%)
16 (100%)

100% <20 ans

NP
0 (0%)

15 (100%)

4 (100%)

42 (100%)

19 (47,5%)
6 (100%)
NP

0 (0%)
1 (100%)
1 (50%)
4 (100%)

NP

B3 (5)
B3 (1)
B3 (3)

B(2)
D1 (1)

B3 (3)

B3 (5)
B1 (1)
B3 (24)
B3 (7)

B3 (8)

B3 (11)

B3 (6)

B3 (7; 2013-
2014)

B (1; 2009)

D2 (1;2010)
B3 (40)

B3 (13)

B3 (4)
B3 (9)
B1(1)

NP

B3 (16)
NP

B3 (15)

B3 (4)

A (4;2015)
B3 (3;2014-
2015)
D1(2; 2016)
B3 (26)
D1 (14)
B3 (6)

B3 (11)
D1 (1)

NP

B3 (1)
B3 (1)
D1 (1)
B3 (4)
B3 (1)
D1 (1)



Hatayama et al. 2019 Japon 2017 1 1 (100%) NP
Okamoto et al. 2021 Philippines 2017 >1 NP D1 (1)
Chan et al. 2021 Hong-Kong 2017 (juillet) 1 1(100%) NP

) 2017 27
Hu et Chang 2020 Taiwan 5018 1 NP NP
lkuse et al. 2021 Japon 2018 22 22 (100%) B3 (11)
Okumura et al. 2020 Japon 2018 4 4 (100%) NP
Tang et al. 2021 Chine 2018 (juin-juillet) 2 2 (100%) B3 (2)
Liu et al. 2021 Chine 2018 7 NP B3 (7)
Sanjay et al. 2021 Inde 2016-2018 3 3 (100%) B3 (3)
Okamoto et al. 2021 Philippines 2018 19 NP D1 (14)
Liu et al. 2021 Chine 2019 3 NP D1 (3)
Chong et al. 2021 Malaisie 2020 1 0 (0%) A1)

*Chiffres totaux de I’étude ; NP, non précisé dans I'étude ; NA, non assigné a un clade



Tableau 5 : Cas rapportés publiés d’infections a EV-D68 hors des Etats-Unis, de I’'Europe et

de I’Asie.

Tokarz et al. 2012

Levy et al. 2015

Opanda et al. 2016

Carney et al. 2015

Hellferscee et al.
2017b

Opanda et al. 2014
Phan et al. 2022

Todd et al. 2013

Tokarz et al. 2012

Levy et al. 2015

Hellferscee et al.
2017b

Opanda et al. 2016

Levy et al. 2015

Biggs et al. 2021

Hellferscee et al.
2017a

Fall et al. 2019a

Holm-Hansen et al.
2016
Eshaghi et al. 2017
Vazquez-Perez et al.
2016

Gamifio-Arroyo et al.

2018

Nathaniel et al. 2017

Localisation

Afrique du
Sud

Gambie

Australie

Kenya
Brésil

Afrique du
Sud

Kenya
Kenya
Nouvelle-
Zélande
Sénégal

Australie

Afrique du
Sud

Kenya

Australie

Panama

Afrique du
Sud

Sénégal

Canada

Mexique

Mexique
Bermudes

Dominique

Période Cas
(n)

2000 6
2001 2
2008 (juin) 5
2008 1
2008 5
2009 1
2009 (octobre) 2
2009 1
2010 2
2010 5
2010 4

2010 (mars-ao(t) 15

2010 (février-mars) 3
2010 (février-

octobre) 6
2011 (juin-
décembre) 26
2011 7
2011 2
2012 (ao(t- 3
décembre)
2013 (pic
21
septembre-octobre)
2013 17
2013-2014 7
2014 (octobre- 14
décembre)
2014 699
2014 (septembre-
24
octobre)
2014 3
2014 (octobre) 2
2014 (novembre- 5

décembre)

Population

pédiatrique

(n)
6 (100%)

2 (100%)

5 (100%)
48/55
(87,3%)*

5 (100%)

1 (100%)
2 (100%)
1 (100%)

2 (100%)

5 (100%)
4 (100%)

11 (73,3%)
3 (100%)

48/55
(87,3%)*

7 (100%)

2 (100%)

48/55
(87,3%)*

17 (100%)
Majoritaire

14 (100%)

Majoritaire

24 (100%)

3 (100%)
2 (100%)
2 (100%)

Clade (n)

NA (6)
A(1)
NA (1)
A (5)

NP

A (4)
B (1)
A(1)
NP
A(1)
B (1)
B2 (1)
A (5)
A (4)

A(1)

A(3)
A(3)
B2 (1)
B2 (8)
A(3)

B2 (7)

A1)
c(1)

B2 (2)

B2 (6)
B1(1)
B1(15)
D1 (1)
B2 (5)
A(2)

A (14)

B1(31)
B2(2)

B1(15)

B1(1)
B1(2)
B1(2)



Torres et al. 2015

Weil et al. 2017

Kubi et al. 2019

Levy et al. 2015

Roberts et al. 2020a
El Badry et al. 2016
Fall et al. 2019b

Fall et al. 2020

Ruggieri et al. 2017
Carballo et al. 2019

Roberts et al. 2020b
Raboni et al. 2020

Rodriguez-Morales et
al. 2019
Mozhgani et al. 2021

Erster et al. 2022

Chili

Israél

Ghana

Australie
Australie
Haiti
Sénégal
Guinée
Niger
Argentine

Argentine
Australie

Brésil
Pérou

Iran

Israél

2014 (septembre-
octobre)
2014 (septembre-
novembre)
2014 (juillet)
2015 (septembre-
octobre)

2015 (janvier)

2016
2016
2016 (juin-ao(t)
2016 (juin-
septembre)
2016 (aout)
2016 (avril-mai)
2016
2018
2018 (avril-
décembre)

2018

2018

2021 (mai-octobre)

~

NP

34
33

2 (100%)

7 (100%)
1 (100%)
3 (100%)

48/55
(87,3%)*
1(100%
1 (100%)

NP

11 (100%)

1 (100%)
4 (100%)
4 (100%)
3 (100%)

NP
NP

34 (100%)
33 (100%)

*Chiffres totaux de I’étude ; NP, non précisé dans I'étude ; NA, non assigné a un clade

B1(2)

B1(5)
B2 (2)
NP

NP

NP

NP
B1(1)
B3 (38)

B3 (5)

B3 (1)
NP
B3 (2)
NP

B3 (1)

NP

A(4)
B3 (3)
B3 (23)



La plupart de ces études rapportent des cas d’infections respiratoires datant des années
2008 a 2013, période marquant la réémergence progressive de I'EV-D68 rétrospectivement

observée dans de nombreux pays a travers le monde.

A. Emergence de ’EV-D68

A.1. Emergence de I'EV-D68 aux Etats-Unis et en Europe

Aux Etats-Unis (Tableau 2), aprés quelques cas sporadiques d’infections (n=8)
rapportés en 2007 et 2008 (Kreuter et al., 2011; Wang et al., 2010), la premiéere épidémie
d’infections respiratoires a EV-D68, causée majoritairement par des souches appartenant aux
clades A et C, est décrite en 2009. Le virus est alors détecté a New-York (n=20 ; Tokarz et al.,
2011), en Géorgie chez des patients adultes (CDC, 2011), en Californie (n=1 ; Greninger et al.,
2015) mais surtout en Pennsylvanie (n=35 patients pédiatriques) ol une prévalence élevée
(19%) de I'EV-D68 dans les échantillons positifs a rhinovirus/entérovirus est rapportée (Uprety
et al., 2019). En 2010, quelques clusters d’infections respiratoires sont rapportés en Géorgie
(patients adultes), en Californie (n=1 clade A ; Greninger et al., 2015), en Arizona (n=5 patients
pédiatriques ; CDC, 2011) et au Nouveau-Mexique (n=5 patients pédiatriques) ou une
augmentation des hospitalisations d’enfants présentant des symptomes respiratoires est
observée (Jacobson et al., 2012). En Pennsylvanie en 2010 et 2011, la prévalence du virus reste
inférieure a 4% (n=4 enfants) avant de franchir le seuil des 10% en 2012 (n=12 enfants) avec
une prédominance du clade B1 (Uprety et al., 2019). Entre 2011 et 2012, I'EV-D68 est
également rapporté chez des enfants en Californie (n=4 clade B1 ; Greninger et al., 2015) ainsi
gue dans le Tennessee (n=1 clade A ; Tan et al., 2016). Apres 2012, la circulation de I'EV-D68
semble suivre un modéle biennal en Pennsylvanie puisque des prévalences élevées (>10%)
sont rapportées en 2014, 2016 et 2018 (population pédiatrique ; Uprety et al., 2019), années

associées a de larges épidémies d’infections respiratoires dans I’ensemble des Etats-Unis.

En Europe (Tableau 3), les premiers cas d’infection sont rapportés sporadiquement
entre 1996 et 2004 aux Pays-Bas (n=15 ; Meijer et al., 2012), en 1999 en France (1 enfant;
Smura et al., 2007)) et en 2004-2005 en Finlande (clade A ; Tokarz et al., 2012). Aux Pays-Bas,
la circulation du virus s’intensifie entre 2006 et 2009 ou il est détecté sporadiquement chaque
année pour un total de 30 cas d’infections. La majorité des souches virales appartiennent alors

au clade C, déja identifié en 2004, ainsi qu’au clade A puis au clade B2 en 2009 (Meijer et al.,
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2012; Rahamat-Langendoen et al., 2011). En 2010, une premiére épidémie est rapportée avec
48 cas d’infections respiratoires majoritairement associés a des virus de clade A bien que le
clade B2 soit toujours détecté (Meijer et al., 2012; Rahamat-Langendoen et al., 2011). A
I'inverse de la plupart des études, ces cas néerlandais sont en majorité (n=52/86, 60%)
rapportés chez des patients adultes de plus de 20 ans (Meijer et al.,, 2012; Rahamat-
Langendoen et al., 2011). Ceci suggere que la population adulte aurait joué un réle dans la
réémergence du virus. Par ailleurs, les adultes représentent une part non négligeable
(n=11/27,41%) des infections rapportées entre 2011 et 2014. Cette période montre, comme
aux Etats-Unis, une circulation biennale du virus puisqu’aprés 2010, 78% (n=21/27) des
infections sont rapportées en 2012 (n=9/27, 33%) et 2014 (n=12/27, 44%) (Meijer et al., 2014).
Entre 2011 et 2013, les virus de clade A (n=5/14, 36%) et B2 (n=5/14, 36%) co-circulent avant
de laisser place a une majorité de clade B2 (n=8/12, 67%) en 2014. Les clades B1 (n=3/26, 12%)

et D1 (n=4/26, 15%) circulent également durant la méme période (Meijer et al., 2014).

Dans le reste de I'Europe (Tableau 3), I'EV-D68 est identifié sporadiquement en 2009
(n=9), 2010 (n=8) et 2011 (n=1) au Royaume-Uni suivant la méme distribution phylogénétique
(clades B2 et A) qu’aux Pays-Bas chez des patients de 7 a 45 ans (Lauinger et al., 2012; A. I. C.
Martin et al., 2017). En Angleterre, le virus aura également été rapporté en 2012 (n=6/7 clades
B2, 86%) et six autres cas, notamment associés a des virus de clade D1, seront rapportés entre
novembre et décembre 2013 (A. I. C. Martin et al., 2017). Trois cas d’infections pédiatriques
sont rapportés en 2010 en Espagne (Launes et al., 2015) et seront suivis entre octobre 2012
et février 2013 par 12 cas pédiatriques sporadiques associés aux clades B2 (n=8/12, 67%), D1
(n=3/12, 25%) et B1 (n=1/12, 8%) (Calvo et al., 2016). En France, une petite épidémie de 19
cas d’infections respiratoires est rapportée en 2008 au CHU de Caen ce qui fait de I'EV-D68 le
plus identifié des entérovirus (30%) au cours de cette année (Petitjean-Lecherbonnier et al.,
2011). Un cluster de 10 cas d’infections respiratoires pédiatriques, associés a des souches de
clade C, est ensuite rapporté en 2009 au CHU de Reims (Renois et al., 2013). La circulation
biennale de I'EV-D68 se confirme ensuite a Lyon, ou 98% (n=169/172) des infections
respiratoires rapportées entre 2010 et 2016 concernent les années paires. Ainsi, apres
I'identification d’un petit cluster de 7 cas d’infection a majorité pédiatrique (n=6/7, 86%) en
2010, associées a des virus de clade A et B2, et une seule infection pédiatrique associée a un

virus de clade A en 2011, une épidémie de 55 cas d’infections a majorité pédiatrique (n=49,
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89%) est rapportée en 2012. Elle est alors majoritairement associée a des virus de clade B2
(n=16/35, 46%) mais aussi de clade B1 (n=9/35, 26%) et A (n=9/35, 26%). La premiére souche
de clade D1 frangaise est également identifiée. Détecté une fois en 2015, le virus causera deux
nouvelles épidémies a majorité pédiatrique a Lyon (n=93/107, 87%) en 2014 (n=42) et 2016
(n=65) majoritairement associés a des virus de clade B2 et B3 respectivement. En 2014, les
clades B1 et D1 circulent faiblement et deux souches virales de clade A et B3 sont également
détectées (Kramer et al., 2018). L'EV-D68 a également été identifié chez deux patients adultes
en 2013 en fle de France (Molet et al., 2016). Enfin, en Italie, I'EV-D68 est identifié en 2008,
année au cours de laquelle un cluster de 12 infections respiratoires, associées a des virus de
clade C et A, est rapporté. S’en suivra l'identification de deux clusters d’infections a majorité
pédiatriques (n=7/9, 78%) en 2010 (n=4, clade A) et 2012 (n=5) ou le clade B2 (n=3/5, 60%)
devient majoritaire tout en co-circulant avec les clades B1 et A (Piralla et al., 2014). En
Allemagne, la circulation de I'EV-D68 est rapportée en 2013 et 2014, années au cours
desquelles 33 et 55 cas d’infections pédiatriques (n=69/88, 78%) et d’adultes (19/88, 22%)
sont rapportées. Le clade B2 est majoritairement identifié durant cette période (n=43/71,
60,6%) méme si la circulation des clades D1 et B1 semble augmenter en 2014 (Baertl et al.,
2021; Bottcher et al., 2016; Reiche et al., 2015). Un cas sera rapporté en Turquie entre 2014
et 2016 (Demirkan et al., 2017).

A.2. Emergence et circulation de ’EV-D68 en Asie

En Asie (Tableau 4), le premier cluster de 10 cas est rapporté en 2005 au Japon chez
des enfants ; il est associé a des virus de clade C. La circulation du virus sera ensuite détectée
exclusivement chez des patients pédiatriques en 2006 (n=3 ; clade A), 2007 (n=10 ; clades A et
C), et 2009 (n=6 ; clades A et D2) (lkeda et al., 2012; Kaida et al., 2011). En 2010, une premiére
épidémie d’infections respiratoires pédiatriques est rapportée au cours de laquelle au moins
111 cas sont identifiés et majoritairement associés a des souches de clade C (n=60/83, 72%),
les clades B2 (n=13/83, 16%) et A (n=10/83, 12%) sont également présents (Hasegawa et al.,
2011; Ikeda et al.,, 2012; Itagaki et al., 2018; Kaida et al.,, 2011; Korematsu et al., 2018).
Contrairement aux Etats-Unis et a I'Europe, le virus n’est pas détecté en 2012 et un seul cas
est rapporté en 2014. Toutefois, en 2013, un pic épidémique similaire a celui de 2010 est
associé au clade A. Une nouvelle épidémie de 258 cas d’infections respiratoires pédiatriques,

corrélée a une hausse inédite des hospitalisations pour exacerbation d’asthme, sera ensuite
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rapportée en 2015 et associée a des virus de clade B3 (Funakoshi et al., 2019; Hatayama et al.,
2019; Itagaki et al., 2018; Kaida et al., 2017; Korematsu et al., 2018; Metoki et al., 2018). Le
virus ne sera détecté par la suite qu’une fois chez un enfant en 2017 (Hatayama et al., 2019),
puis le clade B3 sera responsable du dernier cluster d’infections respiratoires pédiatriques
(n=22) rapporté au Japon en 2018 (lkuse et al., 2021). La méme année, seront rapportés 4 cas

d’atteintes neurologiques pédiatriques associés a ce méme clade (Okumura et al., 2020).

En Chine (Tableau 4), les premiéres infections a EV-D68 sont rapportées en 2006 chez
11 adultes (Xiang et al., 2012). Le virus ne sera ensuite que peu détecté entre 2008 et 2013 :
24 cas d’infections respiratoires a majorité pédiatrique (Lu et al., 2014; Xiang et al., 2012; Xiao
et al., 2015; T. Zhang et al.,, 2016). Au cours de cette période, les clades D1 et B1 sont
majoritairement identifiés. lls seront remplacés par le clade B3 en 2014, année au cours de
laquelle une augmentation du nombre de cas est visible puisque 24 infections respiratoires
pédiatriques sont rapportées (Lu et al., 2014; Tang et al., 2021; Xiao et al., 2015; T. Zhang et
al., 2015, 2016). A I'inverse du Japon, le clade B3 circule faiblement en 2015 : seulement 4 cas
d’infections pédiatriques rapportés (Chen et al., 2016). Il devient prédominant a Pékin en 2016
: clades B3 (n=32/46 ; 70%) versus D1/D3 (n=14/46 ; 30%). Une grande proportion d’adultes
est rapportée (n=21/46, 45.7%) parmi les 46 cas d’infections respiratoires (Shen et al., 2019;
Tang et al., 2021). Le virus est ensuite moins détecté a Pékin : entre 2017 et 2019, 20 cas
d’infections associées a des virus de clades B3 (n=15/20 ; 75%) et D1/D3 (n=5/20 ; 25%) (Liu
et al., 2021; Shen et al., 2019; Tang et al., 2021). La circulation de I'EV-D68 semble similaire a
Hong-Kong ou le virus est détecté dans 27 cas d’infections respiratoires sporadiques de
patients pédiatriques et adultes entre 2010 et 2013. Le clade A circule en 2010 comme le clade
B1 qui co-circulera ensuite avec le clade D1 avant que celui-ci ne devienne le seul rapporté en
2013 (Lau et al., 2016; Yip et al., 2017). En 2014, 37 cas d’infections sont rapportés chez des
enfants et sont associés au clade B3 (Hy et al., 2016; Lau et al., 2016; Yip et al., 2017). Ce méme
clade est également identifié dans 15 cas d’infections pédiatriques en 2015 (Haichao Wang et
al., 2019). L’'examen des séquences déposées dans Genbank (au 13.09.2021) indigque que le

clade B3 a ensuite co-circulé avec le clade D1 entre 2016 et 2017.

A Taiwan (Tableau 4) ou I'EV-D68 est recherché chez les enfants et les adultes
présentant des atteintes respiratoires, la circulation semble différente de celle observée au

Japon et en Chine. Le virus est pour la premiere fois détecté en 2007 et les infections,
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majoritairement pédiatriques, sont associées aux clades A (n=19/26 ; 73%), B (n=5/26 ; 19%)
et D (n=2/26;8%) (Hu et al., 2019; Y.-P. Huang et al., 2017; Wei et al., 2018). Les mémes clades
circulent faiblement en 2008 et 2009 (7 cas). Deux pics d’infections sont rapportés ensuite.
L’'un en 2010 marqué par la co-circulation des clades A (n=16/18 ; 89%) et D (n=2/18 ; 11%),
I’autre en 2011 caractérisé par trois clades : B1 (n=7/11 ; 64%), D (n=3/11; 27%) et A (n=1/11
; 9%). En 2012 et 2013, le nombre de cas est a nouveau tres faible : respectivement 2 et 4 cas
associés aux clades Bl et A. Une recrudescence est rapportée entre 2014 et 2017 :
respectivement 19, 16, 12 et 27 cas, majoritairement associés a des virus B3 (n=46/47 ; 98%).
Un seul cas d’infection est rapporté en 2018 (Gong et al., 2016; Hu and Chang, 2020; Y.-P.
Huang et al., 2017; Wei et al., 2018). La circulation du virus ne semble pas suivre un mode
biennal a Taiwan, mais le nombre de cas reste trop faible pour pouvoir dresser une conclusion
définitive.

L’émergence de 'EV-D68 a été observée dans plusieurs autres pays asiatiques (Tableau
4) comme les Philippines, ol un premier cluster de 21 infections pédiatriques est rapporté
entre octobre 2008 et février 2009 (Imamura et al., 2011). D’autres cas associés a des virus
des clades B, D et A sont identifiées en 2008 et 2011, avant un pic entre 2013 et début 2014
de 20 cas associés aux clades B3 (n=15/20, 75%) et D1 (n=5/20, 25%) (Furuse et al., 2015).
Quarante-deux nouvelles infections pédiatriques sont également rapportées entre 2014 et
2016 (Furuse et al., 2019b). Elles seront suivies d’au moins 20 cas d’infections associés a des
virus de clade D1, rapportés en 2017 (n=1) et 2018 (n=19 ; Okamoto et al., 2021). Dans la
péninsule indochinoise, le virus est rapporté pour la premiere fois en 2009. Au Vietnam ou
selon une étude phylogénétique (Ny et al., 2018), le virus aurait été importé en 2008, il est
rapporté sporadiquement entre 2009 et 2015 : 29 cas pédiatriques associés aux clades D2 puis
B3 (B’Krong et al., 2018; Ny et al., 2018). Cinq cas pédiatriques liés aux clades B1 (n=4/5, 80%)
et A (n=1/5, 20%) sont également rapportés en 2009 en Thailande. L'incidence des cas
pédiatriques reliés a une atteinte respiratoire aigué y augmente en 2010 et 2011 (Linsuwanon
et al., 2012). lls sont associés a des virus de clades B (n=14/20; 70%) et A (n=6/20, 30%). Cinq
autres cas pédiatriques (clade B3) sont ensuite rapportés en 2013 (n=2) et 2014 (n=3)
(Thongpan et al., 2016). Enfin, 5 cas d’infections chez des patients adultes liés a des virus D1
(n=3/5, 60%), A et B2, sont rapportés a Singapour en 2010 (n=3) et 2011 (n=2) (Linster et al.,
2020). En Malaisie, I'EV-D68 est détecté en 2012 (n=8), 2013 (n=1) et 2014 (n=3) ; les cas sont
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associés aux clades D1 (n=8/12 ; 67%), B (n=3/12 ; 25%) et A (n=1/12 ; 8%) (Ng et al., 2015).
Au Cambodge, sept infections liées au clade D chez des patients adultes et 1 infection
pédiatrique associée au clade B1 sont rapportées en 2009 et 2011 (Ly et al., 2014). D’autres
pays asiatiques ont détecté le virus tardivement. En Inde, des EV-D68 de clade B3 ont été
détecté chez 4 patients pédiatriques entre 2016 et 2018 (Bhardwaj et al., 2019; Sanjay et al.,
2021). Deux infections ont également été rapportées chez des patients adultes au cours de la

période 2015-2017 en Indonésie (Mawuntu et al., 2018; Setianingsih et al., 2019).

A.3. Emergence de ’EV-D68 dans le reste du monde

Au Canada, il est possible, a partir des séquences d’EV-D68 déposées dans GenBank
(au 13.09.2021), d’établir que I'EV-D68 y circule depuis la fin des années 1990 et qu’une
majorité de virus de clade A ont été détectés sporadiquement entre 2005 et 2012.
L'émergence de 'EV-D68 en Amérique du Sud, en Océanie et en Afrique (Tableau 5) est peu
documentée. Toutefois, les premiers cas d’infection rapportés datent pour la plupart toujours
de la période 2008-2013. L'EV-D68 est détecté pour la premiere fois sur le continent Sud-
américain en 2009 au Brésil ol deux infections sont rapportées (Carney et al., 2015). Un
cluster de 17 infections pédiatriques, majoritairement associées a des virus de clade B1, sera
ensuite rapporté au Panama en 2013 (Biggs et al., 2021). En Océanie, le virus est détecté pour
la premiere fois en 2008 (n=1) en Australie. Six cas sporadiques associés a des virus de clade
A et B2 sont rapportés en 2010 avant une augmentation nette du nombre d’infections
associées aux mémes clades en 2011 avec 26 cas identifiés. Le virus circule ensuite faiblement
en 2012 ou 3 infections a EV-D68 clade B2 sont rapportées avant de causer un nouveau pic de
21 infections en 2013, majoritairement associées a des virus de clade B2 mais aussi de clade
B1. Par la suite, I'EV-D68 sera identifié une fois en 2015. La plupart de ces cas australiens
concernent des patients pédiatriques (n=48/55 ; 87%) (Levy et al.,, 2015). Quatre cas
d’atteintes neurologiques associées a I'EV-D68 ont également été rapportés en 2016 (n=1;
Roberts et al., 2020a) et 2018 (n=3 ; Roberts et al., 2020b). L'EV-D68 est associé en Nouvelle-
Zélande a 15 cas d’infection a majorité pédiatrique (n=11/15 ; 73%) en 2010 (Todd et al.,
2013).

Sur le continent Africain (Tableau 5), la circulation de I'EV-D68 a été détectée dés 2000
et 2001 en Afrique du Sud (Tokarz et al., 2012). Des virus majoritairement associés au clade

B2 sont ensuite associés a 10 cas d’infections en majorité pédiatriques, rapportés en 2009
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(n=1), 2010 (n=2) et 2011 (n=7) (Hellferscee et al., 2017b). Sept cas en majorité pédiatriques
seront identifiés en 2013 et 2014 et associés aux clades B2 (n=5/7 ; 71%) et A (n=2/7 ; 29%)
(Hellferscee et al., 2017a). L'EV-D68 clade A est rapporté en 2008 chez des enfants en Gambie
(n=5; Tokarz et al., 2012) et au Kenya (n=5 dont 1 clade B) ol 12 autres cas pédiatriques pour
la plupart associés au méme clade seront identifiés en 2009 (n=1/12 ; 8%), 2010 (n=9/12 ;
75%) et 2011 (n=2/12 dont 1 clade C; 17%) (Opanda et al., 2016; Phan et al., 2022). Au Sénégal,
I’'EV-D68 clade A est rapporté a partir de 2010 (Tokarz et al., 2012). Par la suite, deux clusters
seront rapportés simultanément aux épidémies américaines et européennes. En 2014, 14
infections pédiatriques sont associées au clade A (Fall et al., 2019a) et en 2016, 44 infections
associées au clade B3 sont rapportées chez des enfants et des adultes (Fall et al., 2019b). La
méme année, des cas d’atteintes neurologiques pédiatriques (clade B3) sont également
décrits en Guinée (n=11) et au Niger (n=1) (Fall et al., 2020). Enfin, 4 cas d’infection pédiatrique
sont rapportés au Ghana en 2014 (n=1) et 2015 (n=3) (Kubi et al., 2019).

B. Etudes séro-épidémiologiques

Diverses études de séroprévalence des anticorps anti-EV-D68 ont été réalisées pour
déterminer le taux des anticorps neutralisants a I'aide de sérums collectés a différentes

périodes, dans des populations de plusieurs pays.

Dans une étude conduite a Pékin, la séroprévalence a été comparée a l'aide de sérums
prélevés en 2004, 2007, 2009 et 2011 (Xiang et al., 2017). La séroprévalence et le titre en
anticorps neutralisants (titre ggéométrique moyen) ont été évalués contre une souche du clade
D2. Dans les sérums de 2004, le titre neutralisant moyen (21, IC 95%, pour les 16-59 ans) est
faible pour toutes les classes d’age étudiées avant d’augmenter entre 2007 et 2011 dans la
population adulte. La séroprévalence reste quant a elle a 100% entre 2004 et 2009. Bien que
ces résultats semblent indiquer une circulation de I'EV-D68 déja en place avant 2004, ils
pourraient étre en faveur d’'une intensification de sa circulation aprés cette période,

expliquant ainsi les premiéres déclarations de cas de 2006 en Chine (cf ci-dessus).

