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CoV : coronavirus

HRV: human rhino virus

IAV : influenza A virus

IFN : interféron

ICAM-1 : intracellular adhesion molecule 1
IgG : immunoglobulines G

IgM : immunoglobulines M

IL : interleukine

IRA: infections respiratoires aigués

ISGs : IFN-stimulated genes

LDL : low-density lipoprotein

MGI : médecins généralistes investigateurs
MT : médecin traitant

nsp : non structural proteins

PCR : Polymerase Chain Reaction

POCT : point-of-care test

SRAS : syndrome respiratoire aigu sévere

VRS : virus respiratoire syncytial
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Introduction générale

Les premiéres épidémies hivernales liées aux maladies respiratoires infectieuses rapportées
dans I'Histoire sont décrites par Hippocrate, et datent du 5™ siécle avant Jésus Christ. Depuis, de
nombreux virus respiratoires ont été identifiéss comme responsables de ces épidémies (1). Les
Infections Respiratoires Aigués (IRA) représentent les infections les plus fréquentes en population
générale (0 a 6 IRA par individu par saison épidémique) (2). Leur prévalence reste difficilement
estimable (environ 25 millions de cas de rhinopharyngites par an, ainsi que 10 millions de cas de
bronchites selon Santé Publique France). Aux Etats-Unis, le cot estimé du simple rhume est de 40
milliards de dollars par an (3), et de 87 milliards concernant la grippe (4). Chez les jeunes enfants, les
ARI sont responsables de 20 a 40% des hospitalisations (5). Elles sont presque exclusivement traitées
en ville: 97% des IRA basses sont prises en charge par les médecins généralistes selon la Société de
Pathologie Infectieuse de Langue Francaise. La morbidité et les colts sociaux qu’elles induisent sont
considérables : absentéisme, prescription inappropriée d’antibiotiques, recours aux hospitalisations
pour les populations a risque. Elles sont source de transmission nosocomiale au sein des centres de
soins ou de centres de vie communautaires tels que les créches et les maisons de retraite. Récemment,
la pandémie a SARS-CoV2 a touché plus de 761 millions de personnes a travers le monde, et entrainé
de plus de 6,9 millions de décés au 1°" mars 2023, et rappelle que I'enjeu social et économique est

quotidiennement soulevé par les IRA.

Comprendre et traiter les infections virales respiratoires représentent donc un enjeu majeur
pour la santé de I'enfant avec pour objectif de préserver le capital respiratoire a 'age adulte (6) (7). Elles
sont responsables d’'une importante morbidité respiratoire : bronchiolite aigué, asthme du nourrisson,
exacerbations des maladies respiratoires chroniques (asthme, bronchopneumopathies chroniques
obstructives (BPCO)) (8) (9). Les virus responsables appartiennent a une quinzaine d’especes
différentes ayant un tropisme préférentiel pour I'arbre respiratoire. Cependant, la majorité des données
sont hospitalieres. Le diagnostic respiratoire virologique est effectué en effet exclusivement en milieu
hospitalier du fait de son codt élevé et du mode de préléevement par écouvillonnage naso-pharyngé.

Une des conséquences est la connaissance limitée de ces virus en médecine ambulatoire.

Les IRA virales peuvent se transmettre par contact direct ou indirect, par pulvérisation de
gouttelettes dans le cadre d'une transmission a courte distance, ou par aérosol dans la transmission a
longue distance (transmission par voie aérienne) (Figure 1) (10). On distingue les IRA virales hautes
peu séveres (« the common cold »), rassemblant un groupe hétérogene d’infections symptomatiques
dues a des virus appartenant a différentes familles virales, et les IRA virales basses, plus sévéres
(bronchites, bronchiolites, bronchopneumopathies, pneumopathies, syndrome de détresse respiratoire
aigué), associées surtout a certains virus respiratoires tels que la grippe, le VRS (Virus Respiratoire



Syncytial), le SARS-CoV2, ou des populations a risque sont identifiées (patients agés,
immunodéprimés, patientes enceintes, etc) (11). Il n’existe pas de spécificité clinique permettant de
connaitre le virus infectant responsable de la symptomatologie. Récemment, des techniques de
diagnostic virologique moléculaire ont été mises au point et rendues facilement accessibles aux
hépitaux, mais les stratégies d’utilisation et de prise en charge restent peu claires. L’arsenal
thérapeutique et vaccinal reste pauvre, et surtout développé pour certains virus d’intérét (grippe, SARS-
CoV2).