Aux Pays-Bas, la séroprévalence en anticorps anti-EV-D68 et le titre neutralisant moyen
ont été évalués avec une souche de clade B3 collectée en France et la souche prototype
Fermon (Karelehto et al., 2019). Les résultats pour les sérums de 2006-2007 montrent des

valeurs élevées avec une séroprévalence moyenne approchant les 90% (pour Fermon et la
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souche B3). Les titres en anticorps neutralisants (titre géométrigue moyen) sont également
élevés aussi bien contre la souche Fermon (123,7; IC 95%) que contre la souche de clade B3
(199,7; IC 95%). Ceci suggére, comme en Chine, une circulation endémique déja en place

depuis plusieurs années dans la population.

De facon similaire, une étude de séroprévalence conduite au Royaume-Uni avec des
souches de clades A et B3, montre que la prévalence et le titre neutralisant moyen sont élevés
en 2006 dans la population adulte. Cette étude montre également une augmentation de la
séroprévalence entre 2006 et 2016 chez les patients de moins de 40 ans (10-20%
d’augmentation selon les tranches d’dge). Ceci pourrait indiquer un accroissement de la

circulation de I'EV-D68 (Kamau et al., 2019).

Enfin, I’étude finlandaise de Smura et al (2010) porte sur une population de femmes
enceintes et montre que 100% d’entre elles étaient séropositives en 1983 avec un titre
neutralisant moyen (contre la souche Fermon) élevé dans leur sérum (178,8). Cette derniere
étude montre également une donnée importante quant a la réémergence du virus. Le titre en
anticorps neutralisants la souche prototype Fermon diminue en 1993 (88,1) puis 2002 (44,5),
ce qui pourrait indiquer un ralentissement de sa circulation au profit de groupes
phylogénétiques plus récents affichant un polymorphisme antigénique. Cette observation est
confirmée dans I’étude de Karelehto et al (2019) avec des sérums collectés entre 2006 (123,7
; 1C 95%) et 2016 (89,3 ; IC 95%). Les études séro-épidémiologiques sont encore tres
parcellaires (il existe d’autres études). Les données pour les pays européens suggerent
cependant que |'apparition de nouveaux groupes phylogénétiques pourrait étre un des

moteurs de la réémergence de I'EV-D68.

C. Circulation de ’'EV-D68 a partir de 2014

C.1. Focus sur I'épidémie de 2014

Les travaux présentés ci-dessus montrent que la grande majorité des données épidémio-
cliniqgues qui permettent de retracer I’histoire épidémiologique de I'EV-D68 couvrent une
période tres récente. L'année 2014 y tient une place particuliere dans la mesure ou elle
marque une rupture dans la circulation du virus tres précisément au début du mois d’ao(t,
guand I’hopital pour enfants de Kansas City, dans le Missouri, rapporte une recrudescence

inédite d’hospitalisations liées a des infections respiratoires séveres a EV-D68. Peu de temps
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apres, deux hopitaux dans I'lllinois et le Colorado décrivent des cas similaires (Midgley et al.,
2015, 2014). De nombreux autres cas d’infections respiratoires seront rapportées a travers les
Etats-Unis entre ao(t et décembre 2014 (Tableau 2), totalisant 1395 cas pour la plupart
associés a des virus B1 (Abedi et al., 2018; Greninger et al., 2015; Holm-Hansen et al., 2016).
Bien que ce total soit supérieur a tous les cas antérieurs, tout laisse a penser qu’il est encore
sous-estimé. En effet, il est établi sur les cas cliniques pédiatriques sévéeres et sur la réalisation
du diagnostic moléculaire qui est pratiqué uniqguement dans un petit nombre de laboratoires
de référence. Une grande proportion de patients présentant des atteintes respiratoires au
cours de I'épidémie n’a pas été testée pour I'EV-D68 comme le montre une étude dans les
hopitaux d’lllinois et du Missouri (Midgley et al., 2014). L’hopital pour enfants du Colorado a
Aurora, rapporte une augmentation de 36% des consultations aux urgences (soit 1185
patients) ainsi qu’une augmentation du nombre d’hospitalisations (+387 patients, +80%) et
d’admissions en soins intensifs (+96 patients, +79%). Pour autant, la recherche de I'EV-D68
dans les échantillons respiratoires cliniques aura été effectuée pour 101 patients seulement
(Messacar et al., 2016b). Méme constat a New-York ol seulement 34,8% des échantillons
respiratoires positifs pour les rhinovirus/entérovirus ont été testés pour I'EV-D68 (Gilrane et
al., 2020). Selon le CDC américain, I’épidémie d’infections respiratoires a EV-D68 aurait touché
plusieurs millions de personnes a travers les Etats-Unis (Messacar et al., 2016a). L’hdpital pour
enfants du Colorado sera a l'origine de I'alerte de santé publique lancée par le CDC (26
septembre 2014) apres avoir notifié quelques jours auparavant un cluster de 9 patients
pédiatriques qui présentaient une atteinte neurologique caractérisée par une faiblesse des

membres et une atteinte des paires craniennes (Pastula et al., 2014).

Cette alerte participera au renforcement de la surveillance de I'EV-D68 dans le monde et
a la description de nombreux cas d’infections respiratoires supplémentaires. Les Etats-Unis
n’étant pas le seul pays a rapporter une épidémie en 2014. Le Canada (Tableau 4), voisin, est
le second pays le plus touché, avec 699 cas d’infections respiratoires en majorité pédiatriques.
Comme aux Etats-Unis, le virus B1 (n=31/33, 94%) est le plus fréquent (Eshaghi et al., 2017;
Holm-Hansen et al., 2016; Martin et al., 2016).

Alors qu’il est minoritaire en Amérique du Nord, le virus B2 est le clade le plus fréquent
(n=98/144, 68%) parmi les 205 cas d’infections respiratoires rapportées en France (Tableau 3)

par le réseau de surveillance des entérovirus (RSE) et le CNR des entérovirus et paréchovirus,
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entre juillet et décembre 2014 (Schuffenecker et al., 2016) (Rapport d’activité CNREV 2018).
Le clade B1 vient en second (n=31/144, 22%), suivent par ordre décroissant les clades D1, A et
B3. Ailleurs en Europe, 16 pays rapportent des cas pédiatriques d’infections respiratoires entre
juillet et décembre 2014 (Tableau 3). Les virus B2 sont retrouvés dans la majorité des cas, les
clades B1 et D1 sont minoritaires et le clade A est rapporté dans quelques cas (Poelman et al.,
2015). L'épidémie européenne de 2014 s’éleve au minimum a 573 cas d’infections a EV-D68,

soit un total de 2667 cas rapportés aux Etats-Unis, au Canada et en Europe.

Dans le reste du monde (Tableau 5), outre les pays déja décrits en amont, seuls quelques
pays rapportent des cas d’infections a EV-D68 en 2014. Le virus de clade B1 est associé a des
infections pédiatriques dans les pays suivants : Mexique (n=27 cas ; Gamifo-Arroyo et al.,
2018; Vazquez-Perez et al., 2016), Chili (n=2 ; Torres et al., 2015), Bermudes (n=2), Dominique
(n=2) (Nathaniel et al., 2017) et Israél (n=7; Weil et al., 2017). Dans ce dernier pays, 2
infections a virus B2 sont aussi décrites. Le nombre de cas rapportés est tributaire de la
surveillance propre a chaque pays et aussi des difficultés de diagnostic de I'EV-D68 qui existent
alors. En conséquence, on peut penser que I'épidémie d’infections respiratoires en 2014 est

sous-estimée dans tous les pays, comme aux Etats-Unis.

C.2. 2015-2016:le clade B3 est majoritaire

Hormis des clusters d’infections au Japon, a Taiwan et a Hong-Kong associés a des EV-
D68 de clade B3 (Tableau 4), peu de cas ont été rapportés dans le monde en 2015. Seuls 9 cas
d’infections rapportés aux Etats-Unis (Abedi et al., 2018) et quelques cas sporadiques
rapportés aux Pays-Bas (Karelehto et al., 2019; Knoester et al.,, 2017), en Espagne (n=9;
Andrés et al., 2019; Gonzalez-Sanz et al., 2019; Montes et al., 2019), en Allemagne (Baertl et
al., 2021) et en France (n=3 ; Rapport d’activité CNREV 2015; Midgley et al., 2020) s’ajoutent
au faible nombre de cas d’infection chinois, indonésiens, australiens, ghanéens et anglais
décrits en amont (Tableaux 3-5). Fait unique en Europe pour I'année 2015, une épidémie de
56 cas d’infections respiratoires rapportées entre décembre 2015 et janvier 2016 au Pays de
Galles (Cottrell et al., 2018). Cette épidémie sera suivie par une seconde (48 cas d’infections

respiratoires) entre juillet 2016 et janvier 2017 (Cottrell et al., 2018).

Entre mai et novembre 2016, le RSE frangais rapporte 206 cas d’infections dont 187

(91%) chez des enfants. Le virus B3 représente alors 98% (n=59/60) des sous-génotypages
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(Kramer et al., 2018 ; Rapport d’activité CNREV 2018). Dans la méme période, des épidémies
sont également rapportées dans plusieurs autres pays européens, avec notamment plus de
150 cas majoritairement pédiatriques en Espagne (Andrés et al., 2019; Gonzélez-Sanz et al.,
2019; Montes et al.,, 2019) et 146 cas en Norveége (Knoester et al., 2019). Les Pays-Bas
(Karelehto et al., 2019; Knoester et al., 2017; Midgley et al., 2020) et I’Allemagne (Baertl et al.,
2021; Midgley et al., 2020) rapportent tous deux plus d’une centaine de cas. Enfin, deux
clusters, 74 cas majoritairement pédiatriques (n=60, 81%) en Suéde (Dyrdak et al., 2016;
Midgley et al., 2020) et 52 cas pédiatriques en lItalie (Pellegrinelli et al., 2019b; Piralla et al.,
2018), sont également rapportés. Les EV-D68 de clade B3 sont tres largement majoritaires
dans ces clusters épidémiques (n=239/245, 98%). Des clusters plus petits et des cas
sporadiques une nouvelle fois associés a des virus de clade B3 sont également rapportés a la
méme période dans 9 autres pays européens. Globalement en 2016, I'épidémie d’infections a
EV-D68 semble avoir affecté environ un millier de patients en Europe (Tableau 3). Quelques

cas sporadiques ont également été rapportés dans le reste du monde (Tableau 4-5).

La méme année, I'épidémie aux Etats-Unis (Tableau 2) est peu documentée et son
ampleur entre les états semble tout aussi disparate qu’entre les pays européens, et comme
en Europe, les infections sont associées a des virus B3. Initialement, 138 cas respiratoires ont
été rapportés par le NESS (Abedi et al., 2018). Toutefois, I'analyse des différentes études
publiées indique un minimum de 273 cas rapportés dans cing états. Parmi eux, 160 (58,6%)
sont rapportés a New-York entre septembre et octobre 2016, la majorité (n=145/160 ; 91%)
concernant des patients de moins de 20 ans. Bien que I'ampleur de I'épidémie new-yorkaise
soit supérieure a celle de 2014, le nombre d’infections est sous-estimé car seulement 62,3%
des échantillons positifs pour les rhinovirus/entérovirus ont été testés pour I'EV-D68 (Gilrane
et al., 2020; G. Wang et al., 2017). Des infections pédiatriques sont également rapportées en
Pennsylvanie, état voisin au sud de New-York, (n=30; Uprety et al., 2019). Dans I’'Ohio, a
I'ouest de la Pennsylvanie, le nombre d’infections est beaucoup plus faible qu’en 2014 :
seulement 14 cas pédiatriques sporadiques entre juin et octobre contre 213 cas deux ans
auparavant (Huanyu Wang et al., 2019). Dans le Colorado, 46 cas pédiatriques sont rapportés
entre juillet et octobre (Messacar et al., 2019a, 2017). Vingt-trois cas pédiatriques sont
rapportés dans le Missouri entre ao(t et décembre (Srinivasan et al., 2018). Les variations

entre états ont été analysées par Park et al (2021) qui montrent que les épidémies suivent des
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gradients de latitude et longitude, ce qui pourrait étre di a des variations climatiques, de
I'immunité collective et de taux de natalité. Ainsi lorsqu’une épidémie a lieu, elle crée une
immunité collective qui est peu a peu réduite par les naissances (renouvellement de la
population) ce qui permet I’éclatement d’une nouvelle épidémie, si les conditions climatiques
y sont favorables. Ces résultats sont en accord avec ceux d’études antérieures plus globales
de la circulation des entérovirus qui suggerent I'implication de facteurs environnementaux et
climatiques ainsi que des variations antigéniques (Pons-Salort et al., 2018; Pons-Salort and

Grassly, 2018).

C.3. 2017-2018 : co-circulation des clades B3 et D1

Comme en 2015, la circulation de I'EV-D68 semble étouffée car trés peu de cas
d’infection ont été rapportés dans le monde en 2017. Hors de I'Europe et des Etats-Unis, la
Chine (Liu et al., 2021; Shen et al., 2019; Tang et al., 2021) et Taiwan (Hu and Chang, 2020),
rapportent respectivement 8 (clade B3, n=6 ; clade D1, n=2) et 27 cas. Un cas d’atteinte
neurologique pédiatrique est également rapporté au Japon (Hatayama et al., 2019). Les
Philippines (Okamoto et al., 2021), I'Inde (Sanjay et al., 2021) et Hong-Kong (Chan et al., 2021)
rapportent également 3 cas d’infections (clades B3 et D1) (Tableau 4). Aux Etats-Unis (Tableau
3), seulement 8 cas (1 clade D1) sont rapportés dont la majorité (n=5/8, 62,5%) a New-York
(Gilrane et al., 2020) et le reste par le NVSN, focalisé sur les patients pédiatriques (Kujawski et
al.,, 2019). En Europe (Tableau 2), le virus est rapporté dans quelques pays : Allemagne
(Midgley et al., 2020), Pays-Bas (Karelehto et al., 2019; Midgley et al., 2020), Pays de Galles
(n=2; Cottrell et al., 2018), Belgique (n=2, clade D1 ; Wollants et al., 2019), Espagne (Gonzalez-
Sanz et al., 2019) et France (n=1 ; Rapport d’activité CNREV 2017).

Une nouvelle recrudescence des cas rapportés aux Etats-Unis et en Europe en 2018
vient conforter I’'hypothese d’un mode biennal de circulation épidémique de I'EV-D68 dans les
deux régions. Aux Etats-Unis (Tableau 2), le « New Vaccine Surveillance Network » rapporte
382 cas dans 7 états (Kujawski et al., 2019; Shah et al., 2021). Une autre étude rapporte 401
infections pédiatriques dans I’Ohio (Huanyu Wang et al., 2019). Cette épidémie causée par le
clade B3 est la plus importante dans cet état. A New-York, 89 cas dont 77 (87%) pédiatriques
sont aussi liés a des virus B3 (n=37/48 ; 77%) et D1 (n=11/48 ; 23%), I'épidémie semble donc
plus restreinte que celle de 2016 (Gilrane et al., 2020). Encore une fois, la proximité

géographique entre 2 états voisins ne semble pas déterminante dans le déclenchement des
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épidémies a EV-D68. Vingt-trois cas pédiatriques sont rapportés dans le Colorado (Messacar
et al.,, 2019a) et 17 cas d’infections associées au clade B3 sont rapportés dans le Missouri
(Pakala et al., 2019). Enfin, une épidémie d’infections pédiatriques associées a des virus de
clade B3 est rapportée en Pennsylvanie (Uprety et al., 2019). Le nombre total de cas en 2018
(minimum 896) est donc trois fois plus élevé qu’en 2016. L'ampleur de I'épidémie, qui parait
élevée tant le nombre d’états touchés est faible, est bien évidemment soumise aux mémes

biais que les épidémies de 2014 et 2016 ce qui induit une sous-estimation du nombre de cas.

En France (Tableau 3), I'épidémie d’infections a EV-D68 est objectivée chez 85 cas
rapportés entre juin et décembre. Ces infections, associées a la co-circulation de virus B3
(n=42/85 ; 49%) et D1 (43/85 ; 51%), sont rapportées chez un nombre inédit de patients
adultes (n=38/85 ; 45%) (Bal et al., 2019 ; Rapport d’activité CNREV 2018). Dans le méme
temps, le Pays de Galles rapporte 114 cas entre juin et novembre 2018 (Cottrell et al., 2018).
En Angleterre, 83 cas d’infections sont rapportés entre septembre et décembre dont 58%
(n=48/83) chez des patients adultes. Les clades B3 (n=50/83 ; 60%) et D1 (n=33/83 ; 40%) co-
circulent (Howson-Wells et al., 2022). Une épidémie de grande ampleur (plus de 80 cas a
Louvain et Bruges) est également rapportée en Belgique. Les 22 cas pour lesquels des
informations précises sont disponibles montrent une grande proportion de patients adultes
(n=12/22 ; 54%) et une co-circulation des clades B3 (n=9/22 ; 41%) et D1 (n=13/22 ; 59%)
(Wollants et al.,, 2019). En Italie, 21 cas rapportés entre septembre et novembre sont
également associés aux clades D1 (n=16/20 ; 80%) et B3 (n=4/20 ; 20%) ; les patients adultes
représentent 48% (n=10/21) des cas (Pellegrinelli et al., 2019a). Sur la période 2017-2018,
I’'Espagne rapporte 51 cas également associés a une grande proportion de patients adultes
(45.1%) et a des virus D1 (n=35/51 ; 69%) et B3 (n=16/51 ; 31%) (Gonzalez-Sanz et al., 2019).
Enfin, plus de 21 cas d’infections associées aux mémes clades D1 et B3, sont rapportés en

Allemagne, aux Pays-Bas, en Suisse et en Suede (Hodcroft et al., 2020; Midgley et al., 2020).

La Chine (n=9, clade B3 ; Liu et al., 2021; Tang et al., 2021), Taiwan (n=1 ; Hu and Chang,
2020), le Japon (n=26, clade B3 ; Ikuse et al., 2021; Okumura et al., 2020), les Philippines (n=19,
clade D1 ; Okamoto et al., 2021), I’Australie (n=3 ; Roberts et al., 2020b), I'lran (n=34, clades
B3 et A; Mozhgani et al., 2021), le Brésil (n=36, clade B3 ; Raboni et al., 2020) et le Pérou
(Rodriguez-Morales et al.,, 2019) rapportent d’autres cas d’infection majoritairement

pédiatriques (Tableaux 4-5).
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Problématique et objectifs de la these

Les travaux réalisés au cours de cette these portent sur I'analyse des données
épidémiologiques concernant les infections a EV-D68 recueillies entre 2014 et 2018 au CHU
de Clermont-Ferrand. Les données cliniques et virologiques nous ont permis d’étudier les
conséquences de |I"évolution moléculaire du virus sur sa circulation et son pouvoir infectieux.
L’objectif principal était d’étudier les facteurs virologiques pouvant étre associés a

I’émergence de I'EV-D68.

La surveillance épidémiologique des infections a EV-D68 est, dans la littérature, sujette
a des biais méthodologiques importants liés a la sélection de patients et au typage moléculaire
dans les prélevements cliniques. Il existe également une cassure nette entre les études
cliniques, focalisées sur les patients et les études décrivant I’évolution moléculaire du virus ce
qui complique considérablement la compréhension de la dynamique évolutive et de
circulation de I'EV-D68. Le premier objectif de cette theése était donc de décrire et d’analyser
I’épidémiologie clinique et moléculaire des infections a EV-D68 au CHU de Clermont-Ferrand
au cours de la période de surveillance pour étudier les variations phylogénétiques entre les
différentes épidémies provoquées par le virus et les possibles relations entre clade et

caractéristiques cliniques.

Les travaux ont été poursuivis par I'analyse du génome complet des souches virales
obtenues au cours de la surveillance clinique. Les études d’épidémiologie moléculaire des
entérovirus sont encore majoritairement focalisées sur I'analyse de la séquence codant la
protéine de la capside VP1. Malgré son intérét, le séquengage de la totalité du génome viral
est encore peu employé en routine. Il permet de mettre en évidence I'évolution moléculaire
compléte du virus et les disparités génétiques entre les différents groupes phylogénétiques.
Le second objectif de la these était de développer une stratégie de séquengage haut débit en

vue d’obtenir un maximum de génomes complet d’EV-D68.

Les séquences obtenues ont permis la réalisation du troisieme objectif de ces travaux :
I’étude de I"’évolution moléculaire de I'EV-D68, des potentiels facteurs génétiques liés aux
caractéristiques cliniques des patients ainsi qu’a sa circulation. Pour ce faire, la comparaison

des différents clades notamment des sous clades B3 et D1, circulant en 2018, a été réalisée.
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Enfin, la comparaison de ces deux clades a été poursuivie dans le cadre du dernier
objectif de cette thése : I'exploration du tropisme respiratoire de I'EV-D68 notamment via

I'utilisation d’un nouveau modele de culture in vitro.

Travaux personnels

L’article ci-dessous décrit les principaux résultats obtenus au cours de ma these. Il est
suivi de commentaires visant a éclaircir la méthodologie de séquencage utilisée et a actualiser
les données épidémiologiques retragant la circulation du virus apres 2018. Ces commentaires
sont suivis de la présentation de résultats issus de travaux supplémentaires permettant

d’approfondir les résultats de la publication.

I Article publié dans le journal « Viruses »
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Abstract: Enterovirus D68 (EV-D68) has emerged as an agent of epidemic respiratory illness and acute
flaccid myelitis in the paediatric population but data are lacking in adult patients. We performed a
4.5-year single-centre retrospective study of all patients who tested positive for EV-D68 and analysed
full-length EV-D68 genomes of the predominant clades B3 and D1. Between 1 June 2014, and
31 December 2018, 73 of the 11,365 patients investigated for respiratory pathogens tested positive for
EV-D68, of whom 20 (27%) were adults (median age 53.7 years [IQR 34.0-65.7]) and 53 (73%) were
children (median age 1.9 years [IQR 0.2-4.0]). The proportion of adults increased from 12% in 2014
to 48% in 2018 (p = 0.01). All adults had an underlying comorbidity factor, including chronic lung
disease in 12 (60%), diabetes mellitus in six (30%), and chronic heart disease in five (25%). Clade
D1 infected a higher proportion of adults than clades B3 and B2 (p = 0.001). Clade D1 was more
divergent than clade B3: 5 of 19 amino acid changes in the capsid proteins were located in putative
antigenic sites. Adult patients with underlying conditions are more likely to present with severe
complications associated with EV-D68, notably the emergent clade D1.

Keywords: enterovirus D68; respiratory conditions; adult patients; paediatric patients; next-generation
sequencing; molecular epidemiology

1. Introduction

Enterovirus D68 (EV-D68) is a re-emerging, pathogenic picornavirus that causes severe
lower respiratory diseases in the paediatric population. It is associated with acute flaccid
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myelitis (AFM), a recently defined neurological illness [1]. The ability of EV-D68 to replicate
within the upper and lower respiratory tracts is a key factor in the swift transmission of
disease in the community, which results in large outbreaks [2—4]. EV-D68 illnesses have
also been reported in healthy adults and those with underlying medical conditions, but
the frequency of EV-D68 among different age groups has not been fully investigated. As
for other enterovirus types, circulating strains of EV-D68 are genetically diverse and have
been divided into four clades designated A-D [5,6]. The distribution of clades has been
recorded over time and across countries but their frequency and the genetic and molecular
variations among age groups remain elusive. To contribute to filling these knowledge
gaps, we report the clinical characteristics of unselected patients with laboratory-confirmed
EV-D68 respiratory disease. We also describe the changes that occurred at the genomes
and proteins of EV-D68 clades reported in patient groups.

2. Materials and Methods
2.1. Patient Population, Study Design and Molecular Testing of Clinical Specimens

All patients with laboratory-confirmed EV-D68-associated disease and admitted to
the University Hospital of Clermont-Ferrand from 1 June 2014 to 31 December 2018 were
reviewed for the study. The respiratory specimens (nasopharyngeal swabs, nasopharyngeal
aspirates, and broncho-alveolar lavages) were tested prospectively for enterovirus (EV) and
rhinovirus (RV) with commercial RT-PCR assays, either RV/EV R-gene® kit or FilmArray®
Respiratory Panel (bioMérieux, Marcy 1’Etoile, France), as part of the routine screening
for respiratory viral infections. When positive, the specimens were typed by sequencing
the VP4/VP2 coding region or tested with an EV-D68 VP1 RT-PCR [7,8]. The complete
or partial VP1 sequences of EV-D68-positive specimens were determined by in-house
gene amplification and Sanger sequencing to assign a phylogenetic clade to the virus
detected in each specimen. The VP1 sequences determined in this study were deposited
under the accession numbers MT795858-MT795868. Data on patient characteristics, clinical
manifestations, and co-morbidity factors were collected retrospectively frommedical charts,
and they were recorded in an anonymized form for each patient and analysed.

2.2. Construction of Metagenomic Libraries

Nucleic acids were extracted either from virus isolates at passage four (n = 8) or directly
from clinical specimens (1 = 27) with the NucliSENS® easyMAG® system (bioMérieux,
Marcy I’Etoile, France). Virus isolation was performed in A549 cells (human Caucasian lung
carcinoma) and the inoculated cultures were grown in a humidified 33 °C incubator with
5% CO,. Reverse transcription into DNA was performed with Superscript III® (Invitrogen)
and random or in-house primers for RNA extracted from virus isolates or clinical specimens,
respectively. Two methods of amplification were used. The amplification of randomly
synthetised cDNA was performed with overlapping in-house oligonucleotide primers and
Phusion Flash® master mix (ThermoFisher). PCR products were purified with NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) before Sanger sequencing. The sequence of the
amplicons obtained from virus isolates were determined with the Big Dye Terminator
v.1.1 kit (Applied Biosystems) using the 3500 Dx Genetic Analyser® system (Applied
Biosystems). The amplification of specifically synthetised cDNA was performed with
in-house primers (Table S1) and the Platinum SuperFi enzyme (Invitrogen) to obtain
22/27 (2016, n = 4/4; 2018, n = 18/23) near full-length or whole genome amplicons. The
amplicons were sequenced at the GENTYANE platform (INRAE, Clermont-Auvergne
University, Clermont-Ferrand, France) by single molecule real-time sequencing with the
Sequel I sequencer (Pacific Biosciences). The 3’ untranslated region was determined with
an in-house amplification of the cDNA ends method.

2.3. Sequence Datasets, Phylogenetic and in Silico Analyses

The 30 EV-D68 genomes determined in this study were grouped with those available
in the GenBank database (as of 1 February 2020, n = 764 sequences). The open reading
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frame (ORF) sequences were used for the analyses (see below). A second dataset included
1433 whole VP1 gene sequences comprising 70 sequences from our patients, of which
32 were reported earlier [8-10]. Of the 38 VP1 sequences determined in this study, nine
were obtained from the complete VP1 genes and 29 were derived from the whole genomes
(Table S2). The open reading frame (ORF) and VP1 nucleotide sequence datasets were
subjected to phylogenetic analyses with the Nextstrain pipeline [11]. BEAST2 software
was used for assessing divergence times of clades under explicit evolutionary models and
computing the posterior probability distribution with a set of phylogenetic trees to assess
node support [12]. The untranslated regions (UTRs) were analysed with datasets including
660 (5'UTR) and 628 (3'UTR) sequences. Phylogenetic analyses were performed with
PhyML v3.0 using the maximum likelihood method and the Generalised Time-Reversible
evolutionary model, and the statistical test aLRT SH-like [13]. The amino acid (ORF) and
nucleotide (UTRs) sequences were compared to identify polymorphic and clade-specific
positions within the B3 and D clades. The frequency of amino acid residues and nucleotides
per site was determined using all EV-D68 clades and the relevant sites were plotted with
Weblogo 3 [14]. Amino acid changes were mapped to 3D structures reported previously
for the capsid proteins (Fermon strain, PDB code 4WMS8) and the 3D polymerase (virus
strain JPOC10-378, PDB code 5XEO0) [15,16].

2.4. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed with Stata software (v. 15; StataCorp, College
Station, TX, USA). All tests were two-sided, with a Type I error set at 0.05. Categorical
variables were expressed as frequencies and associated percentages, and the age as median
and interquartile range. Comparisons between independent groups (children/adults) were
made with the chi-square test or Fisher’s exact test for categorical variables and with the
Mann-Whitney test for age.

3. Results
3.1. Clinical Characteristics of Patients

Routine diagnostic screening for RV /EV respiratory diseases was performed in 11365
respiratory samples from patients seen in the University Hospital of Clermont-Ferrand
between 1 June 2014, and 31 December 2018. Of the 2101 respiratory specimens positive
for RV/EV, 1836 (87%) were typed (Table 1). EV-D68 was detected in the specimens of
73 patients (median age 4 years [IQR 0.4-32.8]) of whom 61 (84%) were hospitalized. The 73
patients comprised 53 (73%) children (<16 years; median age 19 years [IQR 0.2-4.0]; range
0.04-9.6) and 20 (27%) adults (>16 years; median age 53.7 years [IQR 34.0-65.7]; range
23.9-78.0). The number of laboratory-confirmed EV-D68 cases was stable in 2014, 2016, and
2018. In contrast, patient age varied with the proportion of adults increasing significantly
from 12% (3/26) in 2014 to 22% (5/23) in 2016 and 48% (11/23) in 2018 (p = 0.01). The
yearly proportions of respiratory specimens tested and subjected to enterovirus molecular
typing in children and adults were stable in all three years.
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Table 1. Yearly screening for rhinovirus/enterovirus (RV/EV) in respiratory samples from patients presenting to the
University Hospital, Clermont-Ferrand, France.

Data! Age Group? 20143 2015 2016 2017 2018 Total

Total samples tested Adults 397 (55%) 1043 (58%) 2201 (70%) 1678 (59%) 1809 (63%) 7128 (63%)
p Children 324 (45%) 752 (42%) 948 (30%) 1153 (41%) 1060 (27%) 4237 (27%)

. . Adults 55(14%)  103(10%) 208 (9%) 134 (8%) 209 (12%) 709 (10%)
Positive detection of RV/EV' piqran 138 (43%)  225(30%) 332 (35%)  335(29%) 362 (34%) 1392 (33%)
Enterovirus broin Adults 46 (84%) 91(88%)  188(90%)  121(90%) 191 (91%) 637 (90%)
ypie Children  127(92%) 183 (81%) 289 (87%)  276(82%)  324(90%) 1199 (86%)

Adults 3 (12%) 0 5 (22%) 1(100%) 11 (48%) 20 (27%)

] . Children 23 (88%) 0 18 (78%) 0 12 (52%) 53 (73%)
EV-D68 typing Medianage 4 (0.7-6.9) 3.1(0.2-7.6) 7.8 (0.5-54) 4 (0.4-32.8)

Total 26 0 23 1 23 73

! Data are 1 (%) or median (IQR). 2 Adults, patients aged >16 years; children, patients aged 0-16 years. 3 In 2014, the data were recorded
from June 1st.

Children were more likely to be hospitalised than adults (91% vs. 65%, p = 0.01; Table 2)
and less likely to be admitted to an intensive care unit (ICU) (13% vs. 38%, p = 0.046). In our
population, 71/73 (97%) patients had respiratory signs. Upper respiratory tract infections
were the most frequent signs in both children (62%) and adults (45%). Twenty-seven
(51%) children had clinical signs of asthma as against one (5%) adult. Chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) exacerbation was observed in five (25%) adults. Two clinical
presentations were more frequent among adults with lung disease being reported in eight
(40%) adults as against three (6%) children (p = 0.001) and neurological signs in seven
(85%) adults compared to five (9%) children (p = 0.01). In adults, neurological signs were
dominated by altered mental status (n = 5); sudden muscle weakness and cerebellitis were
each observed in one adult. Of the 11 patients admitted to an ICU, nine (82%) had acute
respiratory distress syndrome. There was one fatality reported in an infant presenting with
congenital stridor and a co-infection with rhinovirus C.

Table 2. Demographic and clinical characteristics of patients presenting to the University Hospital, Clermont-Ferrand with
enterovirus D68-associated diseases between 1 June 2014, and 31 December 2018.

Characteristics ! All Patients Children Adults p Value
Total number of patients 73 53 (73%) 20 (27%)
Age (years) 4.0[0.4-32.8] 1.9 [0.2-4.0] 53.7 [34.0-65.7] <0.001
Sex (male) 41 (56%) 33 (62%) 8 (40%) 0.09
Hospital admission 61 (84%) 48 (91%) 13 (65%) 0.01
ICU admission 11/61 (18%) 6/48 (13%) 5/13 (38%) 0.046
Fever 36 (49%) 25 (47%) 11 (55%) 0.55
Respiratory signs 71 (97%) 51 (96%) 20 (100%) 1.00
Upper respiratory tract infection 42 (58%) 33 (62%) 9 (45%) 0.18
Asthma 28 (38%) 27 (51%) 1 (5%) <0.001
Bronchitis/Bronchiolitis 10 (14%) 10 (19%) 0 (0%) 0.053
Lung disease 11 (15%) 3 (6%) 8 (40%) 0.001
COPD exacerbation 5 (7%) 0 (0%) 5 (25%) 0.001
Acute respiratory distress 34 (47%) 28 (53%) 6 (30%) 0.08
Ear-Nose-Throat signs 2 (3%) 2 (4%) 0 (0%) 1.00
Neurological signs 12 (16%) 5(9%) 7 (35%) 0.01
Digestive signs 9 (12%) 5 (9%) 4 (20%) 0.25
Cardiac signs 3 (4%) 2 (4%) 1 (5%) 1.00
Multiorgan failure 1 (1%) 0 (0%) 1 (5%) 0.27
All underlying conditions 49 (67%) 29 (55%) 20 (100%) <0.001
History of asthma/wheezing 18 (25%) 17 (32%) 1 (5%) 0.02
Chronic lung disease 15 (21%) 3 (6%) 12 (60%) <0.001

Chronic heart disease 7 (10%) 2 (4%) 5 (25%) 0.01
Chronic kidney disease 1 (1%) 0 (0%) 1 (5%) 0.27
Chronic liver disease 1 (1%) 0 (0%) 1 (5%) 0.27
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Table 2. Cont.
Characteristics ! All Patients Children Adults p Value
Diabetes mellitus 7 (10%) 1 (2%) 6 (30%) 0.001
Immunocompromising conditions 4 (5%) 2 (4%) 2 (10%) 0.30
Neurological disorders 1 (1%) 0 (0%) 1 (5%) 0.27
Current tobacco use 9 (12%) 0 (0%) 9 (45%) -
Current alcohol overuse 4 (5%) 0 (0%) 4 (20%) -
Obesity 3 (4%) 0 (0%) 3 (15%) 0.02
Pregnancy 4/32 (12%) 0/20 (0%) 4/12 (33%) -
Other underlying conditions 2 6 (8%) 6 (11%) 0 (0%) 0.18
EV-D68 clade A 1 (1%) 1 (2%) 0 (0%) -
EV-D68 clade Bl 3 (4%) 3 (6%) 0 (0%) -
EV-D68 clade B2 18 (25%) 17 (32%) 1 (5%) -
EV-D68 clade B3 33 (45%) 24 (45%) 9 (45%) -
EV-D68 clade D1 16 (22%) 6 (11%) 10 (50%) 0.001 4
Clade not determined 3 2 (3%) 2 (4%) 0 (0%) -

! Data are 1 (%) or median [IQR]. Data collected retrospectively from medical charts of patients. 2 Congenital stridor (1 = 2), premature (1 = 2)
one of which was associated with bronchopulmonary dysplasia, Gordon syndrome (1 = 1), and stenosis of two pulmonary veins (n = 1).

3 Enterovirus D68 was genotyped with an enterovirus D68-specific RT-PCR, but the amplicons were not sequenced. # The statistical analysis
compared the proportion of adults infected by the clades B2, B3, and D1; the data for the other two clades were not included. Abbreviations:
ICU = intensive care unit. COPD = chronic obstructive pulmonary disease.

67% (49/73) of patients had one or more comorbidity or risk factors for respiratory
infections. In adults, the most frequent were chronic lung disease (12/20, 60%) and smoking
(9/20, 45%). The other comorbidities in adults were diabetes mellitus (6/20, 30%) and
chronic heart disease (5/20, 25%). Of the 13 adult patients admitted to hospital, 10 (77%)
had chronic lung disease and four of them were admitted to an ICU. Five (25%) patients
aged 33 to 70 years old required management in an ICU with a median (IQR) duration
stay of 15 days (6-29). The four adult female patients who were pregnant did not require
hospitalisation. No complication was reported at delivery and the new-borns were healthy.
Asthma or wheezing or both were uncommon in adults (1/20, 5%) but were the most
frequent underlying conditions in children (17/53, 32%; p = 0.02).

Three children were co-infected with rhinovirus (n = 2) or coronavirus (n = 1).
A microbiological screening including blood and expectoration cultures and urinary anti-
gens (Legionella and Pneumococcus) was performed in 35 patients. Pneumococcus in-
fection was detected in two hospitalised children and one hospitalised adult with COPD
exacerbation, and colonisation with Pseudomonas and fungi was observed in two adult
outpatients with cystic fibrosis.

3.2. Enterovirus Molecular Typing Data

Enterovirus molecular typing was performed prospectively by sequencing the VP4-
VP2 genes in five (7%) specimens and the VP1 gene in 66 (90%) specimens (Table 2). The
specimens of two other paediatric patients tested positive with an EV-D68-specific RT-PCR
but the amplicons were not sequenced. The nucleotide sequences were used to assign a
phylogenetic clade to the EV-D68 present in each specimen. In 2014, 18/26 (69%) patients
were infected with clade B2, of whom all, but one, were children (Figure 1). The other eight
patients were infected with clades D1 (n = 4; 2 adults), B1 (n = 3), and A (n = 1). Of the
23 patients recorded in 2016, 16 (70%) were infected with clade B3, of whom four (25%)
were adults. One of the three non-clade B3 patients was an adult infected with clade D1;
the other two were children infected with an EV-D68 whose clade was not determined.
In 2018, B3 was the most frequent clade, affecting 13/23 (57%) patients, of whom five (39%)
were adults. In the other 10 (43%) patients, of whom six (60%) were adults, EV-D68 was
assigned to clade D1. Overall, clade D1 affected a higher proportion of adult patients (63%,
n =10/16) than clades B2 (6%, n =1/18) and B3 (27%, n = 9/33) (p = 0.001). The proportion
of patients who had an acute respiratory distress syndrome was higher in those infected
with clade B2 (15/18, 83%) than those infected with clades B3 (10/33, 30%) or D1 (6/16, 38%)
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(p = 0.001). The five patients with COPD exacerbation had clade D1 infection (p < 0.001).
Neurological signs were recorded in 12/73 (16%) patients, with a higher proportion in
adults (p < 0.01). Altered mental status was reported in 5/20 (25%) adults: three were
infected with clade B3, one with clade B2, and one with clade D1. Of the two adult patients
infected with clade B3, one had signs of acute flaccid myelitis and the other of cerebellitis.
Headaches were reported in two adults with clade D1 infection. Among the neurological
signs reported in five children, irritability (n = 2) and hypotonia (n = 2) were associated
with clades B3 and D1, respectively, and acute flaccid myelitis with clade B2 [10].
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Figure 1. Monthly distribution of EV-D68 infections, Clermont-Ferrand, 2014-2018. Histogram colours match the EV-D68
clade related to the infection case as indicated on the graph. Hatched colours match EV-D68 in adult patients. Solid colours
match EV-D68 in paediatric patients. UT: untyped.

3.3. Analysis of Clade D1 Complete Genomes

The leftover respiratory specimens were available for 46/73 patients and were used to
determine the complete EV-D68 genomes (Table S2). The sequencing yield was better with
the NGS approach directly from clinical specimens after amplification of the viral genome
in one RT-PCR than with the Sanger method after cell culture (81% vs. 42%). The Ct values
of the diagnostic RT-PCR available in 13 specimens that tested positive for EV-D68, ranged
between 21.02 and 32.58. The mean sequencing coverage was 463 and 1767 full sequence
reads, respectively, for the whole genome and near full-length amplicons. A phylogenetic
tree was reconstructed for clade D (formerly designated A2) using eight genomes from this
study and 28 genomes reported earlier in France and other countries (Figure 2A). The viral
genomes in our patients were scattered within the D1 clade. Phylogenetic analysis of the
larger VP1 sequence dataset confirmed this distribution pattern (Figure S1B). The close
phylogenetic relationships of viruses in our and other French patients to those reported
in neighbouring and distant countries were consistent with multiple introductions of
EV-D68 during the same year and over years or with co-circulation of distinct lineages
over time. The spread of the 2014 and 2018 EV-D68 lineages began shortly before our
patients were infected. Sequence comparisons showed clade D-specific amino acid changes
at 32 positions located throughout the open reading frame (Figure 2B). Six amino acid
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changes (including two insertions of two amino acid residues in the VP1 protein) were
reported earlier [5,17]. 19/32 (59%) amino acid changes were detected in the capsid proteins,
of which five were placed in putative immunoreactive epitopes, i.e., the VP1 BC and DE
loops and the VP1 C-terminus [15,18]. In the D1 viruses detected in French patients, VP1
position 86 had different residues over time (an isoleucine in the 2014 lineage and a valine
in the 2018 lineage). The sequential amino acid changes were confirmed by analysis of
the VP1 dataset (Figure S1B). VP1 phylogeny showed two distinct clusters among the D1
sequences reported in Europe in 2018 both of which arose from amino acid changes at four
positions, 11V, I5M, 186V, and 1231V. The overall clade D1 differed from the other clades
by 13 (42%) other amino acid changes, located in the non-structural proteins (Figure 2B).
The 5'UTR of clade D1 differed by 27 nucleotide positions from that of the other clades
of which six were in the secondary-structure domains II (n = 3), I1I, IV, and VI (Figure S2).
Clade D1 was not different from the other clades in the 3'UTR (data not shown).
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Figure 2. Phylogeny of EV-D68 clade D and molecular variation of viral proteins. (A) The phylogenetic tree was obtained

with the Nextstrain pipeline using a global dataset of 734 EV-D68 whole genomes available in Genbank (as of 1 February

2020) and 30 new sequences obtained in this study. The solid red diamonds indicate statistical support of main nodes

(posterior probability >0.98). The colours of sequence names match with age groups of related patients: red and blue

colours match with adults (>16 years) and children (<16 years), respectively. Sequence names in black had no corresponding

information on related patient age. The branches are coloured according to the geographic origin. (B) Identification of

protein positions having amino acid residues specific to clade D. The amino acid positions from other EV-D68 clades are

expressed in percentages on the graph with Weblogo 3 [14]. Amino acids with pink background indicate specific positions.

Amino acids with blue background match unspecific positions. Amino acids are coloured according to their chemistry.

3.4. Analysis of Clade B3 Complete Genomes

The phylogeny of clade B3 assessed with complete genomes indicated that viral
sequences reported among French patients in 2018 were distributed in two main clusters, a
pattern that suggests virus co-circulation or independent virus introductions (Figure 3A).
The overall B3 viruses had distinctive amino acid changes at 15 positions throughout
the ORF (Figure 3B), four of which (VP4/18, VP2/151, VP3/241, and 3Cpro/55) were
identified earlier [19]. The amino acid changes at six positions (VP2/74, VP3/163, VP1/206,
2C/102,2C/277, and 3Cpro/50) arose in 20152016, and clearly differentiate clade B3 from
all the other clades. The two 2018 phylogenetic clusters arose with amino acid changes
at eight positions, D237E (VP3), S131N (VP1), T142S (2Apro), R264K, G273S, and A277T
(2C ATPase), S59N (3A) and K166R (3Dpol). The first two changes (VP3/D237E and
VP1/5131N) were also seen in clade D sequences. The second change was shared with the
2018 clade B3 viruses reported in the USA, which form a third cluster characterised by two
additional amino acid changes in the VP1 BC loop (A83T and A86T). Clade B3 differed
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from the other clades by six nucleotide substitutions, one (U54C) in the 3'UTR and five in
the 5'UTR (C107U, C188U (domain III), U654C, U678C, and A681G) (data not shown).
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Figure 3. Phylogeny of EV-D68 clade B3 and molecular variation of viral proteins. (A) The phylogenetic tree was
obtained with the Nextstrain pipeline using a global dataset of 734 EV-D68 whole genomes available in Genbank (as of
1 February 2020) and 30 new sequences obtained in this study. The solid red diamonds indicate statistical support of main

nodes (posterior probability >0.98). The colours of sequence names match with age groups of related patients: red and blue
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information on related patient age. The branches are coloured according to the geographic origin. (B) Identification of

protein positions having amino acid residues specific to clade B3. The amino acid positions from other EV-D68 clades are

expressed in percentages on the graph with Weblogo 3 [14]. Amino acids with pink background indicate specific positions.

Amino acids with blue background match unspecific positions. Amino acids are coloured according to their chemistry.

4. Discussion

This study shows that the prevalence of confirmed EV-D68 clade D1 was higher
in adults than in children. Our study was made possible because since June 2014 all
respiratory samples collected from patients of all ages admitted to or seen at the University
Hospital of Clermont-Ferrand have been tested prospectively for enterovirus/rhinovirus,
and all the positive cases have been tested for EV-D68. Despite a limited number of patients,
this systematic evaluation enabled us to assess the frequency of EV-D68 in both children
and adults, and together our data provide a consistent picture of virus transmission in both
patient populations. The clinical presentations were dominated by respiratory symptoms,
as previously reported [3,4,8]. EV-D68 was the most probable aetiological agent because
viral and bacterial co-infections were infrequent in our patients. Upper respiratory tract
infections and respiratory distress were reported in both paediatric and adult patients, but
lung disease was more frequent in the adult group and only one case was associated with a
co-infection with pneumococcus. Neurological signs were also more frequent in the adult
patients and ranged from headache to signs of acute flaccid myelitis with muscle weakness
of the lower limbs. In line with a previous observation [4], all adults had underlying
conditions dominated by chronic respiratory diseases (60%), which were reported in 77% of
the inpatient population. Respiratory comorbidities are recognized risk factors for severe
infections with the respiratory syncytial virus, which frequently causes lung disease in
adult patients [20]. Respiratory viruses such as rhinoviruses, respiratory syncytial virus,
and influenza, are well-known exacerbation factors of COPD [21]. Like rhinoviruses, with
which it shares common biological features [22], EV-D68 can act as a trigger for disease
exacerbation in adults.

In our study, 12 adults (60%) with an EV-D68 infection were females of whom four
were seen as outpatients during pregnancy. This figure was not significant in our patient
population, but sex disparities have been reported in respiratory diseases caused by other
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RNA viruses (influenza A virus, respiratory syncytial virus, and coronavirus) and been
attributed in part to an effect of sex hormones on innate immune responses [23]. Hormone-
triggered modulation of the expression of cellular receptors was reported to promote sex
disparities in SARS coronavirus-2 infections [24]. Pregnancy is known as a risk factor
for severe influenza A infections, possibly owing to immune suppression by elevated
progesterone and oestrogen levels [23]. In our study, none of the four pregnant women
had a severe respiratory infection.

Our phylogenetic analyses showed that clades B3 and D1 arose globally at the same
time (between 2009 and 2010) but the upsurge of adult cases in our population was recorded
in 2018, a year during which clade D1 re-emerged. Our data are consistent with those
collected by the French National Reference Centre, which indicated a large increase in the
proportion of adults infected with EV-D68, from 12% in 2014 to 9% in 2016 and 45% in 2018.
In 2018, 79% (n = 30/38) of adult patients who tested positive for EV-D68 were infected
with clade D1 (https:/ /cnr.chu-clermontferrand.fr/CNR (accessed on 1 February 2020)).
Previous studies suggested a predominance of the EV-D68 clade D1 in adults [17,25-28].
Analysis of our global dataset, which included VP1 sequences of worldwide origin and
information on age, showed that 68% (n = 67/99) of clade D1 sequences were seen in
respiratory samples of adults, which is consistent with a possible link between patient
age and virus clade. These findings observed across countries suggest a high frequency
of clade D1 among adults with an EV-D68 infection. However, our data show a twofold
increase in the proportion of adults infected with EV-D68 clade B3 between 2016 (20%) and
2018 (38%), which indicates that the emergence of clade D1 is not the only factor associated
with the upsurge of disease cases in adults. Overall, comorbidities or risk factors could
account for the spread of EV-D68 within the adult population.

To examine the potential role of virus-associated factors in the emergence of EV-D68
in the adult patients, we expanded the number of full-length EV-D68 genomes from France
and investigated the variations in viral proteins between clades B3 and D1. 59% of the
32 mutations found in clade D1 were in the capsid proteins but none occurred among the
sites reported to bind sialic acid, the cell receptor reported for EV-D68 [15]. Five mutations
arose in the epitopes displayed on the VP1 protein, which include the polymorphic position
86. In this protein, two additional variations could have an impact on the capsid surface,
the deletion of an amino acid residue within the DE loop (position 128) and the insertion
of two residues in the C-terminus (positions 295-296). The DE and BC loops are possible
epitopes of EV-D68, and the C-terminus was recently described as an immunoreactive
structure [15,18]. The amino acid changes found in clade D1 could lower cross-protection
in adults by decreasing binding of antibodies generated in response to an earlier infection.
Using sera collected in 2006 and 2016, two European studies showed that the neutralising
antibody seroprevalence and geometric mean titres (GMT) to EV-D68 clade B3 increase
with age [29,30]. Above the age of 20 years, which fits the characteristics of the adult
population in our study, the seropositivity rate approaches 100% and is associated with
high GMTs. Accordingly, it seems plausible that the adult patients of our study have been
infected with an EV-D68 clade B3. Although evidence of cross-reactive immunity is not
firmly established between EV-D68 clades, Karelehto and colleagues [29] showed that sera
collected in 2006 and 2007 had high neutralising titres to the clade B3 CF183054 virus strain
(isolated in the present study; Table S2), while in this study, we dated the emergence of
this clade to 2009. In another study [31], adult sera collected in 2012 and 2013 (Kansas
City population) neutralised the clade D1 virus KM851231-USA-2014 (see Figure 2A) less
efficiently than clades B1 and B2 viruses, and the Fermon reference strain. The amino acid
changes in the surface of clade D1 viruses could reduce cross-clade immunity and foster
re-infection of adults, thereby explaining the increase in the adult case numbers in 2018
while D1 and B3 were in co-circulation. Gilrane and colleagues [2] recently reported clade
D1 emergence during the 2018 outbreak in USA. These viruses are very close relatives of
clade D1 viruses reported in our study and could have a similar epidemiological impact.
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Selection bias in patient population can be excluded from our study, whose main
limitations arise from its retrospective design. First, patient follow-up was not recorded.
Acute exacerbation COPD caused by rhinovirus infection was associated with lung function
decline and disease progression [21]. Accordingly, re-assessment of patients with underly-
ing conditions would provide important clinical data on potential long-term respiratory
sequelae after EV-D68 disease. Second, the retrospective collection of medical charts could
have provided incomplete clinical data in some patients, and third, the origin of EV-D68
infections in the adult patients could not be investigated. Thus, an epidemiological survey
was not possible to assess how the adults acquired their infection and whether they were
in contact with sick children within familial or professional settings.

5. Conclusions

Widespread surveillance and routine screening of children and adults with comorbidi-
ties are essential to fill the gaps in knowledge about the dynamics of EV-D68 transmission
between the different age groups. Health authorities and clinicians should be aware of
the potentially severe complications in adults with underlying medical conditions arising
from EV-D68 infection during periods of epidemic transmission. Systematic analysis of
viral whole-genome data is important to trace the origin of EV-D68 outbreaks, investigate
molecular drivers of virus transmission, and support evidence-informed public health
decision.
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Figure S1. Phylogeny of EV-D68 clade D reconstructed from the VP1 gene and molecular
evolution of the VP1 protein. (A) The phylogenetic tree was obtained with the Nextstrain pipeline
11 using a global dataset of 1433 EV-D68 whole VP1 sequences available on Genbank (as of
01.02.2020) including 64 sequences obtained in this study. The colours of sequence names match
with age groups of related patients: red and blue colours match with adult (>16 years) and children
(=16 years) patients, respectively. Sequence names in black had no corresponding
information on related patient age. (B) The molecular analysis was performed to identify amino-
acid positions having amino-acid residues specific to clade D sequences. The amino-acid positions
related to sequence clusters are expressed in percentages on the graph with Weblogo 3. 14 Amino
acid residues with a pink background are specific to clade D and amino acid residues with a blue
background are shared between different clades. Amino acids are coloured according to their
chemistry.
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Figure S2. Phylogeny of EV-D68 clade D reconstructed from the 5’ untranslated region (5’UTR) and variations in the 5’UTR

sequences. (A) The phylogenetic tree was obtained with the program phyml v3.0 13 using a global dataset of 660 EV-D68 whole 5’UTR
sequences available on Genbank (as of 01.02.2020) including 30 sequences obtained in this study. The colours of sequence names match

with age groups of related patients: red and blue colours match with adult (>16 years) and children (<16 years) patients, respectively.

Sequence names in black had no corresponding information on related patient age. (B) The molecular analysis was performed to identify

positions having specific nucleotide changes. The nucleotide poitions related to sequence clusters are expressed in percentages on the
graph with Weblogo 3.'* Nucleotides with a pink background are specific to clade D and nucleotides with a blue background are shared

between different clades.



Table S1. In-house primers used for enterovirus D68 genome amplification.