Figure 1- Facteurs influencant la transmission des virus respiratoires- Selon Moriyama et al.,2020 (12)
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Plusieurs facteurs contribuent a I'nétérogénéité des résultats publiés par les études portant
sur les virus respiratoires : le type et le nombre de virus recherchés, le type de prélévement, la période
ou I'étude est réalisée, la zone géographique, la population (hospitaliere, soins ambulatoires) avec ses
propres caractéristiques (age, comorbidités, genre, statut immunitaire, etc), ainsi que la taille des séries.
Cela rend les études difficilement comparables, car trés hétérogénes d’'une étude a I'autre, et amene
également a des données qui peuvent se contredire. De plus, il existe une vraie saisonnalité décrite et

connue des virus respiratoires, dépendant des différents lieux géographiques (Figure 2) (12).



Figure 2- Saisonnalité des virus respiratoires dans les régions tempérées — Selon Moriyama et

al., 2020 (12)
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Le virus de la grippe, les coronavirus (CoV) et le virus respiratoire syncytial humain (RSV) présentent des pics en
hiver (virus hivernaux). L'adénovirus, le bocavirus humain (BoV), les virus parainfluenza (PIV), le métapneumovirus
humain (hMPV) et le rhinovirus (HRV) peuvent étre détectés tout au long de I'année. Les schémas saisonniers du
PIV sont spécifiques a chaque type. Les épidémies de PIV de type 1 (PIV1) et de PIV de type 3 (PIV3) culminent
respectivement a l'automne et au printemps-été. La prévalence de certains entérovirus non rhinovirus augmente
en été (virus d'été).

Parmi les virus responsables des épidémies hivernales, le rhinovirus (HRV pour Human
RhinoVirus) est le plus fréquent. Le VRS, principal virus responsable de bronchiolites chez les
nourrissons, est également responsable d'IRA dans I'ensemble de la population générale, générant un
important codt lié aux soins chez les personnes fragilisées (nourrissons, personnes agées). Enfin, les
Coronavirus « communs » endémiques (NL63, HKU1, 229E et OCA43), circulent également,
responsables d’'IRA de facon épidémique. C’est autour de ces virus respiratoires que nous avons

travaillé.




I A. Rhinovirus

(HRV)

1. Classification et structure

HRV est un virus petit (environ 30 nm de diamétre), non enveloppé, a ARN (acide

ribunucléique), a brin unique positif (13), appartenant a la famille des Picornaviridae. On distingue 3

especes (A, B et C) (Figure 2), et environ 150 sérotypes sont décrits actuellement. Le génome est

composeé d’environ 7200 kb (Figure 3).

Figure 2- Rhinovirus observés en microscopie électronique (A), et modélisation de la capside externe

des différentes espéeces de Rhinovirus (B)
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Figure 3- Structure génomique de 'HRV- Selon Jacobs et al. (14)
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L’HRYV est un virus a ARN positif monocaténaire de 7,2 kb avec un seul cadre de lecture ouvert relié a une région
5’ non traduite et a une courte protéine d'amorgage virale (VPg). La protéine VP1 est transformée pour former la
capside de I'HRV, et les protéines VP2 et VP3 sont transformées pour produire la VPg, la protéase et IARN
polymérase ARN-dépendante. IRES= internal ribosomal entry subunit (sous-unité d'entrée interne du ribosome).




La capside posséde contient 4 protéines appelées VP1 a VP4, arrangées en 60 unités
protomeériques répétées. Les différents sérotypes se distinguent principalement au niveau de leur région

codant pour VP1 ou VP4/VP2. Cependant, la diversité génétique des HRV évolue en permanence, et
la classification des HRV est régulierement mise a jour (Figure 4).

Figure 4- Arbre phylogénétique des HRV- Selon Jacobs et al. (14)
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L'arbre a été réalisé a l'aide de méthodes d'association de voisins a partir de séquences d'’ARN du
génome complet alignées et ancrées avec des données concernant les especes d’HRV A, B et C.
L'anneau extérieur ("1" ou "2") indique les types de groupes de médicaments anticapside, s'ils sont

connus. L'anneau intérieur indique les membres des groupes de récepteurs majeurs ("M") (ICAM-1) et
mineurs ("m") (LDLR).