5 -TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TGG-YCC-CCA-AGT-GRC-CAA-AAT-

Reverse transcription into DNA  Reverse ,
TTA-CCT-C-3

F g 5’-GAC-AGC-TTA-TCA-TCG-TAA-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-GGT-TAA-AAC-
orwar

Near full-length genome AGC-CTT-GGG-GTT-G-3'
amplification

Reverse 5'-CGT-CTA-AGA-CTA-GAR-TAT-GCA-GGT-AGT-G-3'
Whole genome amplification? Reverse 5’-GGY-CCC-CAA-GTG-RCC-AAA-ATT-TAC-CTC-3’
, . Forward 5'-ATT-AGT-AAT-GAC-ACC-AGC-3'
3’ untranslated region
N
amplification Reverse 5'-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-ACC-GTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-T-3'

a Same forward primer used than for near full-length genome amplification.

b Reverse transcription into DNA was performed with the same reverse primer used for amplification
and obtained from Tan, Y. et al. 2016 [31]




Table S2. Respiratory specimens available for isolation and/or whole genome sequencing
and clinical characteristics of related 46 patients

Specimen Collection Age Sex Clinical presentations Speclm.en Ct S:tram. Clade Accession
date (years) material designation number
1 05/10/2014 574 g URTL a“g:& zSp"amry NPA NA CF279027 B2 LN681325
2 14/10/2014 443 m  URT aStzir:ti; :Sp'ramry NPA NA CF287062 B1 LN681327
3 25/10/2014  0-10 F URTI, fever NPA NA CF298032 B1 LN681332
4 02/11/2014  7-83 F ASthmji; ;f:f;ramry NPA NA CF307209 B2 MT791927
5 04/05/2016 5360  F COPD exacerbation, NPS 2087 CF125132 D1 MT791934
respiratory distress
6 01/07/2016 017 M URT!, bronchitis- NPA 2021 CF183054 B3 MT791933
bronchiolitis, fever
7 06/07/2016 5596 m  -unedisease respiratory NPS NA CF188029 B3 MT795864
distress, fever
8 07/07/2016  1.92 M Asthma, respiratory NPA NA CF190038 B3 MT791932
distress, fever
9 09/07/2016 400 m  URThasthma, respiratory NPA 2262 CF193002 B3 MT789734
distress, fever
Lung disease, cerebellitis,
10 11/07/2016 7800  F altered mental status, BAF NA CF193158 B3 MT789735
fever
11 11/07/2016 142 F Asthma NPA NA CF194006 B3 MT791930
12 12/07/2016 192 M URTI, asthma, fever NPS 2451 CF195004 B3 MT789737
13 14/07/2016 621 F URTI, asthma, fever NPA 2146 CF197014 B3 MT795863
14 13/08/2016 004  F Br°”Ch't";:\’l':’r“°h'°"t's' NPA 1699 CF226028 B3 MT791929
15 11/09/2016 010 M URTI NPS 2104 CF256006 B3
16 15/09/2016 390 M Asthma NPA NA CF259082 B3
17 22/09/2016 010  F URTL d'f:\f:rve SIens, NPA 2282 CF266116 B3 MT789736
URTI, bronchitis-
18 25/09/2016 017 M bronchiolitis, respiratory NPA 2113 CF270004 B3 MT791928
distress
19 29/09/2016  50-14  F  URTI, lung disease, fever NPS 3272 CF273012 B3 MT795868
20 02/10/2016 014 M URT}, bronchiis- NPA 2289 CF277014 B3 MT795867
bronchiolitis
21 02/10/2016 017 F URTI NPA 29-84 CF277009 B3
URTI, respiratory
22 05/10/2016  0-42 F distress, infant sudden NPA 3869 CF279125 ut
death
23 12/10/2016 358 M URTI, asthma, fever NPS 24-86 CF241733 B3 MT791931
24 15/06/2018 3417  F URTI, headaches, fever NPS 23.97 CF287798 D1 MT789751
25 24/06/2018 400  m Asthma respiratory NPS 37-52 CF301306 B3 MT795861
distress, digestive signs
26 30/08/2018 5033  F URTI, lung disease NPS 3063 CF408376 D1 MT789752
27 30/08/2018 6942  F  COPD exacerbation, fever NPS 2353 CF408680 D1 MT789750
28 09/09/2018 017 M URTI, irritability, fever NPA 2109 CF425016 D1 MT789749
29 10/09/2018 017 M URTI, irritability, fever NPA 2375 CF425314 B3 MT789741
URTI, bronchitis-
30 14/09/2018 092 M bronchiolitis, respiratory NPS 2638 CF434664 B3 MT789748
distress, fever
31 14/09/2018 350 M Digestive signs NPA 32:58 CF434673 D1 MT789753
32 24/09/2018 6617 M COPD exacerbation NPS 3162 CF451498 D1 MT789754
33 25/09/2018 5740 M URTI, headaches, NPA 3618 CF452824 D1 MT795858
digestive signs, fever
Muscle weakness,
34 08/10/2018 6991 i  Arered mental status, NPS 2727 CF473248 B3 MT789739
respiratory distress,
cardiac signs
35 11/10/2018 5425  F URTI NPA 2575 CF479745 B3 MT789743
Respiratory distress, lung
36 12/10/2018 53-83 M disease, altered mental NPS 2002 CF482253 B3 MT789747
status, fever
37 15/10/2018 011 M URTI, respiratory distress NPA 4070 CF485820 D1 MT795859
38 16/10/2018  2:33 F URTI, respiratory distress NPS 29-48 CF487798 B3 MT789740
39 18/10/2018 008 M URT), bronchitis NPA 29-64 CF490734 D1 MT789755
bronchiolitis, hypotonia
40 19/10/2018  5-00 F URTI, fever NPS ND CF493730 B3
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30/10/2018

23/11/2018
04/12/2018
05/12/2018

22/12/2018

26/12/2018

65-20

41-75
7-83
33-67

0-08

0-13

nZ< =L

M

Respiratory distress, lung
disease, sepsis, altered
mental status,
multivisceral failure,
digestive signs
URTI, asthma, fever
URTI
URTI, digestive signs
URTI, respiratory
distress, bronchitis-
bronchiolitis, hypotonia,
fever
URTI, digestive signs,
fever

BAF

NPS
NPS
NPS

NPA

NPA

31-62

NA
NA
NA

NA

NA

CF511948

CF551739
CF569939
CF572239

CF601568

CF606093

D1

B3
B3
B3

B3

B3

MT795860

MT789746
MT789738
MT789742

MT789745

MT789744

Underlined specimen numbers match with obtention of whole genome sequence. URTI=upper respiratory tract infection.

COPD=chronic obstructive pulmonary disease. NPA=nasopharyngeal aspirate. NPS=nasopharyngeal swab.
BAF=bronchoalveolar fluid. ND=not detected. UT=untyped. NA= Not available




l. Commentaires de l'article

A. Caractéristiques épidémiologiques des infections a EV-D68

L'article ci-dessus présente les principaux résultats concernant trois des quatre
objectifs de cette these. Nous rapportons les caractéristiques cliniques des patients infectés
par 'EV-D68 admis ou vus en consultation entre 2014 et 2018 au CHU de Clermont-Ferrand et

comparons les données de la population pédiatrique et des patients adultes.

La robustesse des résultats présentés repose sur la surveillance mise en place par le
CHU de Clermont-Ferrand entre juin 2014 et décembre 2018. Une large majorité des
échantillons respiratoires collectés chez des patients de tout age, hospitalisés ou non, a été
testée pour I'EV-D68. Malgré un nombre limité de patients, cette surveillance systématique a
permis d’évaluer la fréquence des infections a EV-D68 chez les enfants et les adultes et offre
une bonne représentation de la transmission du virus au sein de la population globale de

patients.

Un sous-génotypage a aussi été réalisé permettant le tracage phylogénétique précis
du virus détecté pour chaque patient. A partir des génomes viraux complets déterminés soit
pour des isolats viraux ou directement dans les prélevements cliniques, les variations
génétiques des sous-clades B3 et D1 sont également décrites. L'étude a ainsi permis de
montrer qu’il existait une corrélation entre I'’émergence du sous-clade D1 et I'augmentation
des infections chez les adultes. Nous montrons aussi que ce sous-clade présente une forte

divergence génétique par rapport a tous les autres.

B. Actualisation des données épidémiologiques post 2018

2019. L’'EV-D68 a été associé a 112 cas d’infections en Europe (Tableau 3), rapportées
en majorité chez les enfants (n=78/112, 70%) et causés par des virus assignés aux clades B3
(n=47/55, 86%) et D1 (n=8/55, 15%). Ces cas ont été rapportés entre aolt et décembre dans
les pays suivants : Allemagne (n=36/112, 32%), France (n=25/112, 22%), Danemark (n=21/112,
19%), Pays-Bas (n=19/112, 17%) et Suéde (n=11/112, 10%) (Midgley et al., 2020). L’'EV-D68 a
également été rapporté aux Etats-Unis (Tableau 2) chez des enfants (n=6 ; Shah et al., 2021)

ainsi qu’en Chine (n=3) ou il était associé au clade D1 (Liu et al., 2021) (Tableau 4). Ce sont les
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dernieres données concernant des infections respiratoires a EV-D68 avant la pandémie de

Covid-19.

2020 - 2021. Pendant cette période, le virus est redevenu un pathogéne respiratoire
rarement détecté, avant d’étre associé a une nouvelle épidémie en Europe a la fin de I'année
2021. Les gestes barrieres et les autres mesures sanitaires mises en place dans de nombreux
pays pendant la pandémie de Covid-19 ont selon toute vraisemblance impacté la circulation
de 'EV-D68. L'augmentation de I'activité de diagnostic liée au Covid-19 a pu aussi affecter la
recherche de I'infection a EV-D68 par I'arrét du diagnostic des infections a rhinovirus-EV et du
génotypage au plus fort des différentes vagues épidémiques. Entre janvier et mars 2020, le
Centre National de Référence des Entérovirus et Paréchovirus (https://cnr.chu-
clermontferrand.fr/CNR/Pages/Activit%C3%A9CNR.aspx, au 01.09.21) a identifié 26 cas
(Tableau 3) d’infections dont 18 pédiatriques (69%). En 2020, seuls la Malaisie (n=1 adulte,
clade A; Y. M. Chong et al., 2021) et les Etats-Unis (n=30 enfants ; Shah et al., 2021) ont

rapporté des cas d’infection a EV-D68 (Tableaux 2 et 4).

A la mi-octobre 2021, 139 cas avaient été rapportés dans huit pays européens (Tableau
3) dont 129 infections (93%) chez des enfants (Benschop et al., 2021). Début décembre, ce
chiffre dépassait le millier de cas dans 11 pays européens (Données du réseau ENPEN, non
publiées). L'épidémie frangaise représente un total de 171 cas, dont 162 (95%) chez des
enfants (données non publiées). Toutes les infections étaient associées au clade B3. Un cluster
de 33 infections pédiatriques, également associées au clade B3, a récemment été rapporté
entre mai et octobre 2021 en Israél (Erster et al., 2022) (Tableau 5). Aux Etats-Unis, dans le
Maryland (Tableau 2), un cluster de 17 infections majoritairement pédiatriques (n=15/17 ;

88%), rapporté entre septembre et octobre 2021, a été associé au clade B3 (Fall et al., 2022).

C. Méthodes de séquengage employées

Deux stratégies de séquencage ont été utilisées pour séquencer les génomes d’EV-D68
dans les échantillons cliniques disponibles pour 50 patients. Au total, 30 génomes d’EV-D68
complets (n=25) ou sans la région 3’ non codante (n=5) ont été obtenus, trois d’entre eux avec
les deux stratégies de séquencage. Les séquences ont été déposées dans la base de données
GenBank, sous les numéros d’accession MT789734 — MT789755 et MT791927 — MT791934.

Notre étude a permis d’augmenter le nombre des génomes disponibles pour la France (15

47



séquences au moment du dépot) et notre échantillon représentait alors 18% (n=30/163) des

génomes rapportés pour I'Europe.

C.1. Séquencage « Sanger » du génome d’isolats viraux

Méthodologie. Les échantillons respiratoires ont été filtrés avant I'inoculation de
cellules A549 (adénocarcinome d’épithélium alvéolaire ; cellules présentant des propriétés
biochimiques et morphologiques de pneumocytes de type Il). Les cultures ont été maintenues
a 33°C et examinées en microscopie quotidiennement. L'infection virale a été stoppée apres
une semaine d’incubation ou des I'observation d’un effet cytopathique. Les cultures ont subi
trois cycles de congélation/décongélation et les débris cellulaires ont été éliminés par
centrifugation. Les surnageants ont ensuite été utilisés pour inoculer de nouvelles cellules en
culture. Cette opération a été répétée quatre fois ou plus si nécessaire. Les acides nucléiques
totaux extraits pour chaque passage et la charge virale a été déterminée par RT-PCR semi-
guantitative (Rhinovirus/Enterovirus R-gene®, bioMérieux). Les acides nucléiques extraits a
partir du 4™ passage ont été utilisés pour réaliser une transcription inverse (Superscipt lll,
Invitrogen) a I'aide d’amorces aléatoires. L’ADNc a servi pour synthétiser quatre amplicons
chevauchants (Phusion Flash, ThermoFisher Scientific) avec des amorces spécifiques. La
séquence de la région 3’ non codante a été déterminée avec une méthode RACE (rapid
amplification of cDNA-ends) combinant une amorce sens dans la séquence 3D et une amorce
inverse complémentaire M13-oligo(dT)1s (Tan et al. 2016). La taille de I'amplicon, environ 400
nucléotides, a été controlée par électrophorese en gel d’agarose. Les produits PCR purifiés ont
été séquencés avec le kit Big Dye Terminator v1.1 (Applied Biosystems) et analysés a I'aide du
séquenceur 3500 Dx Genetic Analyser (Applied Biosystems). Les chromatogrammes ont été
analysés avec le logiciel BioEdit pour vérifier la qualité des séquences, éliminer les erreurs et

assembler les contigs.

Résultats. Une souche a été isolée dans les cellules A549 en culture a partir de 11 des
23 (48%) échantillons respiratoires testés. La charge virale a augmenté au cours des passages
successifs effectués et |'effet cytopathique était de plus en plus prononcé. Il existe une relation
entre le succes de l'isolement et la charge virale évaluée avec la valeur Ct du test utilisé pour
le diagnostic virologique. Les prélevements avec lesquels une souche a été isolée,
présentaient des Ct compris entre 16,99 et 24,86 (moyenne = 21,75 ; valeurs Ct connues pour

7/11 prélevements). Lorsqu’une souche n’a pas été isolée, les Ct étaient compris entre 21,04
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Figure 17 : Principe général de la technologie de séquencage SMRT (Single-molecule real-
time). (A) Séquencage en temps réel des molécules d’ADN. Le séquencage en temps réel des
molécules d’ADN est effectué dans des nano-puits désignés ZMW (zero-mode waveguides)
d’une cellule pouvant en contenir entre 150 000 et 4 000 000 selon le type de séquenceur.
Une ADN polymérase est fixée au fond de chaque nano-puits et incorpore les nucléotides
pendant la lecture de I’ADN a séquencer, ce qui se traduit par I’émission d’un signal lumineux.
(B) Stratégie de séquencage par circularisation. L'autre caractéristique de la méthode est la
circularisation de la matrice ADN grace a des adaptateurs (SMRTbells) qui lient I’extrémité 5’
d’un brin et I'extrémité 3’ de I'autre brin, formant ainsi une épingle a cheveux a chaque bout.
Cette stratégie dite de Circular Consensus Sequence (CCS) permet ainsi plusieurs lectures des
deux brins d’ADN par I’ADN polymérase. Les boucles de lecture réalisées permettent de
générer plusieurs séquences sens et antisens dites « subreads ». (D’apreés la notice PacBio).



et 38,69 (moyenne = 27,73 ; n=6/12 prélevements). Les génomes complets a 100% ont été
déterminés pour les 11 souches isolées en culture. Selon les souches, les surnageants utilisés
correspondaient aux passages 4 a 7 et les valeurs Ct étaient comprises entre 14,6 et 24,84

(moyenne = 16,6) (cf. Tableau S2, matériels supplémentaires de I'article).

C.2. Séquencgage « SMRT » a partir des échantillons cliniques

Méthodologie. Les acides nucléiques totaux ont été extraits a partir des échantillons
respiratoires. La synthése d’ADNc a ensuite été effectuée a I'aide d’'une amorce dont la cible
couvre la fin de la région 3’ non codante et la queue poly(A). Deux méthodes d’amplification,
avec I’'enzyme Platinum SuperFi (Invitrogen) ont ensuite été utilisées. (i) L'amplification d’un
fragment d’environ 7250 nucléotides couvrant le génome viral depuis I'extrémité 5’ non
codante jusqu’a la fin de la séquence 3D. La méthode d’amplification RACE a été utilisée pour
déterminer la région 3’ non codante. (ii) L'amplification du génome viral complet en un seul
amplicon. Les amplicons ont été traités et séquencés avec la technologie SMRT (Single-
molecule real-time sequencing, PacBio) a la plateforme GENTYANE (UMR « Génétique,
Diversité et Ecophysiologie des Céréales », INRAE, Université Clermont Auvergne). La
préparation de la librairie est décrite dans I'annexe I. Le principe de cette technologie est
décrit dans la Figure 17. Elle repose sur le séquengage en temps réel des molécules d’ADN
réparties dans des nano-puits au fond desquels une ADN polymérase est fixée. La méthode
peut générer des reads d’une longueur moyenne de 15 kb. Le taux d’erreurs, introduction
aléatoire d’insertions et de délétions, est de 10 a 15% par subread. La fidélité de la séquence
circulaire consensus (CCS) augmente avec le nombre de subreads obtenus jusqu’a des valeurs
supérieures a 99,9%. La fidélité de la séquence consensus finale, construite avec les CCS sens

et antisens peut atteindre 99,999%.

Les données de séquencage obtenues sous forme de fichier BAM (.bam ou .bam.pi)
ont été traitées avec les différents outils du pipeline SMRT link v 7.0 en lighe de commandes,
hébergé sur le cluster de calcul du Mésocentre de I'Université Clermont-Auvergne (SMRT-
Tools-Reference-Guide v 8.0). L’extraction des CCS a été réalisée a I'aide de I'outil pbsmrtpipe
avec le paramétrage suivant : min_passes=2 ; max_drop_fraction=0.34 ; max_length=10000 ;
min_length=100; min_predicted_accuracy=0.9; min_passes=2 ; min_zscore=3.4;
no_polish=TRUE. Le fichier de sortie a été exporté au format CCS.BAM. Les adaptateurs

SMRTbells 5’ et 3’, ainsi que la queue poly(A) ont été localisés pour trier les CCS selon la
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couverture (compléte ou partielle) de I'amplicon. Le démultiplexage, I'identification et la
suppression des adaptateurs et des amorces de séquencage a été effectué avec I'application
Lima (v 1.11.0) paramétrée ainsi : min_length=100; max_input_length=100000 ;
min_passes=1; split_bam ; num_threads=32. Le fichier BAM a ensuite été converti en fichier
fasta en utilisant un script personnalisé de samtool_fasta (v 1.11.0). Les séquences consensus
ont été comparées a une base de données locale représentant la diversité des types
d’entérovirus, par une analyse BLAST, pour valider I'assignation du type d’EV, rechercher la
présence de « mistagging » et éviter I'assignation erronée d’une séquence a un échantillon.
L’outil BLAST a été utilisé avec les parameétres par défaut : ./blastr_m=5 ; bestn=1; nproc=200.
Les séquences sens et antisens corrigées ont été compilées dans un fichier fasta pour chaque
échantillon. Elles ont été alignées avec le logiciel MUSCLE v 3.5.31 paramétré de la fagon
suivante : muscle_maxhours=24 ; diags_maxiters=2 ; quiet_in_Sfile_out. Les séquences de
chaque alignement ont été vérifiées et éditées manuellement avec le logiciel BioEdit, avant

de générer une séguence consensus en utilisant un seuil de similarité de 80%.
g q

Résultats. Le séquencage réalisé dans 27 préléevements cliniques obtenus en 2016
(n=4) et 2018 (n=23), a permis d’obtenir 22 (82%) génomes complets ou quasi-complets (cf.
Tableau S2, matériels supplémentaires de l'article). Les prélévements testés avec succes
avaient des valeurs Ct comprises entre 20,02 et 32,58 (moyenne = 25,98 ; n=16/22) contre
36,51 (31,62 a40,7 ; n=5 et 1 sans valeur de Ct disponible) pour les prélevements avec échec
d’amplification. L’amplification du génome complet en un seul fragment a été obtenue pour

6/22 prélévements (Ct moyen = 22,2 [20,02 - 23,75] ; n = 5/6 prélevements).

La profondeur moyenne de séquencage des amplicons complets (463x, 353x a 607x)
était inférieure a celle des amplicons quasi-complets (1767x, 282x a 4345x). La séquence de la
région 3’ non codante a été obtenue avec la méthode RACE pour 11/16 génomes. Les
échantillons pour lesquels I'amplification était négative présentaient des Ct compris entre

29,64 et 32,58 (moyenne = 31,12 ; n=4/5 échantillons).

Les 22 amplicons ont tous été traités dans une seule librairie de séquencage préparée
pour un total de 96 échantillons et a I'issue du démultiplexage, 171 991 CCS ont été collectées.
Le génome viral de chaque échantillon résultait donc en moyenne de I'analyse de 1 792 CCS.
Apres I'élimination des séquences associées a un autre type d’entérovirus par mistagging,
chague génome était reconstruit en moyenne a partir de 1 709 CCS. Le taux d’erreurs de la

50



2019-2020
Clade D1 (n=8)
62,5% patients adultes
Clade B3 (n=46)
21,7% patients adultes
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Europe

2018
Clade D1 (n=33)
91% patients adultes

Clade B3 (n=50)
36% patients adultes

2013-2014

@ Patients adultes (n=8) 2016-2017
87,5% clade D1 Clade D1 (n=15)

(Bottcher et al. 2016) 73,3% patients adultes

(Howson-Wells et al. 2022) Angleterre ® Clade D1 (n=11) Clade B3 (n=27)
Belgique 100% patients adultes 40,7% patients adultes
2018 Allemagne (Reiche et al. 2015) (Shen et al. 2016)
Clade D1 (n=43 .
69,8% pati t( d )It Erge Ching
,8% patients adultes EZEage
Clade B3 (n=42) Italie )
19% patients adultes 2009-2011 _2011 2013 _
(CNREV) Clade D (n=7) Patients adultes (n=8)
100% patients adultes Hong-Kong o clace
(Ly et al. 2014) (Lau et al. 2016)
201 7-201 8 Cambodge

Patients adultes (n=23) Malaisie
100% clade D1
D1 (n=35) / B3 (n=16)
(Gonzélez-Sanz et al. 2019)
2012-2014

Patients adultes (n=12)

2018 66,7% clade D1
Patients adultes (n=10) (Ng et al. 2015)
100% clade D1
B3 (n=4)

(Pellegrinelli et al. 2019b)

Figure 18 : Etudes rapportant une association entre les patients adultes et les EV-D68 appartenant au clade D1. Les points ciblant I'origine
géographique des études sont colorés en vert, rouge ou bleu lorsque les cas d’infections rapportés datent respectivement d’avant 2018, de
2018 ou d’apres 2018.



séquence la plus représentée par code-barre était inférieur a 0,9999% pour la majorité des

échantillons.

C.3. Commentaires sur les méthodes proposées

L'isolement en culture cellulaire a été le principal facteur limitant de la premiére
approche. Il est également rarement réalisé, 'EV-D68 étant un entérovirus difficilement
cultivable : seuls 48% des prélevements mis en culture ont permis d’obtenir le génome viral
contre 82% en utilisant la stratégie de séquencage SMRT. L’amplification du génome complet
est un autre facteur limitant. Parmi les deux méthodes d’amplification employées, celle qui
utilise un oligonucléotide dans la région codant la protéine 3D présente une meilleure
sensibilité par rapport a celle qui utilise un oligonucléotide dans la région 3’ non traduite. Il
est possible qu’une structure secondaire diminue I'efficacité de la synthese du premier brin,

mais la raison précise n’est pas connue.

La profondeur de séquengage moyenne, proche de celle obtenue par Tan et al (2016),
est bien plus élevée avec la technique d’amplification du génome presque complet. La
spécificité de I'amplification varie entre les échantillons, ce qui ne semble pas étre lié a la
charge virale du prélevement clinique. L'amplification de fragments d’ADN non-spécifiques
réduit la quantité d’amplicons cibles et donc la profondeur de séquencage. Ces biais sont

également observés dans la littérature (Pakala et al., 2019; Tan et al., 2016).

D. Epidémiologie moléculaire : association adultes/clade D1

Les résultats concernant la distribution des clades dans notre population de patients
sont confortés par les données rapportées dans d’autres pays que la France et qui décrivent
une association plus élevée du clade D1 avec les patients adultes que I'association rapportée
pour les autres clades (Figure 18). Dans I'ensemble des travaux publiés, 163 patients ont
présenté une infection a EV-D68 de sous-clade D1 entre 2009 et 2018, et 129 (79%) sont des
adultes. Les 47 autres adultes recensés étaient infectés par des souches des sous-clades B3
(n=42/47, 89%) et B1 (n=4/47, 8,5%) et du clade A (n=1/47, 2%) (Bottcher et al., 2016;
Gonzalez-Sanz et al., 2019; Howson-Wells et al., 2022; Lau et al., 2016; Ly et al., 2014; Midgley
et al., 2020; Ng et al., 2015; Pellegrinelli et al., 2019a; Reiche et al., 2015; Shen et al., 2019;
Wollants et al., 2019). Dans la littérature, les patients adultes infectés par un sous-clade B3

sont donc 3 fois moins nombreux que ceux infectés par le sous-clade D1. Récemment,
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Hodcroft et al (2020) ont également mis en évidence a partir d’'un jeu de données de 743
séquences d’'EV-D68 que les infections associées au sous-clade D1 étaient significativement

plus fréquentes chez les adultes qu’avec les autres clades.

La prévalence du sous-clade D1 chez les adultes peut étre liée soit a des
caractéristiques virales, soit a des facteurs de |'h6te. Les résultats des comparaisons
moléculaires montrent des substitutions d’acides aminés dans les sites antigéniques du virus.
La variation antigénique qui en résulte peut altérer 'immunité croisée qui résulte des souches
du clade B. Ainsi, les adultes déja infectés par un virus de clade B seraient moins protégés
contre une infection par une souche de sous-clade D1, ce qui pourrait expliquer sa forte
prévalence chez les adultes ; les aspects concernant la variation antigénique de I'EV-D68 et

ses conséquences seront développés dans la partie I11.B.7 des travaux personnels.

Chez les entérovirus, les substitutions nucléotidiques et d’aminoacides peuvent aussi
modifier le tropisme et la virulence des souches, en particulier lorsqu’elles surviennent dans
la région 5’ non codante et les séquences codant les protéines VP1, 2A, 3C et 3D (Lin and Shih,
2014; Mandary and Poh, 2018; Yu et al., 2017). Il a été suggéré que 'augmentation des cas de
paralysie lors de la large diffusion géographique du sous-clade B1 était liée a une virulence
plus élevée que celle des autres sous-clades (Greninger et al., 2015). Les mutations ont pu
aussi favoriser une meilleure transmission interhumaine sans pour autant accroitre la

virulence.

lll.  Autres travaux personnels

A. Stratégies de séquencgage du génome de I'EV-D68 utilisées

dans la littérature
A.1. Recherche des génomes et des métadonnées associées

Apres la publication de I'article, un nouveau jeu de données de séquences a été créé
dans le but de compiler de fagcon exhaustive les informations relatives aux stratégies de
séquencage des génomes et de renforcer I’'analyse moléculaire présentée dans la publication.
Deux recherches des génomes d’EV-D68 ont été réalisées dans la base de données GenBank

(au 13.09.2021) en utilisant les mots clés « enterovirus D68 » ou « EV-D68 » et en filtrant les
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Tableau 6 : Stratégies de séquencage du génome de I’EV-D68 employées dans la littérature

Type de Type Isolementdu  Stratégie de Séquences
séquengage  d’échantillon virus séquencgage (n)
Oberste et al. 2004 Sanger Respiratoire Oui (RMK, A 1
HFKD)
Smura et al. 2007 Sanger Selles Oui (RD) A 1
Kaida et al. 2011 NP Respiratoire Non A 4
Tokarz et al. 2012 Sanger Respiratoire Non A 1
Todd et al. 2013 454 Respiratoire Oui (RD) C 1
Brown et al. 2014 lllumina Respiratoire Oui (n=2, RD) A 7
Xiang et al. 2014 NP Respiratoire NP NP 1
Greninger et al. 2015 Hllumina / Respiratoire Non C 6
Sanger
Huang et al. 2015 Illumina Respiratoire Non B 20
Wylie et al. 2015 Illumina Respiratoire Non C 1
Zhang et al. 2015 Sanger Respiratoire Non A 1
Baggen et al. 2016 Sanger Respiratoire Oui (RD) A 5
Chen et al. 2016 Sanger Respiratoire Non A 4
El badry et al. 2016 Sanger Plasm'a Oui (NP) A 1
sanguin
Gong et al. 2016 Sanger Respiratoire Non A 11
Huang et al. 2016 lllumina Respiratoire Non B 9
Lednicky et al. 2016 Sanger Air Non A 1
Ng et al. 2016 lllumina Respiratoire Non A 3
Tan et al. 2016 lllumina / Respiratoire Non A 58
lon Torrent
Xiang et al. 2016b NP Respiratoire Non A 2
T. Zhang et al. 2016b Sanger Respiratoire Non A 12
Eshaghi et al. 2017 Illumina Respiratoire Non B 2
Essaidi-Laziosi et al. 2017 Illumina Respiratoire Oui (MucilAir) B 1
Hixon et al. 2017 Hllumina / ATCC Oui (RD) B 3
Sanger
Kaida et al. 2017 Sanger Respiratoire Non A 11
Ny et al. 2018 lllumina Respiratoire Non C 9
G. Wang et al. 2017 lllumina Respiratoire Non B 13
Wylie et al. 2017 lllumina Respiratoire Non C 2
Yip et al. 2017 Sanger Respiratoire Non A 3
Chien et al. 2018 NP Respiratoire Non NP 1
Bal et al. 2019 lllumina Respiratoire Non C 14
Dyrdak et al. 2019 lllumina Respiratoire Non A 51
Pakala et al. 2019 Illumina Clinique Non A 17
Shen et al. 2019 Sanger Respiratoire Non A 26
Haichao Wang et al. 2019 Sanger Respiratoire Non A 7
Hodcroft et al. 2020 Illumina Respiratoire Non A 52
Midgley et al. 2020 Hllumina / Respiratoire Non A 4
Sanger
Ayudhya et al. 2020 Illumina Respiratoire Oui (RD) B 6
Gilrane et al. 2020 Illumina Respiratoire Non B 47
Okamoto et al. 2021 lllumina Respiratoire Non A 15
Total 434

A: Séquencgage avec enrichissement spécifique du génome. B: Séquencage via une analyse méta-transcriptomique. C:
Séquencage avec enrichissement non spécifique du virome. Les références bibliographiques en rouge ne donnent pas de
précision sur la stratégie de séquencage employée. Les lignées cellulaires RMK (Rhesus primary kidney) et HFKD (Human fetal
diploid kidney) sont d’origine rénale. MucilAir : modele commercial d’épithélium respiratoire formé de cellules primaires. NP,
non précisé dans I'étude



séquences de 5500 a 7500 nucléotides. Ces recherches ont permis d’obtenir 899 et 874
séquences. Apres une phase de tri, nous avons obtenu un jeu de données incluant 930
génomes d’EV-D68. Toutes les séquences issues de prélevements provenant d’un méme
patient, présentant un ORF incomplet ou dont la date était imprécise ont été retirées du jeu
de données. 896 séquences incluant les 30 séquences issues de cette these ont été

conservées.

A.2. Recherche bibliographique

Une recherche bibliographique a été réalisée en vue de recenser les publications
associées aux séquences de génomes viraux disponibles. Les publications indiquées dans
GenBank et celles obtenues aprés recherche sur Pubmed ou Google Scholar (jusqu’au
13.09.2021) via les noms d’auteurs, noms de publications, dates, origines géographiques et
autres informations disponibles sur GenBank, ont été récupérées : 40 publications étaient
associées a 434/866 (50%) séquences (Tableau 6). Parmi ces publications, 38 indiquaient la
stratégie de séquencgage employée pour obtenir le génome complet de I'EV-D68. La littérature
référencée dans ces publications, pour la méthode d’obtention des génomes complets, a

également été analysée.

A.3. Les différentes méthodes de séquencage décrites

Les informations relatives aux méthodes de séquengage ont été extraites a partir des
38 publications sélectionnées, qui ont rapporté 432 séquences (Tableau 6). 79% des
séquences (340/432) ont été obtenues avec la technologie lllumina, avec pour 62 séquences
un recours nécessaire a une méthode Sanger (n=10 séquences) ou lonTorrent (n=52). Le
séquenceur utilisé et les caractéristiques de la réalisation du séquengage varient selon les
études et ne sont pas systématiqguement décrits. La majorité des études adoptent une
stratégie de séquencage « paired-end » (depuis les deux extrémités des fragments). La taille
des fragments séquencés varie selon le type de séquenceur utilisé. Les autres génomes
(n=86/432 ; 20% ; 8 sans information) ont été obtenus par séquengage Sanger a I'exception
d’un seul obtenu avec la technique 454. Pour 417 séquences dont I'origine était identifiée,
99% (411/417) proviennent d’un échantillon respiratoire. Le séquencage a été réalisé a partir
des échantillons cliniques dans 95% (411/432) des cas, sinon, il a été réalisé apres isolement

en culture cellulaire. La lignée de cellules RD a été utilisée pour 86% (18/21) de ces isolements.
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Figure 19: Principe général des
stratégies  utilisées pour le
séquencage des génomes complets
d’EV-D68. (A) Stratégie incluant une
amplification spécifique du génome
de I'EV-D68 en un ou plusieurs
fragments. (B) Stratégie d’analyse du
virome d’un échantillon clinique. Le
virome est d’abord isolé grace a des
étapes de centrifugation, filtration et
traitement DNase. Les acides
nucléiques sont extraits puis les ARN
viraux sont utilisés pour synthétiser
de I'ADNc (ADN complémentaire).
Une amplification aléatoire de
I’ADNc (cf. Figure 19) est réalisée
avant la préparation de la librairie de
séquencage. C. Stratégie d’analyse
méta-transcriptomique d’un
échantillon clinique. Tout comme
pour la stratégie A, une extraction
d’ARN est réalisée suivie d’une
synthese d’ADNc. Aucune étape
d’amplification  n’est  présente.
L'ADNc est utilisé pour Ia
préparation de la librairie de
séquencage.



Pour les autres séquences, les informations de séquencage ont été extraites a partir
des données GenBank. Au total, la technologie lllumina a été utilisée pour 77% (666/866) des
séquences obtenues, avec recours a une autre méthode pour compléter la couverture pour
145 (22%), soit par séquencage Sanger (n=10), soit par la technique lonTorrent (n=135). 15%
des génomes (129/866) ont été obtenus uniqguement par séquencage Sanger et 6% (53/866)

par séquencage lonTorrent.

Les méthodes d’obtention des génomes d’EV-D68 décrites dans la littérature varient
selon deux grands objectifs : le diagnostic virologique ou I'analyse moléculaire du virus. Les
stratégies de séquencage peuvent inclure une étape d’enrichissement par amplification

spécifique du génome ou par amplification aléatoire, non spécifique (Figure 19).
A.4. Séquengage avec enrichissement spécifique du génome

Le principe général de cette méthode est d’obtenir plusieurs amplicons aprés I'étape
de synthese d’ADNCc et de séquencer chacun d’eux pour reconstituer la séquence génomique.
Cette stratégie d’amplification spécifigue a été utilisée pour obtenir 298/432 (70%)
séquences, décrites dans 24/38 publications (Tableau 6). Elle a systématiquement été utilisée
lorsque seul le séquencage Sanger était employé (14 publications) et pour 207/340 séquences
(61%) obtenues par séquengage lllumina (8 publications). Les deux méthodes majoritairement
utilisées sont celles proposées par Tan et al (2016) et Dyrdak et al (2019). Elles ont
respectivement permis I'obtention de 90 (Okamoto et al., 2021; Pakala et al., 2019; Tan et al.,
2016) et 107 (Dyrdak et al., 2019; Hodcroft et al., 2020; Midgley et al., 2020) séquences grace

aux méthodes décrites ci-dessous.

L’extraction des acides nucléiques a partir d’un échantillon respiratoire est effectuée
avec RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen) (Dyrdak et al., 2019) ou un protocole hybride
combinant QlAamp viral RNA minikit (Qiagen) et ZR96 viral RNA kit (Zymo) (Tan et al., 2016).
La stratégie proposée par Tan et al (2016) consiste ensuite a synthétiser 'ADNc via la
transcriptase inverse Superscript Il (Thermo Fisher Scientific) en utilisant une amorce
oligo(dT)20 qui s’hybride a la queue poly(A) de I'ARN viral, ou deux amorces spécifiques de
I’extrémité 3’ non traduite (D68_7333AR et D68 _7333BR). Trois méthodes d’amplifications

distinctes sont utilisées :
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(i) L'amplification du génome complet avec queue poly(A) en utilisant une
amorce sens (D68_1F) spécifique de I'extrémité 5’ non codante associée a une amorce

anti-sens (M13-dt18) hybridant sur la queue poly(A),

(ii) L'amplification du génome complet sans queue poly(A) en utilisant I'amorce

D68 _1F et les amorces D68 _7333AR/BR (mix 1:1),

(iii) L'amplification de deux fragments chevauchants. Le premier amplicon de
904 pb, englobant la région 5’ non codante, est généré via une RT-PCR one-step (kit
Qiagen) en utilisant les amorces D68_1F et D68_904R. Le second amplicon, de 6,8 kpb,
est généré en utilisant les amorces D68_536F et D68_7333AR/BR (mix 1:1) et permet

d’obtention du reste du génome.

La méthode décrite par Dyrdak et al (2019) repose quant a elle sur I'amplification en
duplicat, via une «one-step » RT-PCR, de 4 fragments chevauchants d’environ 2 kpb
(transcriptase inverse Superscript Ill/Platinum Taq HiFi, Invitrogen). Suivent ensuite, pour les
deux méthodes, un traitement par I'exonucléase | et la phosphatase alcaline (Tan et al., 2016)
ou avec le kit AGENCOURT AMPure XP PCR purification (Life Technologies) (Dyrdak et al.,
2019) et la quantification de I’ADN avec un kit de détection SYBR green dsDNA (ThermoFisher
Scientific) (Tan et al., 2016) ou un dosage en utilisant un fluorimeétre Qubit (Life Technologies)
(Dyrdak et al., 2019). La librairie est préparée en utilisant un kit Nextera (Illumina) et le
séquencage « paired-end » est réalisé avec un séquenceur HiSeq 2500 (Dyrdak et al., 2019),
Miseq (Pakala et al., 2019) ou Nova Seq (Okamoto et al., 2021). Pour améliorer la couverture

de certaines séquences, Tan et al (2016) ont également réalisé un séquencgage lonTorrent.

Dyrdak et al (2019) réalisent un appel de base et le démultiplexage des données de
séquencage via bcl2fastq v1.87. Les séquences sont nettoyées via TrimGalore et alignées sur
une séquence de référence via bwa mem. Les séquences consensus sont générées via un script
python. Le méme traitement des données (démultiplexage, nettoyage des séquences et
assemblage de novo) est réalisé en utilisant le logiciel CLC bio par Tan et al (2016). Les contigs
obtenus sont ensuite blastés sur une base de données pour identifier une séquence de
référence proche puis I'alignement est réalisé via le programme clc_ref _assemble_long. Les
séquences consensus sont ensuite validées et annotées via le logiciel Viral Genome ORF

Reader (VIGOR) 3.0.
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A.5. Séquencage par une analyse méta-transcriptomique

Des méthodes de transcriptomique sont rapportées dans 8/38 (21%) publications
(Tableau 6). Leur principe est de produire ’ADNc de maniére non spécifique a partir du
transcriptome d’un échantillon avant de séquencer la totalité de la librairie ADN produite. La
détection de I'EV-D68 n’intervient qu’au niveau du traitement bio-informatique des données
de séquencage. Cette stratégie a un objectif de diagnostic et elle peut aussi étre utilisée pour
évaluer la présence d’autres pathogeénes : bactéries a Gram+, champignons et virus. Les
méthodes utilisent toutes la technologie lllumina et ont permis d’obtenir 101/432 (23%)
séquences. Elles se distinguent sur deux points : l'utilisation d’amorces aléatoires ou
spécifiques pour une transcription inverse et sa réalisation en séparant ou non la synthése des
deux brins d’ADNc en deux étapes. Seules deux publications décrivent trois génomes et
utilisent une stratégie RNA-Seq(Eshaghi et al., 2017; Essaidi-Laziosi et al., 2018). 88% des
séquences rapportées (89/101) ont été obtenues avec la méthode proposée par Huang et al

(2019) ou une version plus ancienne de cette méthode (Huang et al., 2016, 2015).

La lyse cellulaire de I’échantillon clinique est effectuée dans du TRIzol en présence d’un
contréle interne constitué de 8 ARN simple brin (fragments du vecteur pTZ19R et du phage A)
inclus dans I’échelle RiboRuler High Range RNA (Thermo Fisher Scientific). Ce contrdle, utile
en premier lieu pour éliminer des résultats faux négatifs, est peu colteux par rapport a des
contrbles internes commerciaux et il interfére peu avec I'identification d’espéces pathogenes.
Un premier controle négatif subit le méme protocole que les échantillons. Le mélange est
ensuite transféré dans un tube de lyse Matrix B de 2 mL contenant des billes de silices de 0,1
mm (MP Biomedicals) permettant de fixer les acides nucléiques. Les débris cellulaires sont
éliminés via une étape de centrifugation puis le lysat est transféré dans un tube Heavy 2 mL
Phase Lock Gel (Thermo Fisher Scientific) permettant une extraction des acides nucléiques au
chloroforme. Les ARN totaux sont ensuite extraits via le kit Direct-zol RNA MicroPrep (Zymo
Research) qui comprend un traitement a la DNase. Les ARN ribosomiques présents dans
I’extrait sont éliminés via les kits RiboCop rRNA Depletion (Lexongen) ou RiboZero rRNA
Depletion (lllumina). A ce stade, un second contréle négatif (eau) est ajouté. La synthése du
premier brin d’ADNc est effectuée avec le kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen). Le
brin complémentaire d’ADNc est synthétisé dans un second temps. Une inactivation

enzymatique par chauffage de I'échantillon a 85°C est réalisée. L’ADNc est ensuite quantifié
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Figure 20 : Principe de I'amplification aléatoire. (A) L'ARN viral est converti
en ADNc (ADN complémentaire) en utilisant des amorces random taguées
et des amorces polyadénylées taguées (amorces 3’). (B) Le second brin
d’ADN est synthétisé en utilisant des amorces random taguées. Il est
également possible d’utiliser des amorces taguées spécifiques de I'extrémité
5’ d’'un génome viral cible. (C) Les ADN double-brin obtenus sont amplifiés
en utilisant des amorces s’hybridant sur les tags précédemment utilisés. (D)
Ceci permet d’obtenir une variété d’amplicons de tailles différentes.
(Adaptée de Djikeng et al. 2008)



via le kit Qubit dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific) ou le kit SpectraMax Quant dsDNA Assay
(Molecular Devices). La librairie de séquencage est ensuite préparée via le kit Nextera XT DNA
Sample Prep (lllumina). Un séquengage « paired-end » est réalisé avec un séquenceur Miseq

ou NextSeq 550.

Les données de séquencage sont nettoyées avec Trimmomatic v 0.35 et les séquences
sont alignées avec BWA v 0.7.12 et SAMTools v 1.3.1 par rapport a des séquences de référence
de facon a identifier et retirer les séquences issues du contrble interne et de I'h6te. Un
assemblage de novo est ensuite réalisé avec Trinity v 2.4.0 puis les séquences sont identifiées

avec Kraken v 0.10.5 associé a la base de données Kraken du NCBI.

A.6. Séquencage avec enrichissement non spécifique du virome

Parmi les 38 publications recensées, 6 rapportent 33 séquences (8% de 432 séquences)
déterminées avec des stratégies de séquencage métagénomique s’appuyant sur un
enrichissement par amplification aléatoire des acides nucléiques. Les méthodes utilisées par
Bal et al (2019) (14 séquences) et Ny et al (2018) (9 séquences) sont notamment présentées
pour le diagnostic d’infections virales par I’analyse du virome ADN/ARN ou ARN présent dans
I’échantillon clinique (Bal et al., 2018; Nguyen et al., 2016). Leur principe est similaire a celui
de la stratégie précédente mais 'inclusion d’une étape d’isolement des particules virales par
centrifugation et filtration permet d’accroitre la proportion des génomes viraux parmi les

séquences obtenues.

La méthode décrite par Bal et al (2018) présente 3 étapes : une centrifugation a 6 000
g suivie d’une filtration du surnageant avec un filtre de 0,8 um pour exclure les cellules
eucaryotes et les bactéries, et finalement un traitement a la DNase. Nguyen et al (2016)
utilisent une stratégie proche : une centrifugation a 10 000 g mais pas de filtration. L’extraction
des acides nucléiques totaux (Bal et al., 2018) ou des ARN totaux (Nguyen et al., 2016) est
suivie par 'amplification aléatoire. Bal et al (2018) utilisent le kit WTA 2 (Whole transcriptome
amplification, Sigma-Aldrich) qui permet I'amplification des ADN et ARN viraux. Le principe de
ce kit commercial est semblable a la méthode de Nguyen et al (2016), décrite auparavant
(Djikeng et al., 2008 ; Figure 20). Un tag unique est couplé a son extrémité 3’ soit a un
hexanucléotide aléatoire soit a 'un des 96 hexanucléotides non-ribosomiques (Endoh et al.,

2005). Le tag peut également étre couplé a une séquence poly(T) qui va s’hybrider a la queue
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poly(A) des ARN viraux. Les oligonucléotides tagués servent d’amorces pour la transcription
inverse de I’ARN et a la synthése du brin complémentaire a I’ADNc. Ceux-ci ont donc des
extrémités 5 et 3’ porteuses de la méme séquence tag, qui permettent ensuite une
amplification a I'aide de la méme amorce sens et anti-sens. Le produit obtenu est purifié via
le kit QiaQuick (Qiagen) puis quantifié via le kit Qubit dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific). La
librairie de séquencage est préparée avec le kit Nextera XT DNA Sample Prep (lllumina). Le

séquencage est réalisé en « paired-end ».

Nguyen et al (2016) utilisent le logiciel Geneious v 8.1.5 pour le traitement des données
de séquencage. Bal et al (2018) filtrent les données avec BLAST contre les bases de données
GRCh38.p2 et RefSeq dans le but de retirer les séquences d’origine humaine, de bactéries
d’archaea et fongiques. La fraction restante des séquences est ensuite alignée sur la base de

données ezVIR v 1.0 via le logiciel bwa-mem.

A.7. Commentaires

Les résultats des stratégies qui comportent une étape d’amplification spécifique de
plusieurs fragments chevauchants sont proches (Dyrdak et al., 2019; Tan et al., 2016). Les taux
de réussite sont de 95% (59/62 ; Tan et al., 2016) et 92% (54/59 ; Dyrdak et al., 2019). Les
échantillons dans lesquels les génomes viraux ont été séquencés par Dyrdak et al (2019),
présentent une valeur Ct comprise entre 13,91 et 33,8 (moyenne, 22,83) ; valeurs déterminées
avec le test de diagnostic virologique. Les valeurs Ct des échantillons négatifs sont de 30,99 et
33,89, et celles des génomes incomplets (n=3) sont comprises entre 20,58 et 32,31. La
profondeur de séquencage est supérieure a 100x pour tous les génomes complets mais varie
entre les 4 amplicons. Elle est de 1000x pour 46/54 génomes (85%). Les méthodes proposées
par Tan et al (2016) incluant une amplification du génome complet en un unique amplicon ont
un taux de réussite plus faible de 53% (amplicon avec queue poly A) et 58% (amplicon sans
gueue poly A). La profondeur de séquengage moyenne obtenue est de 1 569x (219x a 3 324x)
avec une moyenne de 62 265 reads par échantillon. En utilisant la stratégie a deux amplicons
de Tan et al (2016), Pakala et al (2019) indiguent un nombre de reads médian de 376 488 par
échantillon (IQR 326 824 — 421 360 reads) et une profondeur de séquencage comprise entre
224x et 4 228x. Via la méme stratégie, Okamoto et al (2021) obtiennent une moyenne de 33
678 346 reads par échantillon (IQR 28 930 471 - 39 390 346) et une profondeur de séquencage
moyenne de 604x (483x a 721x).
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La méthode de méta-transcriptomique utilisée par Huang et al (2015) présente un taux
de séquencage moindre (28%, 20/72) pour des échantillons positifs associés a un Ct moyen de
21,83 (18,71 — 24,65). Les Ct associés aux échantillons négatifs sont compris dans un large
intervalle de valeurs comprises entre 15,12 et 35,3 (moyenne, 28,36). Gilrane et al (2020)
indiquent avoir séquencé le génome complet dans un seul échantillon clinique sur 5 testés
positifs pour I'EV-D68 et confirmés en méta-transcriptomique. La profondeur de séquencage
moyenne obtenue par Huang et al (2015) est faible (63x). Enfin, avec une méthode incluant
une étape d’amplification aléatoire, Ny et al (2018) indigquent un taux de séquencage de 60%
(9 génomes obtenus /15 échantillons testés) ; les échantillons associés a un Ct supérieur a 32

n’ont pas été analysés.

Dans notre étude, les génomes d’EV-D68 sont obtenus apres enrichissement par
amplification spécifique. Cette approche est la plus employée dans la littérature pour I'EV-
D68. Elle semble étre la plus efficace pour obtenir le plus grand nombre de génomes complets
car son taux de réussite et la profondeur de séquengage sont plus élevés. Avec un taux de
réussite de séquencage de 82%, la méthode SMRT donne des résultats supérieurs a ceux
obtenus a l'aide des méthodes sans enrichissement spécifique du génome de I'EV-D68
(Gilrane et al., 2020; Huang et al., 2015; Ny et al., 2018). Les études basées sur des stratégies
proches de la n6tre (Dyrdak et al., 2019; Tan et al., 2016) présentent un taux de séquencage
supérieur, mais les auteurs indiquent avoir exclus les échantillons dont la charge virale était
faible, ce qui n’est pas le cas dans notre étude. Les préléevements testés par Dyrdak et al (2019)
ont une valeur Ct moyenne de 23,29 contre 28,08 dans notre étude. Les tests utilisés pour le
diagnostic étant différents dans les deux études, la comparaison des charges virales est
seulement indicative. A notre connaissance, le séquencage SMRT n’a jamais été utilisé pour
déterminer les génomes d’EV-D68 ni pour d’autres EV. La méthode est une bonne alternative
au séquencage lllumina mais reste plus onéreuse. Séquencer de longs fragments permet
également d’obtenir une profondeur et une couverture de séquengage uniforme tout au long
de I'amplicon et de s’affranchir de I'étape de “mapping”. Cette stratégie écourte le temps
d’obtention des génomes d’EV-D68 et pourrait étre généralisée afin de remplacer le typage

basé sur les séquences 1DVPL,
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B. Analyse complémentaire des génomes complets

L’étude moléculaire décrite dans notre article est focalisée sur les deux sous-clades (B3
et D1) les plus fréquents dans la population de patients et sur la période étudiée. Le jeu de
données construit et présenté ci-dessus a été utilisé pour effectuer une analyse

complémentaire de I’évolution moléculaire de tous les clades de I'EV-D68.

B.1. Méthodes d’analyses des données génomiques

L’analyse du jeu de 896 séquences génomiques a été réalisée avec le logiciel Microsoft
Excel. Les séquences couvrant les régions 5’ et 3’ non codantes et 'ORF ont été analysées
séparément. Pour chaque jeu de séquences, en acides aminés pour I'ORF et en nucléotides
pour les régions non codantes, un tri a été réalisé pour conserver les positions pour lesquelles

au moins trois séquences étaient polymorphes.

Les séquences ont été alignées avec le logiciel BioEdit, et une analyse phylogénétique
a été réalisée avec le programme PhyML v3.0 en utilisant la méthode de maximum de
vraisemblance et le modele de substitutions nucléotidiques GTR (Generalised Time-
Reversible). La fiabilité des embranchements a été évaluée a I'aide du test statistique aBayes,
ce qui a permis d’attribuer les séquences a un clade et un sous-clade. Les séquences ont été
regroupées par clade pour analyser le polymorphisme en acides aminés (ou nucléotides) a
chaque position et déterminer le pourcentage de séquences qui présentent I'acide aminé (ou
nucléotide) majoritaire. La fréquence des acides aminés (ou nucléotides) aux positions
d’intérét est ensuite visualisée en utilisant le programme Weblogo 3.0 (Crooks et al., 2004).
Les positions polymorphes et les mutations spécifiques a un clade ou sous-clade ont été
identifiées dans les protéines (le génome) de I'EV-D68. Les structures tridimensionnelles des
protéines de capside (Souche prototype Fermon, code PDB 4WM8), de la 3D polymérase
(Souche JPOC10-378, clade C, numéro d’accession AB601883, code PDB 5XEQ) et de la
protéase 3C (Souche 3799, numéro d’accession EF107098, code PDB 3ZV8) de I'EV-D68 (Liu et
al., 2015b; Tan et al.,, 2013; C. Wang et al., 2017) ont été utilisées pour localiser chaque
position d’intérét et la position des sites de fixation des acides sialiques en 02,6 (Souche
prototype Fermon, code PDB 5BNN) et 02,3 (Souche prototype Fermon, code PDB 5BNP) (Liu
et al., 2015a).
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Figure 21 : Positions polymorphes dans les régions 5’ et 3’ non traduites du génome de I’EV-D68. (A) La structure secondaire prédite de la région
5’ non traduite de la souche Fermon provient de I’étude de Furuse et al (2019). Pour chaque position polymorphe, la couleur du cercle et du
nucléotide qui I'accompagne correspond au type de polymorphisme décrit dans la légende. Exemple : a la position 198, le nucléotide présent
dans la séquence de la souche Fermon est une guanine (G). Le nucléotide G est coloré en rouge car il est présent dans les séquences appartenant
aux clades A et D. Les séquences des clades B et C contiennent une adénine (A) a la méme position. Le type de substitution n’est pas indiqué pour
les polymorphismes de la région variable (positions 626-733). Les surlignages en gris indiquent des insertions/délétions. Comparées a la souche
Fermon, les souches récentes contiennent une insertion a la position 30 et une délétion aux positions 682 a 704. Deux délétions successives aux
positions 714-724 et 728 différencient les clades B et C. (B) La structure secondaire prédite de la région 3’ non traduite de la souche Fermon
provient de I'étude de Xiang et al (2016b). La lecture se fait de la méme maniéere que pour le panneau A. Les deux groupes de 7 nucléotides
surlignés en gris font partie du domaine kissing-like. lls sont complémentaires et forment un pseudonoeud.
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Figure 22 : Phylogénie globale de ’'EV-D68 et variations moléculaires des protéines virales.
La phylogénie a été inférée a partir du jeu de 896 séquences. La description de I'arbre
phylogénétique est identique a celle de la figure 12. Les acides aminés présents a chaque
position sont exprimés en pourcentage sur les graphiques obtenus via Weblogo 3 (Crooks et
al. 2004). Les acides aminés sont colorés selon leurs caractéristiques chimiques. Certaines
positions permettent de différencier les clades A et D de B et C (rouge), d’autres sont
spécifiques au clade B (bleu) et d’autres différencient les clades B et D1 des clades A, C et D2
(vert). Les positions surlignées en jaune font partie des épitopes conformationnels prédits
dans I'étude bio-informatique de Fang et al (2021).



B.2. Analyse générale des clades

Régions non codantes. L’analyse de la diversité des séquences a permis d’identifier 95

positions nucléotidiques polymorphes réparties dans la région 5’ non codante et 11 dans la
région 3’ non codante (Figure 21). Les clades de 'EV-D68 sont apparentés dans deux groupes
phylogénétiques : A et D, dans I'un et B et C, dans I'autre. Les deux groupes phylogénétiques
se différencient par 12 positions nucléotidiques polymorphes et 2 délétions communes aux
clades B et C. La premiere délétion est localisée aux positions 714 a 724 et la seconde a la
position 728 ; elles sont placées dans la région variable aprés I'IRES de méme que 7 positions
polymorphes. Les autres positions polymorphes se répartissent dans les domaines tige-boucle
I (C62U), Il (C117U, C157U), Il (A198G) et IV (C346U) (Figure 21). La souche prototype Fermon
se distingue par 17 autres positions nucléotidiques, conservées au sein des différents clades.
Treize d’entre elles sont réparties dans les domaines |, II, lll, IV et VI dont 12 substitutions et
une insertion d’une cytosine a la position 30 localisée dans le domaine tige-boucle I. Une
délétion dans la région variable aux positions 682 a 704 caractérise également les séquences
des souches récentes. La quasi-totalité de ces positions polymorphes avait déja été mise en
évidence dans une étude antérieure récente (Furuse et al., 2019a) tout comme les délétions
successives de la région variable qui elles, ont été observées avant méme |'épidémie de 2014
(Hasegawa et al.,, 2011). Contrairement a la région 5 non codante, aucune position
nucléotidique polymorphe ne distingue les clades A et D des clades C et B dans la région 3’
non codante. Toutefois, deux substitutions nucléotidiques, C29U et C41U, sont conservées

chez I'ensemble des clades de 'EV-D68 a I'exception de la souche prototype Fermon.

Régions codantes. Les séquences présentent 138 positions aminoacides polymorphes dans

I'ORF et les 2 groupes phylogénétiques évoqués ci-dessus se différencient par des
substitutions a 17 positions (Figure 22). Certaines variations avaient déja été mises en
évidence dans des études antérieures (Du et al., 2015; Y.-P. Huang et al., 2017; Kaida et al.,
2011; Pabbaraju et al., 2016). La majorité des positions (n=11/17, 65%) sont localisées dans
les protéines de capside. Une délétion (position 128) et la substitution N133S sont présentes
dans la boucle DE de la protéine VP1, un des épitopes supposés du virus (Liu et al., 2015b).
Elles sont caractéristiques des clades A et D, comme la substitution M222V (boucle HI,
protéine VP3) qui fait partie de I'un des trois épitopes conformationnels prédits dans une

étude récente (Fang et al., 2021).
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Figure 23 : Phylogénie détaillée du clade C et variations moléculaires des protéines

virales. L’arbre phylogénétique est celui de la figure 22. Les losanges rouges indiquent
une fiabilité des nceuds supérieure a 99% (probabilité postérieure = 0,99) estimée via le
test statistique aBayes. Les acides aminés présents a chaque position sont exprimés en
pourcentage sur les graphiques obtenus via Weblogo 3 (Crooks et al. 2004) et sont
colorés selon leurs caractéristiques chimiques. Les acides aminés surlignés en couleur

saumon indiquent des positions spécifiques au clade C.
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Figure 24 : Phylogénie détaillée du clade B1 et variations moléculaires des protéines virales.
L'arbre phylogénétique est celui de la figure 22. Les losanges rouges indiquent une fiabilité
des nceuds supérieure a 97% (probabilité postérieure = 0,97) estimée via le test statistique
aBayes. Les acides aminés présents a chaque position sont exprimés en pourcentage sur les
graphigues obtenus via Weblogo 3 (Crooks et al. 2004) et sont colorés selon leurs
caractéristiques chimiques. Les acides aminés surlignés en couleur saumon indiquent des
positions spécifiques au clade B1. Les positions surlignées en jaune font parties des épitopes
conformationnels prédits dans I'étude bio-informatique de Fang et al (2021).
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Figure 25 : Phylogénie détaillée du clade B2 et variations moléculaires des protéines virales.
L'arbre phylogénétique est celui de la figure 22. Les losanges rouges indiquent une fiabilité
des noeuds de 100% (probabilité postérieure = 1) estimée via le test statistique aBayes. Les
acides aminés présents a chaque position sont exprimés en pourcentage sur les graphiques
obtenus via Weblogo 3 (Crooks et al. 2004) et sont colorés selon leurs caractéristiques
chimiques. Les acides aminés surlignés en couleur saumon indiquent des positions spécifiques
au clade B2.




B.3. Différenciation du clade C

Le clade C, restreint aux années 2000, se distingue par 8 substitutions aminoacides
spécifiques, ce qui en fait le clade le moins polymorphe (Figure 23). Quatre positions sont
localisées dans la protéine VP1 (Du et al., 2015; Y.-P. Huang et al., 2017; Pabbaraju et al., 2016).
Parmi elles, la substitution N132D est localisée dans la boucle DE. Le clade C se distingue
également par six positions spécifiques dans la région 5’ non codante dont trois sont localisées
dans les domaines Il (A132G), IV (G403A) et V (A504G) (Furuse et al., 2019a) ; la substitution

U14C dans la région 3’ non codante est aussi spécifique a ce clade (Figure 21).

B.4. Différenciation du clade B

Le clade B, a I'origine de la grande majorité des cas d’infections rapportés a ce jour, se
différencie des autres clades par 5 substitutions aminoacides (Figure 22) dont 3 ont déja été
mises en évidence (Du et al., 2015; Y.-P. Huang et al., 2017; Ng et al., 2015; Pabbaraju et al.,
2016) et sont localisées dans des épitopes prédits dans la protéine VP1 : boucles BC (N78D,
E83A) et DE (M736V). Dans la région 5 non codante, 4 substitutions nucléotidiques
différencient le clade B des autres clades, trois sont localisées dans les structures tige-boucle

| (C28U), Il (C119U) et 11l (U280C).

Le sous-clade B1 (épidémie en 2014), se distingue par 12 substitutions en aminoacides
déja bien décrites dans la littérature (Eshaghi et al., 2017; Gong et al., 2016; Greninger et al.,
2015; Huang et al., 2015; G. Wang et al., 2017; Xiang et al., 2016b; Y. Zhang et al., 2016).
Quatre seulement sont localisées dans les protéines de capside (Figure 24) dont deux (boucle
Hl et C-term, VP1) font partie des épitopes prédits par I'étude de Fang et al (2021). Seul le
cluster auquel est assignée la majorité des séquences de 2014 (n=243/290, 84%) se distingue
des autres clusters par deux substitutions localisées dans la protéine 3A (146V et L53l). Le sous-
clade B1 se singularise par les substitutions S1G (ATPase 2C, jonction 2B-2C) et H345Q (région
Palm, polymérase 3D, motif D) conservée chez tous les entérovirus (C. Wang et al., 2017). Le
sous-clade B1 présente également six substitutions nucléotidiques (Y. Zhang et al., 2016) dans

la région 5’ non codante (Figure 21)

Le sous-clade B2 se caractérise par 14 substitutions spécifiques (Figure 25) pour la
plupart déja décrites par Gong et al (2016). Six sont localisées dans les protéines VP4 (A65V),
2A (R25K, N84S, A144V), 2B (D30N) et 2C (V/M/T102A). Cette derniere position est I'une des
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Figure 26 : Phylogénie détaillée du clade B3 et variations moléculaires des protéines
virales. L'arbre phylogénétique est celui de la figure 22. Les losanges rouges indiquent
une fiabilité des nosuds supérieure a 98% (probabilité postérieure = 0,98) estimée via le
test statistique aBayes. Les acides aminés présents a chaque position sont exprimés en
pourcentage sur les graphiques obtenus via Weblogo 3 (Crooks et al. 2004) et sont
colorés selon leurs caractéristiques chimiques. Les acides aminés surlignés en saumon
indiquent des positions spécifiques au clade B3. Les acides aminés surlignés en bleu
indiquent des positions non spécifiques. Les positions surlignées en jaune font parties
des épitopes conformationnels prédits dans I’étude bioinformatique de Fang et al (2021).
Les positions colorées en rouge n’étaient pas présentes dans I'article publié dans Viruses.




plus polymorphes du génome viral : une thréonine (clades A et D), une valine (sous-clade B1
et clade C) ou une méthionine (sous-clade B3) remplace I'alanine du sous-clade B2 (Figure 22).
L'analyse phylogénétique montre la circulation de plusieurs clusters de B2 en 2014 dont un
seul renferme les deux substitutions spécifiques : E151Q (boucle EF, VP2) et T134S (boucle DE,
VP1), dans deux épitopes potentiels du virus (Figure 25). Ces deux positions ne sont pas
prédites comme épitopes conformationnels de I'EV-D68 dans |'étude de Fang et al (2021). Le
sous-clade B2 présente également 5 substitutions dans la région 5’ non codante : 2 (C159U et
C169U) dans le domaine Il et 2 situées a des positions appariées du domaine Ill (G193A et
C219U). Trois positions spécifiques au sous-clade B2 sont également présentes dans la région

3’ non codante (Figure 21).

Le sous-clade B3 est le plus polymorphe : il se caractérise par des substitutions
d’aminoacides spécifiques a 16 positions et par 5 positions polymorphes (Figure 26). La moitié
seulement de ces positions étaient déja décrites (Gong et al., 2016; Piralla et al., 2018; Shen
et al.,, 2019; G. Wang et al., 2017). Cette analyse confirme les résultats rapportés dans notre
article: les substitutions aminoacides spécifiques a 6 positions (BP3/74, VP3/163, VP1/206,
2C/102, 2C/277 et 3C/50) différencient le sous-clade B3 des autres clades. En résumé, il existe
2 clusters européens en 2018 issus de substitutions aminoacides a 8 positions dont 2 dans les
protéines de capsides VP3 et VP1, la mutation dans VP1 (S131N) étant retrouvée chez les trois
clusters américains de 2018. Les données issues de notre étude montrent I'existence d’un
troisieme cluster américain qui se distingue par la substitution Y415H (3D). Les séquences du
clade B3 présentent un polymorphisme a 4 positions dans des épitopes prédits par I’étude de
Fang et al (2021). Il y a en particulier la position 131 dans la boucle DE de VP1 qui peut étre
occupée par une asparagine comme chez le clade D. La position 236 dans la région C-terminale
de VP3 (site antigénique prédit) est polymorphe (leucine chez les clusters anciens et isoleucine
chez les clusters récents) tout comme les positions 83 et 86 dans la boucle BC de la protéine
VP1. Sur les cing substitutions spécifiques au sous-clade B3 localisées dans la région 5’ non
codante (Figure 21), une seule est localisée dans un domaine-tige boucle, elle est également
retrouvée dans le sous-clade B1 (domaine Ill, U188C). La région 3’ non codante renferme

également une substitution spécifique au sous-clade B3 (U54C).
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Figure 27 : Phylogénie détaillée du clade A et variations moléculaires des protéines virales.
L'arbre phylogénétique est celui de la figure 22. Les losanges rouges indiquent une fiabilité
des nceuds minimale de 99,99% (probabilité postérieure = 0,9999) estimée via le test

Les acides aminés présents a chaque position sont exprimés en

pourcentage sur les graphiques obtenus via Weblogo 3 (Crooks et al. 2004) et sont colorés
selon leurs caractéristiques chimiques. Les acides aminés surlignés en saumon indiquent des
positions spécifiques au clade A. Les positions surlignées en jaune font parties des épitopes
conformationnels prédits dans I’étude bioinformatique de Fang et al (2021).



B.5. Différenciation du clade A

Le clade A se distingue des autres clades par 15 positions aminoacides polymorphes en
majorité (n=10/15) situées dans les protéines de capside du virus (Figure 27) ; la plupart sont
déja décrites (Du et al., 2015; Y.-P. Huang et al., 2017; Pabbaraju et al., 2016; Xiang et al.,
2016b). Sept appartiennent a des épitopes supposés du virus. Deux substitutions (G129S et
M136T) dans la boucle DE de VP1, sont majoritaires parmi les séquences. C'est aussi le cas des
substitutions T80A (boucle BC de VP1) et D144S (hélice aEF de VP2), celle-ci faisant partie des
épitopes prédits dans I’étude de Fang et al (2021). Le polymorphisme des positions 136 et 142
(boucle EF de VP2) et 60 (boucle AB de VP3) différencient les sous-groupes phylogénétiques.
Au niveau de la polymérase 3D, le clade A est différent des autres clades par la substitution
V349I1/T située dans le motif D (Figure 27). Cette position 349 est aussi un marqueur de
différenciation du sous-clade D1 (substitution V349L, Figure 28). Le clade A présente 15
substitutions spécifiques dans la région 5’ non codante (Figure 21). Huit sont localisées dans

les domaines Il (A125G, A133G), Il (C205U, C223U), IV (U319C, C320U, A334G) et V (U519C).

B.6. Différenciation du clade D

Le degré de variabilité du clade D est le plus élevé (Du et al., 2015; Y.-P. Huang et al.,
2017; Ng et al., 2015; Pellegrinelli et al., 2019a; Yip et al., 2017). Notre seconde analyse est
basée sur un nombre de séquences plus élevé que la premiére (72 versus 36) et confirme les
résultats obtenus. Douze positions aminoacides présentent des substitutions spécifiques, la
majorité (n=8/12, 67%) sont situées dans la capside du virus (Figure 28). La région C-terminale
de VP1 est un marqueur de différenciation important de ce clade : deux insertions aux
positions 295 (arginine) et 296 (leucine) (Bottcher et al., 2016; Gong et al., 2016; lkeda et al.,
2012) et les substitutions D285E et N293D. Ces variations potentiellement antigéniques sont
renforcées par les substitutions Q85R et S131N situées respectivement dans les boucles BC et
DE de VP1 (Fang et al., 2021). Le clade D se caractérise aussi par 5 variations nucléotidiques
dans la région 5’ non codante (hors des domaines tige-boucles) et la substitution G69A dans

la région 3’ non codante (Figure 21).

Sous-clade D1. Son polymorphisme repose sur 28 positions aminoacides tout au long
de I'ORF (Figure 28). Les positions 204 de la boucle HI de VP3 et 86 de la boucle BC de VP1

font partie d’épitopes prédits (Fang et al., 2021). L'un des deux clusters européens de 2018
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Figure 28 : Phylogénie détaillée du clade D et variations moléculaires des protéines virales. L’arbre phylogénétique est celui de la figure 22. Les
losanges rouges indiquent une fiabilité des nceuds minimale de 99,99% (probabilité postérieure = 0,9999) estimée via le test statistique aBayes.
Les acides aminés présents a chaque position sont exprimés en pourcentage sur les graphiques obtenus via Weblogo 3 (Crooks et al. 2004) et
sont colorés selon leurs caractéristiques chimiques. Les acides aminés surlignés en saumon indiquent des positions spécifiques au clade D ou aux
sous clades D1 et D2. Les acides aminés sous-lignés en bleu indiquent des positions non spécifiques. Les positions surlignées en jaune font parties
des épitopes conformationnels prédits dans I’étude bioinformatique de Fang et al (2021). Les positions colorées en rouge sont spécifiques au
clade D. Les positions colorées en vert sont spécifiques au clade D2.



mis en évidence dans notre article apparait maintenant subdivisé en trois clusters qui se
distinguent aux positions 247 de la région C-terminale de VP2, 10 et 13 de la région N-
terminale de VP1 et 106 de ’ATPase 2C. Le cluster majoritaire aux Etats-Unis en 2018, absent
de I'analyse précédente, est proche du second cluster européen, ne se distinguant qu’aux
positions 7 de la protéine 2A et 51 de la polymérase 3D. Les deux séquences européennes de
2019 (Midgley et al., 2020) ont des origines phylogénétiques différentes et se distinguent par
la substitution D144N dans VP2. Le sous-clade D1 se caractérise également a 17 positions
nucléotidiques dans la région 5’ non codante dont 7 sont situées dans les domaines Il (A148G,
U158C, A160G), IV (G293A) et VI (U616C, U621A, A625G) (Figure 21). La substitution A220G

(domaine lll) est aussi apparue dans certaines séquences de 2018.

Sous-clade D2. Trés peu de séquences (n=3) sont disponibles pour une analyse fiable.
Il tire sa spécificité de cinq positions aminoacides (Figure 28) et se distingue des autres clades
par 6 positions nucléotidiques dans la région 5’ non codante (Figure 21), une (C155U) dans le

domaine Il et 2 appariées (G190A, C222U) dans le domaine Il

B.7. Commentaires

Impact des variations antigéniques prédites. Notre étude analyse les facteurs

moléculaires viraux. Nos résultats et ceux d’autres travaux montrent que les variations
moléculaires inter-clades dans les sites antigéniques prédits in silico pourraient avoir favorisé
la réémergence de I'EV-D68 (Fang et al., 2021). Ces variations antigéniques expliquent aussi
une grande partie du polymorphisme a I'origine des sous-clades et des clusters
phylogénétiques. Ceci est clairement visible au sein du clade A (Figure 27). Il existe en effet
deux groupes phylogénétiques qui ont co-circulé en 2014 - 2015 et on peut supposer que les
variations antigéniques ont contribué a leur diffusion dans des régions géographiques

différentes : Asie - Amérique du Nord pour I'un et Afrique - Europe pour l'autre.

Le sous-clade D1 se distingue nettement de I’'ensemble du clade B par ses propriétés
antigéniques dans plusieurs épitopes prédits dans VP1 : les substitutions dans la région C-
terminale et la boucle BC (Figure 28), ainsi que la délétion dans la boucle DE partagée avec le
clade A (Figure 22). Ce polymorphisme antigénique devrait conduire a la diminution de
I'immunité inter-clade, hypothése confortée par I'étude séro-épidémiologique de Harrison et

al (2019) qui montrent que des sérums d’adultes collectés en 2012 et 2013 neutralisent moins
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efficacement un EV-D68 de clade D1 que des virus de clade B1 et B2 ainsi que la souche

prototype Fermon.

A Iinverse, en utilisant des sérums de 2006 et 2007, une étude néerlandaise montre
gue la séroprévalence et le titre moyen en anticorps neutralisants un EV-D68 de clade B3
augmentent avec I'age. La séroprévalence étant proche de 100% chez les plus de 20 ans et
associée a un titre neutralisant moyen élevé (160,3 pour les 21-30 ans), équivalent a celui
obtenu avec des sérums de 2015-2016 (Karelehto et al., 2019). Ces résultats sont confirmés
par I'étude de Kamau et al (2019) au Royaume-Uni. Pour autant, aux Pays-Bas en 2006, seuls
des virus de clade A et C avaient été rapportés. Les premiers EV-D68 clairement identifiés
comme appartenant au sous-clade B3 n’ayant été rapportés qu’en 2013 en Asie et 2014 en
Europe (Tableaux 3-4). Selon I'analyse phylogénétique menée dans notre article, I'’émergence
du sous-clade B3 aurait eu lieu en 2009. Il parait probable qu’une forte immunité croisée
existe, a minima entre les différents sous-clade B, lesquels affichent une spécificité
antigénique beaucoup plus faible que le sous-clade D1. La population adulte ayant déja
probablement été en contact avec un EV-D68 de clade B, est alors susceptible d’étre

réinfectée par un virus de sous-clade D1.

Le sous-clade B3 n’a que peu évolué au niveau antigénique (1 seule position
polymorphe) entre les épidémies européennes de 2016 et 2018 (Figure 26). Ceci pourrait avoir
permis I'accroissement de la circulation du sous-clade D1 observée en 2018 en Europe (Bal et
al., 2019; Duval et al., 2021; Gonzdlez-Sanz et al., 2019; Pellegrinelli et al., 2019a; Wollants et
al., 2019). A contrario, la méme année, le sous-clade D1 n’a été rapporté que dans I'état de
New-York aux Etats-Unis (Gilrane et al., 2020). Les virus de sous-clade B3 circulant aux Etats-
Unis affichent une plus grande évolution antigénique (3 positions polymorphes) entre 2016 et
2018 que les clusters européens (Figure 26). Au cours de I'épidémie d’infection a EV-D68 de
2018, la circulation du sous-clade D1 pourrait avoir été plus réduite aux Etats-Unis qu’en

Europe.

Bien que I'évolution antigénique soit un facteur essentiel pour expliquer la circulation
et la réémergence de I'EV-D68, d’autres facteurs (moléculaires et épidémiologiques)
interviennent probablement en particulier pour la survenue d’une épidémie. Les cas du sous-
clade B2 et du clade C sont intéressants a cet égard. Aucun polymorphisme antigénique ne les

distingue des autres clades (Figure 25). Le virus B2 est devenu prédominant en Europe en 2014
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mais il circulait auparavant puisqu’il avait déja été rapporté entre 2009 et 2013 sur le
continent (Tableau 3). Quant au clade C, il ne présente globalement que trés peu de
polymorphisme (Figure 23), il est rapporté pour la premiere fois au Japon en 2005, mais ne

provogque une épidémie qu’en 2010 (Tableau 4).

Impact des autres variations aminoacides. La polymérase virale 3D pourrait jouer un

role majeur dans les propriétés de virulence ou de transmissibilité entre les clades et ainsi
dans la circulation et la neurovirulence du virus. La faible circulation du sous-clade D1 avant
2018 pourrait étre associée a la substitution V349L dans le motif D de la polymérase virale
(Figure 28). Une substitution spécifique a la méme position est également retrouvée chez le
clade A (Figure 27). Concernant le sous-clade B1, un avantage en termes de neurovirulence
pourrait provenir de la substitution R345K dans la polymérase 3D. Le méme motif D, dans
lequel elle est située, permet par une interaction avec le motif F, de gouverner |'état
ouvert/fermé du site actif de la polymérase virale (C. Wang et al., 2017). Cette substitution
pourrait fournir un avantage réplicatif aux souches du sous-clade B1. De maniere générale, la
région codant la polymérase 3D est la deuxieme la plus polymorphe chez 'EV-D68 (aprés VP1).

Elle permet la distinction entre tous les clades du virus.

Les variations moléculaires au niveau des autres protéines virales ont pu favoriser la
réémergence épidémique du virus (Figure 24). Les caractéristiques moléculaires du sous-clade
B1 ont été bien étudiées, en particulier pour comprendre I'augmentation des cas de myélite
flasque aigué aux Etats-Unis & partir de 2014. Cing substitutions d’aminoacides qui
caractérisent ce sous-clade sont disséminées hors des sites antigéniques décrits dans les
protéines : VP2 (M222T), VP3 (V24A), 2A (D66N), 2C (S1G) et 3D (R274K). Greninger et al
(2015) ont fait I’hypothése qu’elles étaient associées a la recrudescence des cas de paralysie
en 2014 car elles sont retrouvées chez I'EV-D70, le poliovirus ou I'EV-A71, trois entérovirus
responsables d’atteintes paralytiques. La substitution S1G dans la protéine 2C, modifie la
jonction entre les protéines 2B et 2C, et pourrait rendre le clivage protéolytique plus efficace.
Une jonction glutamine/glycine est plus favorable a I’activité de la protéase 3C qu’une jonction
glutamine/sérine (Greninger et al.,, 2015; O’Donoghue et al., 2012; Tan et al., 2013). La
substitution T298N dans la région C-terminale de VP1 (Figure 22), associée a une variation
antigénique potentielle, pourrait aussi avoir un effet favorable au clivage de la jonction P1/P2

par la protéase 2A avec comme conséquence une association aux atteintes neurologiques
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pendant I'épidémie de 2014 (Greninger et al., 2015; Huang et al., 2015). Les deux positions
spécifiques localisées dans la protéine 3A et distinguant le cluster majoritaire du sous-clade
B1 en 2014, pourraient également moduler I'interaction de la protéine avec PI4KB et ACBD3
comme c’est le cas pour des mutations proches chez I'EV-A71 (Xiao et al., 2017). Ainsi, elles

pourraient impacter positivement la formation des organelles de réplication virale.

Cet ensemble de substitutions propres au sous-clade B1 pourrait lui donner un
avantage réplicatif. Or, elles ne sont pas retrouvées dans les sous-clades B2 et B3, ce dernier
étant pourtant majoritairement rapporté depuis 2014 en Asie et depuis 2016 dans le reste du
monde. Les sous-clades B2 et B3 affichent une spécificité aminoacide a la position 102 de la
protéine 2C, I'une des plus polymorphes chez I'EV-D68 (Figures 25-26). Une autre substitution
est présente dans le sous-clade B3 a la position 277, particulierement polymorphe, de la
méme protéine (Figure 26). Ces mutations de la protéine 2C pourraient potentiellement
favoriser la multiplication virale comme pour la mutation K216R chez I'EV-A71 (Chua et al.,

2008) et ainsi étre liées a la prévalence du sous-clade B3.

Les positions affichant le plus de polymorphisme inter-clades hors des sites
antigéniques, telle la position 102 de la protéine 2C, pourraient étre des facteurs importants

liés a la prévalence des clades lors des épidémies d’infections a EV-D68.

Impact des variations dans I'IRES. On considere que I'IRES joue un réle important dans

la virulence des poliovirus (Semler, 2004). Concernant I'EV-D68, Furuse et al (2019a) suggerent
que l'activité in vitro de I'IRES de souches des clades A, B et C est plus élevée que celle de I'IRES
de la souche prototype Fermon dans des cellules A172 d’origine neuronale. L'augmentation
de l'activité de I'IRES pourrait affecter la traduction de I’ARN viral in vivo, accroitre la
production des protéines virales et faciliter I'échappement immunitaire qui favorise la
dissémination du virus. Toutefois, I'activité élevée de I'IRES n’est pas associée a une
multiplication virale élevée in vitro. Les résultats de Furuse et al (2019a) nécessitent une
confirmation car I'activité de I'IRES n’est pas augmentée avec d’autres types cellulaires,
notamment d’origine pulmonaire. Ces variations inter-cellulaires pourraient étre une
conségquence de différences au niveau des facteurs cellulaires transactivateurs nécessaires a

I'activité de I'IRES.
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Furuse et al (2019a) ont également montré que I'activité de I'IRES d’'une souche du
sous-clade B1 (Ph397/2013, numéro d’accession KX789229) était plus élevée,
comparativement a d’autres souches de I'étude. En testant différents IRES chimeres par
rapport a celui de la souche prototype Fermon, les auteurs montrent que cet avantage est lié
au domaine IV (Figure 21). L’origine de cet avantage du sous-clade B1 n’a pas été précisé, il
pourrait donc étre une conséquence d’'une ou plusieurs variations moléculaires parmi
I’ensemble des mutations qui le distinguent des autres clades. De plus, I'’étude de Furuse et al
(2019a) ne testant pas les effets synergiques potentiels de plusieurs domaines spécifiques au
clade B1, une mutation hors du domaine IV pourrait également avoir un effet positif sur
I'activité général de I'IRES. Plusieurs substitutions présentes dans les domaines Il (A127U), llI
(C188A) et IV (U262C, U280C, C339U) de I'IRES B1 sont retrouvées dans les IRES d’autres
entérovirus : poliovirus, EV-D70 ou EV-A71 (Y. Zhang et al., 2016). Parmi toutes les positions
citées, une seule (U280C), dans le domaine IV de I'IRES, est spécifique a I'ensemble du clade
B et pourrait étre a I'origine d’un avantage réplicatif impliquant donc les sous-clades B1, B2 et

B3 (Figure 21).

Le clade D1 est quant a lui particulierement polymorphe dans le domaine Il de la région
5’ non traduite ce qui pourrait impacter la traduction virale. La mutation C157U en particulier,
spécifique aux clades A et D, est proche de la mutation C158U décrite chez I'EV-A71 (Figure
21). Cette derniére, provoquant un changement de conformation de la structure secondaire
du domaine Il en cassant un appariement G-C, inhibe la traduction virale ainsi que la virulence
en modele murin in vivo (Yeh et al., 2011). Plusieurs autres substitutions localisées dans les
différents domaines de I'IRES pourraient avoir impacté I'efficacité de la traduction virale. Les
trois mutations U263C, G264U et G436A, différenciant les virus récents de la souche prototype
Fermon, semblent notamment renforcer les appariements et pourraient donc stabiliser le
domaine IV tout en favorisant I'initiation de la traduction virale. Les mutations différenciant
les virus récents de la souche Fermon pourraient avoir jouer un réle dans la réémergence de

I’'EV-D68.
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C. Exploration du pouvoir pathogene des isolats dans des

modeles cellulaires in vitro

Une étude comparative des souches d’EV-D68 (sous-clades B2, B3 et D1) isolées en
culture a été initiée dans le but de comparer les caractéristiques de l'infection dans deux
modeles cellulaires, en fonction des caractéristiques phylogénétiques. L'axe principal des
travaux a été de développer un modele in vitro de barriere mimant I'épithélium bronchique
en utilisant la lignée cellulaire Calu-3 pour effectuer une analyse fonctionnelle des souches.
Ces cellules d’origine bronchique ont la propriété de se différencier en un pseudo-épithélium
polarisé lorsqu’elles sont cultivées a 'interface air/liquide (Grainger et al., 2006; Kreft et al.,

2015).

C.1. Matériels et méthodes

1.1. Isolement des souches d’EV-D68 par inoculation directe

L'isolement des souches virales a été réalisé tel que décrit en amont (cf. Travaux
personnels 11.C.1). La concentration de virus infectieux des stocks viraux a été déterminée
selon la méthode standard de titrage par dilutions limites, en utilisant les cellules de la lignée

RD (rhabdomyosarcome) comme cellules tests.

1.2. Isolement des souches d’EV-D68 par transfection d’ARN

Les amplicons représentant les génomes complets ont été utilisés pour ces tests.
L’oligonucléotide sens (dont la cible est le début de la région 5’ non codante) contient le
promoteur de la polymérase du phage T7 et |'oligonucléotide antisens contient une séquence
poly(T)20 (cf. Tableau S1, matériels supplémentaires de I'article). Les amplicons purifiés avec
les colonnes [NucleoSpin Gel et PCR Clean-up, Machery-Nagel] ont servi de matrices de
transcription avec le kit T7 RiboMAX Express Large Scale (Promega). Le protocole de
transcription a été réalisé selon les instructions du fabricant hormis le temps d’incubation qui
a été adapté a la quantité d’ADNc utilisée. Les dosages d’ADN et d’ARN ont été réalisés avec
les kits de dosage Qubit d’ADNdb et d’ARN BR (broad range, ThermoFisher Scientific). Les
cellules A549 en culture dans des plagues 6 puits ont été transfectées avec les ARN
génomiques a l'aide de la Lipofectamine MessengerMAX (Invitrogen) en suivant les

instructions du fabricant.
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1.3. Titrage et évaluation de la charge virale

Le titre infectieux a été calculé avec un programme “maison” utilisant la méthode du
maximum de vraisemblance qui estime le nombre le plus probable d’unités infectieuses en
fonction des parametres suivants : le nombre de répétitions, la raison de dilution utilisée et le
nombre de répétitions positives (lyse cellulaire) pour chaque dilution. La charge virale des
différents échantillons a aussi été évaluée par RT-PCR semi-quantitative (cf. Travaux
personnels I.C.1). Les échantillons analysés pour les différents tests correspondent a des
extraits cellulaires totaux (lysat cellulaire + surnageant). L’analyse statistique des données a

été effectuée avec le logiciel GraphPad Prism 5 (GraphPad Software).

1.4. Culture cellulaire et modeéle d’épithélium bronchique
La culture des cellules Calu-3 (ATCC, HB-55, passages 24-36), A549 (ATCC, passages 95-
110) et RD (ECACC, 85111502, passages 60-70), a été réalisée avec des passages bi-
hebdomadaires et le maintien a 37 °C en atmosphére a 5% de CO; dans du milieu DMEM
supplémenté par 5 a 10% de sérum de veau foetal décomplémenté (SVFhi) et 1 %
d’antibiotiques (1% streptomycine 10 mg/mL ; pénicilline 10 000 U). Le milieu utilisé pour les

cellules Calu-3 était aussi supplémenté avec 1% d’acides aminés non essentiels.

Les cellules Calu-3 ont été cultivées dans des dispositifs Transwell a la surface d’une
membrane semi-perméable microporeuse (Costar, surface : 1,12 cm? ; diamétre des pores :
0,4 um). Les dispositifs utilisés, disposés dans des plaques 12 puits, possedent une membrane
en polyester transparent pour permettre I'observation en microscopie a contraste de phase.
Les cellules sont maintenues dans le milieu DMEM supplémenté avec 10% de SVFhi, 1,5 mL
dans le compartiment basal et 0,5 mL dans le compartiment apical du modéle. A confluence,
les cellules peuvent étre infectées. La différenciation des cellules s’opere en retirant le milieu
du compartiment apical soit a I'interface air-liquide. Certaines cultures ont été observées en

microscopie électronique a balayage (appareil Joel 6060-LV).

1.5. Mesure de la résistance électrique transépithéliale
La résistance électrique transépithéliale (TEER) reflete la fonctionnalité des jonctions
serrées et ainsi I'intégrité générale de la barriere épithéliale. Les mesures ont été réalisées
avec un instrument EVOM2 (Epithelial Voltohmeter, World Precision Instruments) couplé a
une sonde STX2 (World Precision Instruments) selon les instructions du fabricant. Les plaques
12 puits de culture ont été maintenues sur une plague chauffante a 37 °C lors des mesures. La
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sonde est équipée d’une paire d’électrodes permettant la mesure de part et d’autre de la
barriere épithéliale. La résistance transépithéliale correspond au courant mesuré (I) converti
en résistance (R) selon la loi d’'Ohm (R=U/l). U correspondant au voltage appliqué aux
électrodes. Cette valeur R est mesurée en trois points du dispositif de culture. On obtient ainsi
une moyenne de résistance a travers I'épithélium (Re) a laquelle est soustraite la moyenne de
résistance de la membrane en I'absence de cellules (Rm). La valeur TEER est exprimée en

fonction de la surface (S) de la membrane selon la formule suivante :
TEER(Q.cm?) = (Rg — Ry) X S

1.6. Tests d’infections cellulaires

Les tests d’inhibition de I'entrée des EV-D68 ont été réalisés avec des cellules A549 et
Calu-3 (passages 24-36) cultivées dans les dispositifs Transwell, en traitant au préalable les
cellules avec la neuraminidase de Vibrio Cholerae (Sigma Aldrich) a 0,05 ou 0,1 U/mL (dilué
dans du DMEM) pendant 2 h a 37 °C. La neuraminidase hydrolyse les liaisons glycosidiques
reliant en a2,3 ou a2,6 les acides sialiques aux oligosaccharides présents a la surface cellulaire.
Deux virus témoins, provenant des stocks de I'équipe, ont été utilisés : EV-D70 et CVB3. Le
premier utilise les acides sialigues comme récepteurs (comme I'EV-D68), ce qui n’est pas le
cas du second virus. Pour I'ensemble des tests d’infection, les cultures ont été lavées avec du
PBS puis inoculées avec 50 pL des suspensions meres dans du DMEM, puis incubées pendant
1h30a33°C.Linoculum résiduel est ensuite retiré avant de laver la nappe cellulaire avec du
PBS puis d’incuber la culture & 33 °C. A I'issue de la période d’incubation, I'infection est
stoppée en placant les cultures a -20 °C. Les différents lots de culture de cellules Calu-3
maintenus en systeme transwell ont été inoculés par la voie apicale a I'exception d’un test

d’infection réalisé par la voie basale.

C.2. Résultats

2.1. Souches d’EV-D68 isolées
Treize souches d’EV-D68 ont été isolées avec les cellules A549 a partir de prélevements
cliniques : 11 pour le sous-clade B3 (Figure 29) et une pour chacun des sous-clades B2 et D1
(Figure 30), confirmant par ailleurs la sensibilité et la permissivité de ce type cellulaire. Deux
d’entre elles seulement (sous-clade B3) ont été isolées a partir des prélévements les plus

récents de notre échantillon (2018) et nous n’avons obtenu qu’un seul isolat du sous-clade
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Figure 31 : Sensibilité de la barriere épithéliale formée par les cellules Calu-3 a I'infection
par ’'EV-D68. Les cultures cellulaires ont été observées 24 h aprés I'inoculation en microscopie
électronique a balayage. (A-F) Cultures témoins négatifs. (G-J) Cultures inoculées avec la
souche CF125132. (K-L) Cultures infectées avec la souche CF270004. (A, C, G, |, L)
Grossissement x500, barre d’échelle 50 um. (B, D) Grossissement x2500, barre d’échelle 10
um. (E, J) Grossissement x1500, barre d’échelle 10 um. (F) Grossissement x4000, barre
d’échelle 5 um. (H) Grossissement x2000, barre d’échelle 10 um. (K) Grossissement x100,
barre d’échelle 100 um. Chaque zone délimitée par des pointillés blancs correspond a I'image
suivante. NA-/NA+, cultures non traitées / traitées avec la neuraminidase.
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Figure 32 : Morphologie générale de la barriere épithéliale formée par les cellules
Calu-3. L’analyse histologique a été effectuée suivant le protocole de Kreft et al
(2015). Une double coloration a ’lhématoxyline (violet) et au bleu alcian (colore le
mucus en bleu) a été réalisée. Les cultures ont été observées en microscopie optique.
Certaines vésicules contenant du mucus sont indiquées par une fleche noire. Du
mucus est également visible a la surface de la nappe cellulaire. (A, B) Culture a
I'interface air/liquide, grossissement x600; (C) Culture a linterface air/liquide,
grossissement x1000; (D, E) Cultures a l'interface liquide/liquide, grossissement
x600 ; (F) Culture a I'interface liquide/liquide, grossissement x1000.
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Figure 33 : Effets de la supplémentation en sérum de veau foetal décomplémenté
(SVFhi) et de I'acide rétinoique sur la résistance électrique transépithéliale (TEER)
de barriéres épithéliales polarisées (cellules Calu-3 différenciées). (A) Suivi de la
TEER de barriéres épithéliales maintenues a I'interface liquide/liquide (confluence a
J0) sous trois conditions de supplémentation en SVFhi. La légende est la méme que
pour le panneau B. (B) Suivi de la TEER de barriéres épithéliales maintenues a
I'interface air/liquide (a partir de JO, confluence a J-1) sous trois conditions de
supplémentation en SVFhi et trois conditions de traitement avec I'acide rétinoique.
Les astérisques indiquent une TEER significativement différente entre les conditions
sans et avec acide rétinoique (50 et 500 mM) et sont colorées suivant la condition de
supplémentation en SVFhi pour laquelle le test statistique a été effectué (ANOVA 2,
* P<0,05 ; **P<0,01 ; *** P<0,001).



D1. C’est la raison pour laquelle, le protocole de transfection a été utilisé pour tenter d’isoler
trois souches de 2018 (CF482253 [B3], CF408680 [D1] et CF425016 [D1]) pour lesquelles un
amplicon représentant le génome complet avait été obtenu. Une lyse des cultures
transfectées a été observée 24 h apres la transfection avec les 3 ARN, contrairement aux
témoins négatifs. Les tests doivent étre poursuivis pour identifier le virus présent dans les

surnageants issus des transfections pour valider la méthode.

2.2. Optimisation du modele de barriere épithéliale

Culture air/liquide. Dans un premier test exploratoire, les cellules Calu-3 ont été maintenues

dans des dispositifs Transwell a I'interface liquide/liquide pendant 32 jours. Pendant la phase
de culture a l'interface liquide/liquide, la TEER maximum atteinte était comprise entre 400 et
500 Q.cm? aprés 4 semaines d’entretien. Ensuite, une transition vers 'interface air/liquide a
été effectuée pour enclencher la différenciation des cellules. Aprés 17 jours a l'interface
air/liquide, la résistance électrique transépithéliale des barriéres a été mesurée entre 330 et
500 Q.cm? (données non montrées). L’observation des cultures en microscopie électronique
a balayage (Figure 31A-F) montre des tapis cellulaires plats, formés de cellules jointives dont
certaines zones plus renflées suggerent la présence de plusieurs couches de cellules. Deux
types de villosités, courtes et longues, sont visibles a la surface des cellules. Les breches
intercellulaires sont des artefacts de préparation pour |'observation en microscopie
électronique a balayage. Une analyse histologique a également été effectuée sur des cultures
réalisées aux interfaces air/liquide et liquide/liquide et confirme les observations décrites ci-
dessus (Figure 32). A linterface air/liquide, la barriére épithéliale est formée d’une
monocouche et d’excroissances pluristratifiées qui ne sont pas observées pour les cultures a
Iinterface liquide/liquide. Des vésicules sécrétrices de mucus ainsi que du mucus en surface

des cellules sont également visibles dans les 2 types de culture.

Effet de la concentration en SVFhi. La concentration en SVFhi a été réduite dans une nouvelle

série de cultures, pour évaluer les conséquences sur la différentiation cellulaire pendant la
phase de culture liquide/liquide (Figure 33A). Les cultures maintenues en milieu sans ou avec
2% de SVFhi ont atteint des TEER moyennes comprises entre 1500 et 1550 Q.cm? 4 jours aprés
la confluence. Finalement, les cultures en I'absence de SVFhi atteignent une TEER moyenne
maximale de 1800 Q.cm?, 3 semaines aprés la confluence. D’autres cultures ont été utilisées

pour tester I'impact de la concentration en SVFhi pendant la phase de culture air/liquide
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Figure 34 : Effet d'un traitement par la neuraminidase sur les cellules A549 infectées ou non
par I'EV-D68. (A, B) Cellules témoins non infectées. (C, D) Cellules infectée avec une souche
du clade B3 (CF270004). (E, F) Cellules infectées avec une souche du clade D1 (CF125132). Les
cellules A549 ont été traitées a 37 °C pendant 2 heures avec une solution de neuraminidase
(0,05 U/mL) avant l'inoculation. Les cultures cellulaires ont été observées en microscopie a
contraste de phase (grossissement x200) 24 heures apres l'inoculation. L'absence d'altération
des cellules témoins montre I'innocuité du traitement avec la neuraminidase (B). En |'absence
de traitement a la neuraminidase (C, E), la présence de nombreuses cellules rondes et
réfringentes (caractéristiques d'un effet cytopathique, ECP) parmi les cellules infectées
montre la sensibilité des cellules au virus. Traiter les cultures cellulaires avec la neuraminidase
avant l'infection a un effet variable selon la souche. Les cellules infectées avec la souche
CF270004 présentent un ECP massif contrairement aux cultures inoculées avec la souche
CF125132. NA-/NA+, cultures non traitées / traitées avec la neuraminidase.
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Figure 35 : Effet du traitement préalable des cellules A549 par la neuraminidase sur
l'infection a EV-D68. (A) Le seuil de détection (valeurs Ct) a été utilisé pour
représenter la charge virale dans chaque échantillon. (B) Le titre infectieux (Logio
nombre de particules infectieuses pour 50 pL d'échantillon) dans les échantillons a
été déterminé par titrage. Les tests ont été effectués en 4 réplicas ; les différences
significatives (test de Mann-Whitney ; P<0,05) sont indiquées par un astérisque.

NA—/NA+, cultures non traitées / traitées avec la neuraminidase.



(Figure 33B). Les valeurs de TEER obtenues pour les trois conditions ne sont pas
significativement différentes hormis a J1 entre 0 (510 Q.cm2) et 2% (319 Q.cm?) de SVFhi (test
ANOVA 2, P<0,001) . Le pic de TEER se situe a J1 pour les trois conditions.

Effet de l'acide rétinoique. L'acide rétinoique, connu comme facteur de différenciation

cellulaire (Fernandes-Silva et al., 2020), a été introduit (JO) dans le milieu basal des cultures
maintenues a l'interface air/liquide 24 h apreés avoir atteint la confluence (Figure 33B). Les
valeurs de TEER mesurées sont inférieures a celles mesurées dans le test précédent, réalisé a
Iinterface liquide/liquide (Figure 33A). Toutefois, les cultures n’avaient été maintenues a
I'interface liquide/liquide que pendant 24 h, durée insuffisante pour une augmentation de la
TEER (Figure 33A). L'effet de 'acide rétinoique est significatif pour les cultures supplémentées
en SVFhi (test ANOVA 2, P<0,05). L’acide rétinoique augmente significativement les valeurs de
TEER entre J1 et J4 (P<0,05). Les valeurs de TEER pour les cultures maintenues avec 2% de
SVFhi présentent une différence significative entre des concentrations de 50 et 500 mM
d’acide rétinoique, a J3 et J4. Les cultures non supplémentées en SVFhi atteignent des TEER
moyennes significativement supérieures (P<0,01) aux autres cultures a J1. Ces valeurs de TEER
chutent ensuite et rejoignent celles associées aux cultures non supplémentées en acide
rétinoique. Le traitement des cultures avec |'acide rétinoique semble également diminuer la
formation d’excroissances pluristratifiées (observations en microscopie a contraste de phase,

non montrées).

2.3. Inhibition de I’entrée du virus dans le modéle A549

Les cellules A549 traitées ou non avec la neuraminidase ont été inoculées avec cinqg
isolats (sous-clade ; titre infectieux): CF270004 (B3 ; 4,78+0,11 logio), CF193002 (B3 ;
3,66+0,06 log1o), CF183054 (B3 ; 4,63+0,72 log10), CF307029 (B2 ; 3,05+0,06 log1o) et CF125132
(D1; 3,85+0,23 logio). Toutes les cultures cellulaires non traitées présentaient un ECP plus ou
moins marqué 24 h aprés I'inoculation. A I'inverse, les cultures préalablement traitées avec la
neuraminidase ne présentaient pas d’ECP a I’exception de celles inoculées avec la souche du
sous-clade B3 CF270004 (Figure 34). L'effet du traitement a été évalué par RT-PCR semi-
guantitative (Figure 35A). Les valeurs seuils de détection sont significativement plus élevées
(test non paramétrique de Mann-Whitney, P<0,05), indiquant une charge virale plus faible,
dans les cultures traitées avec la neuraminidase que dans les cultures non traitées, exceptions

faites des cultures inoculées avec la souche de sous-clade B3 CF270004 et le CVB3. Une
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Figure 36 : Effet du traitement préalable des cellules Calu-3 par la neuraminidase sur
l'infection a EV-D68. Le seuil de détection (valeurs Ct) a été utilisé pour représenter la
charge virale dans chaque échantillon. Une variation ACt > 3 entre deux tests est
indiquée par un astérisque. NA-/NA+, cultures non traitées / traitées avec la
neuraminidase.



Figure 37 : Sensibilité des cellules Calu-3 a l'infection par ’'EV-D68 CF270004. Les cultures
cellulaires ont été observées en microscopie a contraste de phase apres 24 et 48h d’incubation
(grossissement x200). Les nombreuses cellules rondes blanches ainsi que les plages de lyse (A,
C, I-M) sont caractéristiques d’un effet cytopathique (ECP). (A-H) Observations apres 24h
d’incubation. (I-P) Observations aprés 48h d’incubation. Le seuil de détection (valeurs Ct) a
permis de représenter la charge virale dans chaque échantillon. Ces valeurs sont indiquées en
haut a droite des images. Le titre infectieux des inocula de virus utilisés (Logio nombre de
particules infectieuses pour 50 uL d'échantillon) est de 4,78 (A, B, 1,J), 3,78 (C, D, K, L) ou 2,78
(E, F, M, N), il a été déterminé a partir du titre infectieux du stock de virus utilisé et du facteur
de dilution employé. L’analyse des témoins négatifs par RT-PCR n’a pas détecté d’ARN viral
montrant I'absence de contamination intra essai. NA—/NA+, cultures non traitées / traitées
avec la neuraminidase.



inhibition de la réplication du génome viral est donc observée pour 4/5 souches d’EV-D68. La
production de virus infectieux a également été déterminée dans les mémes échantillons (a
I’exception de ceux associées a la souche de CVB3) (Figure 35B). La production virale est
significativement inhibée (P<0,05) par le traitement avec la neuraminidase pour les souches
CF193002 (sous-clade B3) et CF125132 (sous-clade D1), et ne I'est pas pour la souche
CF270004. Les résultats de la charge virale par RT-PCR concordent avec ceux de la production
virale pour ces 3 virus, ce qui n’est pas le cas pour les autres EV-D68 et 'EV-D70. Il y a tout de
méme une tendance a l'inhibition de la production virale pour I'EV-D70 et la souche CF307029

(sous-clade B2).

2.4. Inhibition de I’entrée du virus dans le modele Calu-3

Apreés avoir confirmé la sensibilité et permissivité des cellules Calu-3 non différenciées
a l'infection par I'EV-D68, un test d’inhibition de I'entrée dans les cellules a été réalisé (pas de
réplica). Seules les cultures inoculées non traitées avec la neuraminidase présentaient un ECP
24 h apres l'inoculation, ce qui suggere que l'infection est inhibée en I'absence d’acides
sialiques pour tous les virus. Les charges virales des différents échantillons semblent confirmer
ces observations pour trois souches : une variation ACt>3 entre les cultures traitées et non
traitées est observée seulement pour les souches CF307029, CF125132 et CF193002 (Figure
36-37). 48 h apres l'inoculation, I'inhibition semble réduite pour la plupart des souches
(hormis CF125132 et CF183054). Les cultures traitées avec la neuraminidase affichent alors de
faibles ECP. Pour la souche CF270004, le test a été reproduit a différentes concentrations.
L’intensité de I'ECP observé a 24 h et 48 h post-inoculation pour les cultures non traitées varie

en fonction de la concentration de I'inoculum, suggérant une relation dose-effet (Figure 37).

2.5. Inhibition de I'infection de la barriére épithéliale

L'effet de la neuraminidase sur I'inhibition de I'infection virale a été testé (pas de
réplica) avec les cultures air-liquide en utilisant deux virus : CF270004 (pas d’inhibition
observée avec le modeéle cellulaire A549) et CF125132 (effet inhibiteur observé avec le méme
modele). Le traitement des cultures avec la neuraminidase n’affecte pas I'aspect de la surface
cellulaire (Figure 31C-D). La barriere épithéliale est en grande partie détruite, 24 h apres
I'inoculation, pour toutes les cultures (Figure 31G-L). Les cellules qui adherent encore au
support présentent une surface lisse dépourvue de villosités. De nombreuses cellules

nécrosées présentent une membrane perforée.
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Tableau 7 : Charge virale (Ct) des souches CF125132 et CF270004 a 24 et 48h post-inoculation
de la barriére épithéliale bronchique (Calu-3).

NA- NA+
Surnageant Milieu de Surnageant Milieu de
apical culture basal apical culture basal

CF125132 J1 (24h) 18,01 30,96 20,70 32,73
(Air/Liquide) J2 (48h) 14,32 27,17 17,23 28,65
CF125132 J1 (24h) 16,14 29,30 18,59 30,40
(Air/Liquide) J2 (48h) 14,43 25,95 14,83 27,85

CF270004 11 (24h) 15,49 32,84 18,36 ND
(Liquide/Liquide) 12 (48h) 15,29 29,97 17,57 34,68

NA-, cultures non traitées avec la neuraminidase ; NA+, cultures traitées avec la neuraminidase



Ce test a été reproduit avec des cultures maintenues a l'interface liquide/liquide pour
le virus CF270004 et des cultures liquide/liquide et air/liquide pour le virus CF125132. Les
observations en microscopie a contraste de phase, 24 h apres lI'inoculation, confirment les
résultats précédents. La charge virale a été évaluée 24 h et 48 h apres I'inoculation dans le
compartiment apical et basal. Les valeurs de Ct sont proches (ACt<3) entre les cultures traitées
ou non avec la neuraminidase, ce qui indique une absence ou une faible inhibition de
I'infection. L’ARN viral est détecté dans le compartiment basal pour 11/12 cultures et la charge

virale dans ces compartiments augmente a 48 h post-inoculation (Tableau 7).

C.3. Commentaires

L'isolement de souches de virus récents est une pratique qui disparait du diagnostic
virologique. Malgré les variations phénotypiques qui surviennent en culture, isoler une souche
présente un intérét essentiel pour améliorer les connaissances scientifiques dans plusieurs
domaines. Méme s’il existe des techniques alternatives, les souches cultivables présentent un
intérét pour le développement de traitements antiviraux spécifiques et de candidats vaccins,
pour I'étude de la pathogenése virale ainsi que les études de séroprévalence (Kamau et al.,
2019; Karelehto et al., 2019; Xiang et al., 2017). La souche CF183054, isolée au cours de cette
thése, a notamment été utilisée dans I'étude séro-épidémiologique de Karelehto et al (2019).
Parmi les souches isolées dans notre travail pourtant phylogénétiquement proches, il existe
de nettes différences de pouvoir infectieux. Identifier les déterminants de ces variations
permettrait de comprendre le processus de multiplication et les interactions avec la cellule et

I’organisme hote de fagon a mieux cerner le caractere pathogene.

L'isolement de souches d’EV-D68 par l'inoculation de cultures cellulaires avec un
prélevement clinique est relativement difficile et aléatoire. La transfection de génomes
complets pourrait contribuer a isoler des souches qui présentent un intérét particulier. Seule
une étude a décrit la transfection de génome EV-D68 dans des cellules Hela a 33°C (Royston
et al., 2018). La limite principale de notre stratégie est 'obtention de génomes complets. La
technique d’amplification utilisée présente une trés faible sensibilité et devrait étre remplacée
par une technique de clonage (aprés une amplification de plusieurs fragments) permettant
I'isolement d’un plus grand nombre de souches virales. La transfection pourrait également
limiter le nombre de passages nécessaires pour obtenir un stock concentré de virus, réduisant

ainsi I'apparition de variants génétiques dans la population virale (Essaidi-Laziosi et al., 2018).
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Bien que les cellules Calu-3 aient déja servi de modele d’étude pour d’autres virus
respiratoires tel que le virus influenza (Zeng et al., 2007) ou plus récemment le SARS-CoV-2
(Shaath and Alajez, 2020), notre étude est la seule a montrer la sensibilité et la permissivité a
I'infection par I'EV-D68. La culture de ces cellules a I'interface air-liquide a permis d’obtenir
une différenciation convaincante sous la forme d’un pseudo-épithélium bronchique polarisé,
en accord avec les résultats d’études antérieures (Grainger et al., 2006; Kreft et al., 2015). La
présence de villosités de différentes tailles pourrait correspondre a des stades de
développement cellulaire. Les observations réalisées en microscopie électronique a balayage
concernent les cultures les moins maitrisées réalisées au cours de cette these. Les valeurs de
résistance électrique transépithéliale (TEER) obtenues via une faible supplémentation en
SVFhi sont supérieures a celles mentionnées dans la littérature (Grainger et al., 2006; Kreft et
al., 2015) et démontrent une bonne étanchéité. Celle-ci pourrait toutefois étre contrélée en
testant le passage d’un marqueur fluorescent depuis le compartiment apical vers le

compartiment basal (Kreft et al., 2015).

Nos résultats permettent de dresser un protocole de culture des cellules Calu-3: (i)
maintien des cellules a l'interface liquide/liquide dans du milieu supplémenté par 10% de
SVFhi jusqu’a la confluence de la nappe cellulaire. (ii) Réduction de la supplémentation en
SVFhi pour atteindre 2% puis maintien des conditions de culture en suivant I’évolution de la
TEER jusqu’a atteindre environ 1500 Q.cm? (4-5 jours). (iii) Passage a I'interface air/liquide et
ajout de 50 mM d’acide rétinoique dans le milieu de culture puis maintien des conditions de
culture pendant 2 a 5 jours en suivant I’évolution de la TEER. Ce protocole devra étre validé
en controlant I’étanchéité de la barriere et la présence de cellules ciliées. Apres validation, ce
modele de barriere épithéliale bronchique serait facilement utilisable pour un codt plus faible
que les modeles in vitro commerciaux. La capacité des cellules Calu-3 a produire une réponse
interféron de type | (Zeng et al., 2007) accroit I'intérét du modele et offre des perspectives
d’études de la réponse antivirale. Toutefois, la réponse immunitaire et la fonction de barriere

des cellules Calu-3 different de celles de cellules nasales primaires (Martens et al., 2018).

Par la suite, il sera important de comparer notre modeéle avec un modeéle d’épithélium
bronchique comme par exemple MucilAir (commercialisé par Epithelix), déja utilisé pour
I’étude de I'EV-D68 (Essaidi-Laziosi et al., 2018; Royston et al., 2018). Formé de divers types

cellulaires primaires (cellules ciliées, en gobelet, basales et non différenciées), il semble
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actuellement étre le modele de culture in vitro le plus proche de I'état in vivo pour |’étude du
tropisme respiratoire de I'EV-D68. Evaluer la possibilité de Iinstallation d’une infection
chronique dans les cellules Calu-3 différenciées, comme observée avec le modele MucilAir
(Essaidi-Laziosi et al., 2018) est un autre aspect de la validation de notre modeéle. L'absence
de cellules basales dans le modéle Calu-3 est un biais certain, réduit par I'absence de

multiplication de I'EV-D68 dans ce type cellulaire (Essaidi-Laziosi et al., 2018).

Bien que l'utilisation de la neuraminidase de Vibrio cholerae, aux concentrations
employées dans cette thése, abolisse totalement l'infection par I'EV-D70 de différentes
lignées cellulaires (Nokhbeh et al., 2005), son efficacité n’a pas été contrdlée au cours des
travaux. Ce controle est réalisable en marquant spécifiquement les acides sialiques 02,3 et
02,6 respectivement avec les lectines MAAII (Maackia amurensis lectin IlI) et SNA (Sambucus
nigra agglutinin) (Schmier et al., 2015; Zeng et al., 2007). Nos résultats, comme ceux de Baggen
et al (2016), montrent la capacité des EV-D68 a utiliser une voie d’entrée cellulaire alternative
aux acides sialiques. La comparaison de l'infection dans le modele de cellules Calu-3
différenciées ou non, via une analyse transcriptomique, pourrait alors permettre d’identifier

ces facteurs.

Conclusions et Perspectives

. Dynamique épidémique et surveillance de la circulation du virus

Les facteurs a 'origine de la réémergence de I'EV-D68 dans les années 2000 et le mode
de circulation de ce virus dans la population générale a I’échelle mondiale depuis 2014
suscitent encore de nombreuses questions dans la communauté scientifique. Le potentiel
épidémique et le neurotropisme du virus en font un pathogene a ne pas négliger tant il risque
de représenter une cause importante de paralysie chez les enfants dans les années a venir. Il
est donc essentiel de progresser dans la connaissance de ce virus pour disposer des moyens
nécessaires pour anticiper et prévenir une épidémie de grande ampleur. La pandémie que

nous traversons actuellement est un reflet trés net de cette nécessité.

Une caractéristique importante de la dynamique épidémique de I'EV-D68 est la

fréquence biennale. Ce n’est pas un aspect nouveau dans |’histoire des maladies infectieuses,
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les épidémies de rougeole - maladie qui affecte aussi les moins de 15 ans - survenaient déja
sur un mode biennal, avant la généralisation de la vaccination. La dynamique épidémique de
ce virus est liée a trois facteurs principaux : I'induction d’'une puissante immunité a long terme,
un taux de reproduction parmi les plus élevés chez les virus et une faible variation antigénique
du virus. L'interaction avec le systeme immunitaire est donc une perspective d’étude majeure
pour comprendre la dynamique épidémique de I'EV-D68 a la fois pour bien établir ses
caractéristiques antigéniques et pour déterminer |'efficacité des réponses immunitaires. La
mise en place d’études de séroprévalence a grande échelle est nécessaire pour progresser sur
ce dernier aspect. Les études réalisées jusqu’a présent sont difficilement comparables, c’est
pourquoi un protocole est en cours dans un groupe de travail du réseau ENPEN (European

Non-Poliovirus Enterovirus Network) pour standardiser les méthodes dans ce domaine.

Plusieurs limites ont été identifiées dans les études d’épidémiologie clinique réalisées
sur les infections a EV-D68. Les données publiées sont souvent biaisées car elles sont
restreintes aux années épidémiques ou a certaines populations (enfants, immunodéprimés,
hospitalisés) ou encore ne concernent qu’un type d’atteinte respiratoire ou neurologique. Par
ailleurs, les infections a EV-D68 ont été rapportées sur tous les continents mais il existe des
gaps de surveillance notamment en Afrique. En adaptant la surveillance des paralysies
flasques, il serait possible d’inclure la détection des cas d’infections a EV-D68 en associant aux
prélevements de selles, préconisés pour la détection des poliovirus, un échantillon
respiratoire pour la recherche des entérovirus. Cela permettrait d’identifier les types
d’entérovirus associés a des paralysies flasques autres que I'EV-D68 et les poliovirus.
L’entérovirus C105 qui présente également un tropisme respiratoire a, par exemple, été

identifié dans des cas de paralysies flasques (Horner et al., 2015).

La surveillance des infections a entérovirus, lorsqu’elle existe, s’appuie le plus souvent
sur des réseaux hospitaliers. Sans recherche spécifique ou génotypage systématique des
échantillons respiratoires positifs pour détecter les rhinovirus-entérovirus, la fréquence et la
saisonnalité des infections a EV-D68 sera sous-estimée. Les infections respiratoires virales sont
surveillées en France grace aux données issues du Réseau unique de surveillance
communautaire Sentinelles et du réseau de laboratoires hospitaliers RENAL, et compilées par
le centre coordinateur du CNR des virus respiratoires sous I'égide de Santé publique France.

Concernant les infections respiratoires a rhinovirus-EV, les données collectées sont le nombre
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d’échantillons respiratoires testés et positifs pour un rhinovirus-EV par RT-PCR, sans précision
du type. De plus, et ce jusqu’en 2020, cette surveillance n’était active qu’en période de
surveillance de la grippe (d’octobre & mai). A notre connaissance, le laboratoire de Virologie
du CHU de Clermont-Ferrand est le seul a systématiquement génotyper tous les échantillons
respiratoires positifs a Rhinovirus-EV, sans aucune sélection des échantillons. Pour améliorer
la surveillance des infections a EV-D68 et des entérovirus en général, il pourrait étre envisagé
de demander a certains laboratoires du RSE d’envoyer un échantillon des prélevements
positifs afin de détecter plus précocement la circulation d’EV-D68 et d’alerter sur le risque de
survenue d’atteintes neurologiques associées a une plus forte circulation de ce virus, ce qui

permettrait le diagnostic étiologique des MFA.

L'absence d’homogénéité entre les données démographiques et cliniques rapportées
au sein des différents réseaux de surveillance nationaux constitue une limite importante pour
identifier les facteurs qui déterminent la circulation du virus au cours du temps et a différentes
échelles géographiques. En Europe, la surveillance de la circulation de I'EV-D68 pourrait étre
améliorée au cours des prochaines années grace a la mise en place du réseau ENPEN, initiée
en 2016 en réponse a l'augmentation du nombre de cas d’atteintes paralytiques du type
poliomyélite. Ce réseau a déja produit une série de préconisations concernant le diagnostic et
la caractérisation des entérovirus dont I'EV-D68. Trois protocoles de surveillance portant sur
les atteintes neuroméningées, respiratoires et cutanéomuqueuses ont été proposés aux
membres du réseau. La mise en place de ces protocoles, retardée par la pandémie de Covid-
19, devrait étre réalisée en 2022 avec des laboratoires volontaires en Europe : 60 laboratoires
localisés dans 25 pays sont préts a mettre en place au moins un protocole (Fischer et al., 2021;

Harvala et al., 2018).

Un réseau de surveillance s’est constitué en 2017 dans la région Asie-Pacifique ou
APNES (« Asia-Pacific Network for Enterovirus Surveillance ») avec 6 membres fondateurs
localisés au Cambodge, en Malaisie (2 laboratoires), au Vietnam (2 laboratoires) et a Taiwan
(Chiu et al., 2020). Le réseau est orienté vers la surveillance de I'EV-A71, dont la prévalence
est tres supérieure a celle de I'EV-D68 dans cette région. Les membres souhaitent contribuer
a améliorer la surveillance de ce virus qui est a I'origine d’atteintes neurologiques séveres et

pour lequel 3 vaccins ont été développés. Le réseau a aussi pour ambition, comme ENPEN en
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Europe, de participer a ’lharmonisation du diagnostic et du suivi épidémiologique des autres

entérovirus ré-émergents actuellement en Asie, comme I'EV-D68.

Enfin, la surveillance environnementale peut aussi étre mobilisée pour rechercher I'EV-
D68 dans les eaux-usées dans la perspective d’anticiper de prochaines épidémies. Cette
approche a pris un essor important avec la pandémie de Covid-19 et permettrait de suivre en
temps réel la circulation de I'EV-D68 et d’autres entérovirus d’intérét en particulier lorsque la
surveillance clinigue n’est pas réalisée ou insuffisante (Majumdar et al., 2019). Bien que I'EV-
D68 soit un virus respiratoire et qu’il présente des caractéristiques qui le rapprochent des
rhinovirus, il est excrété dans les selles et a été détecté dans les eaux usées par RT-PCR
(Bisseux et al., 2018) ou par séquencage NGS (Majumdar and Martin, 2018), y compris
pendant la pandémie de Covid-19 (Tedcastle et al., 2022). Une étude toute récente montre la
faisabilité d’une surveillance ciblée sur 'EV-D68 en Israél (Erster et al., 2022). Le virus a été
recherché pendant 29 semaines en 2021 et il a été détecté juste avant le pic épidémique (juin
- juillet) rapporté chez les patients. Le virus de sous-type B3 détecté dans les eaux usées est
semblable a celui identifié chez les patients. Une approche de surveillance environnementale
ciblée combinant une détection quantitative et le séquencage NGS peut donc étre envisagée
pour I'EV-D68 et 'EV-A71. Cette approche présente en outre I'intérét de surveiller la totalité
de la population sans cibler les individus symptomatiques comme les systémes de surveillance

conventionnelle.

Il.  Epidémiologie génomique

Le séquencage des génomes complets d’entérovirus n’est pas encore couramment
appliqué dans les études d’épidémiologie moléculaire. Les données générées restent faibles
au regard de I'ampleur des épidémies associées a I'EV-A71 ou I'EV-D68, voire anecdotiques
lorsque I'on considere les infections asymptomatiques. Par exemple, seulement 38 génomes
complets supplémentaires ont été déposés dans GenBank (qui en compte 938) depuis la
derniere extraction de données effectuée pour compléter notre étude. Au total, ce sont 5 222
séquences d’EV-D68 qui sont disponibles dont 38 % pour 9 pays européens et 28 % pour les
Etats-Unis. A eux seuls, ces chiffres indiquent les biais de représentation géographique qui

excluent toute utilisation des données de séquencgage pour évaluer la prévalence de I'infection
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ou faire un suivi de l'infection en temps réel. Par ailleurs, I'analyse bibliographique et des
métadonnées montre que les informations sur les méthodes de séquencage, sur les aspects
cliniqgues ou démographiques sont souvent incomplétes. Un peu moins de la moitié des
génomes d’EV-D68 disponibles dans la base de données publique GenBank sont décrits dans
une publication et associés a des informations détaillées concernant les stratégies de
séquencage. Les informations associées aux séquences qui n‘ont pas fait I'objet d’une
publication sont plus limitées et peuvent manquer d’exhaustivité. Il est donc difficile de
comparer les résultats de séquencage issus de la littérature. La généralisation du séquencage
du génome complet associé a des données épidémiologiques et cliniques précises a montré
tout son intérét dans le suivi épidémiologique d’épidémies causées par plusieurs virus, comme
le SARS-CoV-2 (https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global/6m), le virus Ebola (Dudas et al.,
2017) ou le virus Zika (Thézé et al., 2018). De nombreux laboratoires ont pu s’équiper en
séquenceurs de nouvelle génération et intégrer ces méthodes dans la pratique courante, ce
qui devrait permettre de démocratiser celles-ci a d’autres virus épidémiques. La stratégie
d’obtention de génomes complets proposée dans cette thése a été validée en pratique pour
I’étude des souches responsables de I'épidémie en 2018 (Duval et al., 2021 ; 82 % d’obtention
de séquences). Cette technique d’amplification génomique a partir d’échantillons cliniques,
sans sélection sur la charge virale, a été utilisée a nouveau pour |'épidémie récente de 2021
en combinaison avec le séquencage 2'®™¢ génération : le génome a été déterminé pour 28/40
(70 %) échantillons. Cette derniére étude confirme que la méthode d’amplification des
génomes d’EV-D68 est sensible et peut donc étre réutilisée dans d’autres études, quelle que

soit I'approche de séquencage disponible.

L’épidémiologie génomique des entérovirus devrait aussi pouvoir bénéficier d’'une
base de données centralisée sur le modele de la base GISAID, actuellement limitée aux
séquences des virus grippaux et SARS-CoV-2, ou de la base Emergen. Cette derniére, mise en
place sous I'égide de Santé publique France par I'Institut francais de bio-informatique, est
actuellement restreinte au SARS-CoV-2 mais pourrait étre élargie a d’autres virus émergents
dans le cadre des missions de la nouvelle agence ANRS - Maladies infectieuses émergentes.
L’association données cliniques / génomiques / méthodologiques permettrait un suivi optimal
des infections a entérovirus. Le site Nextstrain permet un suivi de la dynamique évolutive de

certains pathogeénes dont celle de I'EV-D68 (https://nextstrain.org/enterovirus/d68/genome)
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mais cela nécessite la encore un apport régulier et en temps réel de séquences par la

communauté internationale.

La constitution d’une base de 896 séquences de génomes complets d’EV-D68 associée
a une recherche la plus compléete possible des informations associées a aussi permis
d’actualiser les données sur les caractéristiques moléculaires spécifiques de chaque clade et
sous-clade. Cette étude permet d’analyser plus en détail I'impact potentiel des variations
génomiques identifiées dans les régions non codantes et les régions codant les protéines
virales sur la dynamique évolutive de I'EV-D68 et sa (neuro)-virulence. La réémergence de I'EV-
D68 pourrait étre liée a différents facteurs moléculaires viraux ayant pour origine des

mutations spécifiques.

Les caractéristiques de la capside font partie des facteurs déterminant la transmission
des souches dans la population en induisant des réponses immunitaires, en particulier
humorales neutralisantes (Huang et al., 2020; Vogt and Crowe, 2018) . La diversité génétique
observée a partir des séquences codant les protéines structurales et caractérisant chaque sous
clade majoritaire des épidémies depuis 2014 porte majoritairement sur des épitopes
antigéniques connus de I'EV-D68. La diversité antigénique pouvant en résulter, par exemple
entre les clades B et D, en accord avec la faible immunité croisée, pourrait expliquer que les 2
sous-clades B3 et D1 puissent co-circuler en 2018 (Duval et al., 2021; Harrison et al., 2019). La
succession d’épidémies réguliéres et associées a différents génogroupes ou sous-génogroupes
d’entérovirus A71 a notamment été associée a des différences antigéniques, plusieurs études
ayant montré des différences de neutralisation croisée entre les virus des génogroupes B et C
(Huang et al., 2009; van der Sanden et al., 2010). En 2016, I'émergence d’un nouveau variant
C1v2015 (sous-génogroupe C1) s’est traduite par une nouvelle épidémie avec de nombreux
cas rapportés en Europe. L’étude des séquences P1 de ce nouveau variant a mis en évidence
des mutations proches d’épitopes reconnus par les anticorps neutralisants humains ou
murins, ce qui a pu favoriser sa transmission a grande échelle (Huang et al., 2020; Zhu et al.,
2018). D’autres facteurs moléculaires viraux, autres que ceux associés a la diversité
antigénique, peuvent avoir favorisé I'’émergence de I'EV-D68, comme ceux impactant
I'infectiosité et la transmissibilité via une meilleure réplication ou traduction virale. Chez
I’entérovirus A71, plusieurs déterminants de la virulence ont été identifiés au niveau de la

protéine VP1, la position VP1-145 améliore la fixation du virus a des cellules neuronales

83



murines (Huang et al., 2012) ou détermine l'infectiosité du virus dans les voies respiratoires

(van der Sanden et al., 2018).

L'impact des mutations spécifiques au clade B3 de I'EV-D68 n’a pas été étudié mais une
meilleure infectiosité des voies respiratoires supérieures pourrait favoriser une plus grande
transmission du virus. Les recherches menées sur le lien entre génétique moléculaire et
virulence des poliovirus ont montré que des variations ponctuelles de la région 5" non codante
ou de protéines non structurales impliquées dans la réplication pouvaient influencer le
tropisme cellulaire et la (neuro)-virulence (Gromeier et al., 1999). Les clades de I'EV-D68 se
différencient par des substitutions spécifiques au niveau des domaines de I'IRES, I'efficacité
de la traduction pourrait donc étre différente d’un virus a 'autre (Furuse et al., 2019a). Si
I'impact potentiel de mutations ponctuelles tout le long du génome des entérovirus sur la
diversité antigénique, l'infectiosité ou la réplication virale ne peut étre nié, I'histoire évolutive
des entérovirus est surtout marquée par la survenue d’événements de recombinaison
génétique (McWilliam Leitch et al., 2012), qui permet en assemblant de novo des génomes
viraux de générer de tout nouveaux variants. Plus que l'accumulation de mutations
ponctuelles, c’est l'association optimale de séquences génomiques entre elles via la
recombinaison génétique qui constitue souvent un facteur déterminant dans la diffusion des
souches, comme ce fut le cas avec le nouveau variant d’EV-A71/C1v2015 (Ngangas et al.,
2019). L’analyse des génomes complets d’EV-D68 dans notre étude n’a pas montré de signal
de recombinaison génétique. Cette particularité, observée également au début de I’histoire
évolutive de I'EV-A71, pourrait étre liée a plusieurs facteurs: 1) la trés faible circulation
d’autres types d’entérovirus appartenant a I'espéce D, notamment en France (données du
CNR, Bisseux et al., 2020), 2) une probabilité de co-infection cellulaire plus faible pour ce virus

a tropisme essentiellement respiratoire contrairement aux autres entérovirus.

lll. Le pouvoir pathogene de I'EV-D68

La détection de I'EV-D68 au CHU de Clermont-Ferrand s’est appuyée sur une méthode
de diagnostic inchangée entre 2014 et 2018 et non ciblée sur un groupe d’age. C’est la raison
pour laquelle, nous avons pu déceler en 2018 I'augmentation de la proportion d’adultes parmi

les patients positifs a I'EV-D68. La réalisation d’un sous-génotypage exhaustif nous a
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également permis de confirmer que le sous-clade D1 était associé aux patients adultes. Dans
notre population de patients, les adultes présentaient plus de signes pulmonaires et
neurologiques (maux de téte, myélite flasque aigué), alors que les manifestations respiratoires

hautes n’étaient pas discriminantes par rapport aux enfants.

A partir des données cliniques des patients adultes inclus dans notre étude, il serait
intéressant de poursuivre I'exploration de I'impact des comorbidités respiratoires sur
I'infection virale. Dans cette perspective, il est possible d’utiliser des modeles cellulaires ex
vivo produits avec des cellules primaires de patients présentant des comorbidités, tabagisme
ou encore maladie pulmonaire chronique obstructive. Ces modeles commercialisés pourraient
étre utilisés pour comparer la multiplication des souches des sous-clades B3 et D1 que nous
avons isolé. Recréer les effets du tabagisme est également possible avec un modele in vitro
classique tel que celui que nous avons cherché a développer avec les cellules Calu-3. En les
comparant a des modeéles « sains », il serait par exemple possible d’évaluer les impacts sur le

cycle viral, la réponse immunitaire et I'installation d’une infection chronique.

Actuellement, les complications neurologiques et les paralysies observées chez
certains patients sont expliquées par un mécanisme de transport axonal du virus, mais la
guestion du pouvoir pathogéne de ce virus est loin d’étre résolue. Le génome viral est peu
retrouvé dans le sang et le LCS des patients qui présentent une MFA (Messacar et al., 2018).
Ceci peut avoir deux causes, le délai entre la réalisation de I’échantillon et le début de
I'infection et/ou une concentration en ARN viral trés faible dans ces deux compartiments
pendant I'infection. Ces observations posent la question de la dissémination intra-individuelle
du virus. Dans cette perspective, il serait important d’étudier de fagon exhaustive le tropisme
du virus vis-a-vis des cellules immunitaires pour déterminer si le virus est transporté par un
type particulier de leucocytes, transitoirement au début de I'infection par exemple. Une étude
amontré la capacité du virus a infecter certains types leucocytaires in vitro, comme les cellules
T et B (Smura et al., 2010). La limite de cette étude est qu’elle a été réalisée a partir de lignées
cellulaires ; a notre connaissance, I'étude du tropisme de I'EV-D68 n’a pas été effectuée en
utilisant des cellules du sang périphérique. Dans une étude, les auteurs ont détecté des
anticorps anti-EV-D68 dans le LCS de patients présentant une MFA (Mishra et al., 2019). lls
trouvent des anticorps contre un peptide de 22 aminoacides de la protéine VP1 du virus dans

6/11 échantillons de LCS et 8/11 échantillons de sang ; les anticorps n’ont pas été retrouvés
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dans les échantillons controles. Des résultats similaires ont été rapportés dans une seconde
étude (Schubert et al., 2019). On ne peut pas exclure que les anticorps proviennent du sang,
mais ces résultats suggerent aussi qu’ils résultent d’une production intrathécale en réponse a

une infection locale a un moment de I'infection.

L’analyse comparée des génomes viraux montre que les clades et certains sous-clades
se distinguent par plusieurs positions polymorphes distribuées tout le long des séquences
génomiques. Toutefois, il est actuellement difficile d’apporter la preuve définitive que l'une
ou l'autre de ces mutations est associée a la virulence. Deux perspectives peuvent étre
proposées pour étudier cet aspect. La premiere est I'étude comparée in vitro de I'efficacité de
I'initiation interne de la traduction a partir de I'IRES de I'EV-D68. Ce type d’analyse, initiée par
Furuse et al (2019a), a mis en lumiere les positions polymorphes dans différents domaines
tige-boucle de I'IRES. Cette analyse mérite d’étre élargie en comparant I'IRES du sous-clade
D1 a ceux des autres virus épidémiques et des 4 autres membres de I'espéce D (EV-D70, D94,
D111 et D120). En effet, I'IRES de I'EV-D68 est phylogénétiquement distinct des 4 autres. Il
serait aussi instructif de comparer I'efficacité de I'initiation interne d’un IRES “EV-D68” a celle
des IRES d’autres entérovirus. La comparaison avec I'IRES du poliovirus apporterait une
indication importante sur les propriétés de I'EV-D68, car I'efficacité de la traduction du
poliovirus est tres élevée dans des cellules d’origine neuronale ou en présence de facteurs
issus de ces cellules. La seconde approche qui peut étre proposée a partir de notre travail est
I’étude de la diversité virale qui se manifeste pendant I'infection in vivo. Plusieurs études
montrent qu’il existe des variants génétiques (haplotypes) au cours de l'infection in vivo par
le poliovirus et I'EV-A71, et les résultats suggerent qu’il s’agit d’'un facteur associé a la
manifestation de leurs propriétés neurovirulentes (Cordey et al., 2012; S.-W. Huang et al.,
2017; Pfeiffer and Kirkegaard, 2006). Pour mettre en évidence I'existence d’une diversité
d’haplotypes au cours de I'infection a EV-D68, il serait nécessaire de séquencer les génomes
viraux dans les échantillons d’un méme patient, idéalement des compartiments tissulaires
différents. Toutefois, la difficulté d’obtenir un échantillon de LCS positif chez les patients qui
présentent une atteinte neurologique, limite I'intérét de cette approche pour détecter les

“haplotypes neurovirulents”.
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IV. Conclusion

Pour conclure, cette thése a permis d’intégrer dans la méme étude des données
d’épidémiologie clinique et d’épidémiologie moléculaire ou génomique, et les résultats
contribuent a une meilleure connaissance de certains aspects de 'EV-D68. La réémergence de
de ce virus au début des années 2000 reste énigmatique, mais comme pour d’autres virus a
ARN, on peut penser que plusieurs facteurs se sont combinés pour cette réémergence. Par
ailleurs, les difficultés de I'isolement de ce virus en culture cellulaire et celles du diagnostic
moléculaire (faux-négatifs en RT-PCR, échantillons inadéquats) ne sont pas totalement
étrangeres a la longue période pendant laquelle le virus n’a pas été rapporté aprés sa
détection princeps en 1962. Notre analyse génomique comparative détaillée suggere que
plusieurs mutations dans tout le génome sont nécessaires pour faire émerger un clade ou
sous-clade épidémique pérenne. Des mutations dans les protéines non structurales
combinées a des variations antigéniques peuvent conduire a un avantage sélectif plus décisif
gue chaque mutation isolément. Enfin, il est nécessaire de disposer de modeles cellulaires et
animaux fiables pour valider les fonctions des mutations détectées a partir des comparaisons
génomiques faites in silico. Ces comparaisons génomiques peuvent aussi étre utilisées pour
détecter des associations avec des manifestations cliniques a conditions de pouvoir réaliser
des études prospectives solides a grande échelle et de disposer de bases de données bien

construites.
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Annexe

. Préparation de la librairie de séquencgage par la technique SMRT

La librairie SMRTbell a été préparée avec un kit de préparation de modeles d’ADN 1.0
en suivant la procédure standard pour le séquencage SMRT multiplex d’amplicon avec des
adaptateurs PacBio. La concentration en ADN des produits PCR a été quantifiée via le kit
Qubit dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific) puis une étape de purification a été réalisée avec
des billes PacBio 0,45X AMPure avant de normaliser les concentrations en ADN a 20 ng/uL. La
qgualité et la taille des fragments ont ensuite été controlées par électrophorése via un
analyseur (Agilent Technologies). Une série de réactions enzymatiques a été effectuée sur
chaque produit PCR en vue d’éliminer I’excédent d’ADN simple brin, de réparer les extrémités
et de circulariser les molécules d’ADN. Chaque amplicon maintenant identifié par un “code-
barre” a été purifié puis mélangé de fagon équimolaire. Les fragments d’une taille supérieure
a 3 kb ont ensuite été sélectionnés. La qualité de la librairie SMRTbell a été inspectée via un
analyseur de fragments (Agilent Technologies) et une quantification d’ADN a été réalisée. Le
kit de liaison 3.0 et I'amorce V4 (Pacific Biosciences) ont été utilisés pour créer un complexe
de polymérase SMRTbell prét a séquencer. La librairie concentrée a 8 pM d’ADN, a été chargée
sur une plaque avec le systeme Sequel | via la méthode de diffusion selon les instructions du
fabricant. Les échantillons d’EV-D68 ont été traités dans une librairie regroupant au total 96
échantillons et ont été analysés avec un séquenceur PacBio Sequel dans une cellule SMRT. Le
séquenceur a été programmé pour charger des cellules SMRT PacBio v2.0 (Pacific Biosciences)
et séquencer les échantillons sur une durée d’approximativement 20 heures par cellule pour

générer 25 Go de données et un insert N50 a 7,9kb.
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Résumé

L’entérovirus D68 (EV-D68), isolé pour la premiere fois en 1962, a été ensuite peu détecté pendant plusieurs
décennies. Depuis 2014, des épidémies sont rapportées tous les deux ans en Europe et aux USA. L’analyse
moléculaire des souches qui circulent a I’échelle mondiale montre qu’elles se répartissent en quatre clades A a
D; le clade B a été a l'origine de la majorité des épidémies récentes. Ce virus est responsable d’infections
respiratoires sévéres rapportées chez I'enfant principalement, en particulier en cas de maladie respiratoire sous-
jacente. Des complications neurologiques proches de celles associées aux poliovirus ou a I'EV-A71, sont
rattachées a une entité neurologique propre a I'EV-D68, la myélite flasque aigué, caractérisée par des séquelles
fréquentes. L'objectif de la these était d’analyser les données épidémiologiques concernant les infections a EV-
D68 recueillies sans sélection des patients, entre 2014 et 2018 au CHU de Clermont-Ferrand et de comparer les
souches détectées chez les enfants et les adultes a celles qui circulent a I’échelle mondiale. Les souches
identifiées chez les patients appartiennent aux sous-clades B3 et D1. Nous montrons que I'augmentation du
nombre d’adultes infectés au cours de la période coincide avec I'émergence du sous-clade D1. Pour franchir le
cap de I'épidémiologie moléculaire basée sur I'étude des séquences VP1 et passer a I'épidémiologie génomique,
nous avons développé une technique d’amplification du génome complet applicable aux échantillons cliniques.
Elle a été combinée au séquencage NGS. L'analyse des variations moléculaires a été réalisée de facon exhaustive
pour tous les sous-clades. Plusieurs substitutions nucléotidiques dans les régions non codantes et d’acides
aminés dans les sites antigéniques ont été mises en évidence pour chacun des groupes phylogénétiques. Nous
avons aussi analysé I'histoire évolutive du virus et exploré la diffusion géographique. Ces travaux ont permis
d’intégrer dans la méme étude des données d’épidémiologie clinique et d’épidémiologie génomique. Notre
analyse comparative suggere que plusieurs mutations dans tout le génome sont nécessaires pour faire émerger
un clade ou sous-clade épidémique pérenne. Des mutations dans les protéines non structurales combinées a des
variations antigéniques peuvent conduire a un avantage sélectif plus décisif que chaque mutation isolée.

Mots-clés : Entérovirus D, infections respiratoires, enfants, adultes, épidémiologie clinique, épidémiologie
génomique, séquencgage NGS, émergence virale

Abstract

Enterovirus D68 (EV-D68), first isolated in 1962, was subsequently poorly detected for several decades. Since
2014, outbreaks have been reported every two years in Europe and the USA. Molecular analysis of the circulating
strains shows that they fall into four clades A to D; clade B was involved in most of the recent outbreaks. This
virus is associated with severe respiratory infections reported mainly in children and in patients with underlying
respiratory disease. Neurological complications similar to those associated with polioviruses or EV-A71 are
designated as a neurological entity specific to EV-D68, acute flaccid myelitis, characterised by frequent sequelae.
The aim of the thesis was to analyse unbiased epidemiological data concerning EV-D68 infections between 2014
and 2018 at the Clermont-Ferrand University Hospital and to compare the strains detected in children and adults
to those circulating worldwide. The strains identified in patients belong to subclades B3 and D1. We showed that
the increase in the number of infected adults over the period coincides with the emergence of the D1 subclade.
To move from molecular epidemiology based on VP1 sequences to genomic epidemiology, we developed a whole
genome amplification technique applicable to clinical samples. This was combined with NGS sequencing.
Comprehensive molecular variation analysis was performed for all subclades. Several nucleotide substitutions in
non-coding regions and amino acid substitutions in antigenic sites were identified for each phylogenetic group.
We also analysed the evolutionary history of the virus and explored the geographical spread. This work allowed
the combined analysis of clinical and genomic epidemiological data. Our comparative analysis suggests that
several mutations throughout the genome are required to give rise to a perennial epidemic clade or subclade.
Mutations in non-structural proteins combined with antigenic variations may lead to a more decisive selective
advantage than each isolated mutation.

Key words: enterovirus D, respiratory infections, children, adults, clinical epidemiology, genomic epidemiology,
new generation sequencing, viral emergence
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