2. Cycle viral

L’HRYV rentre dans la cellule par les voies respiratoires supérieures et se fixe a des récepteurs
des cellules épithéliales respiratoires. HRV-A et HRV-B se lient au récepteur de la molécule d’adhésion

intracellulaire 1 (ICAM-1) et au récepteur des LDL (low-density lipoprotein) ; HRV-C se lie a une protéine
appelée CDHR-3 (cadherin-related family member 3) (Figure 5). Selon le type de récepteur, I'absorption

du virus se fait par endocytose dépendante ou indépendante de la clathrine ou par macropinocytose.



Les virions subissent ensuite des changements de conformation qui donnent naissance a des particules
subvirales hydrophobes. Ce processus est initié par I'lCAM-1 et/ou I'environnement a faible pH dans les
endosomes. On pense que le génome a ARN traverse la membrane de I'endosome vers le cytosol a
travers un pore formé par les protéines virales ou a la suite d'une rupture de la membrane. Une fois
dans le cytosol, le ribosome de la cellule héte traduit I'ARN simple brin a sens positif en une polyprotéine
qui est ensuite transformée en ses différentes parties (15).

Figure 5- Pathogenese de linfection par HRV- Selon Saraya et al. (16)

Airway remodeling

IPN-p
IFN-A
L
e

CXCLIO/TP-10 VEGF
COAS/RANTES | ,
CXOLB/TL-8 EGF Matrix

|
|
|

|

|

|
FGF proteins |
|
|
|
|
/

Cytokines ( Chemokines

GI-CSF

|
‘ Amphiregulin
| Activin A
Ch rn taxs : \‘
emotaxi l >
|\ LB !

fibroblast/myofibroblast /
FeeR1 gt Lyrn N s ki -

H e e® T

3. Transmission

L’HRV se transmet d'une personne a l'autre par contact (direct ou indirect) ou par aérosol (petites
ou grosses particules) (17). L'infection par 'HRV est déclenchée par inoculation intranasale et
conjonctivale, mais pas par voie orale. Dans les études sur l'infection naturelle et expérimentale par
'HRV, le virus est réguliérement déposé sur les mains et introduit dans I'environnement. L'HRV est
détecté dans 40 % des mains de volontaires naturellement infectés et dans 6 % des objets de la maison
(18). Dans une étude portant sur 24 couples mariés avec un partenaire infecté expérimentalement, la
transmission de l'infection par 'HRV s'est produite chez 9 couples pendant des périodes de contact
allant de 3 a 60 jours (17). Dans des conditions expérimentales, 'HRV survit dans un environnement
intérieur pendant des heures, voire des jours, a une température ambiante, et sur une peau intacte

pendant 2 heures (17). La fréquence et la durée de I'excrétion de 'HRV dans les aérosols ne sont pas



bien comprises. Dans une étude, 'HRV a été transmis par aérosolisation a 56 % de 18 volontaires qui

avaient joué aux cartes pendant 12 heures avec des sujets infectés expérimentalement (19).

4. Pathogénicité

Jusque récemment, 'HRV était rendu responsable d’IRA hautes, épargnant les voies respiratoires
basses. Cependant, il a été montré que le virus pouvait mieux se répliquer dans les voies basses (20).
Dans une cohorte réalisée en soins primaires d’adultes avec une toux aigle, donc suspects d’ARI
basse, I'HRV était retrouvé chez 26% des prélévements de gorge (21). L’exposition aux souches de
HRV commence précocement au cours de la vie et continue tout au long de la vie. L'HRV peut étre
responsable d’IRA hautes et basses (22), comme la rhinite aiguég, I'otite aigué, mais également étre a
I'origine de bronchiolites chez les nourrissons, ou d’exacerbations d’'asthme (23) : dans cette étude, les
nourrissons positifs au HRV-C étaient plus vieux, et présentaient plus souvent des signes de détresse
respiratoire et des sifflements que les nourrissons positifs a HRV-A ou HRV-B. Cette répartition de
fréquence est également la méme dans une étude ayant inclus des enfant de moins de 5 ans
hospitalisés pour IRA (24). La fréquence estimée d’infection par 'HRV est de 2 a 3 fois par an chez
ladulte (25). L'HRV est connu pour étre a l'origine de I'exacerbation de maladies respiratoires

chroniques et augmente la mortalité chez les personnes agées (26) (27) (28).

Alors que d'autres virus respiratoires, tels que le virus de la grippe et le virus respiratoire
syncytial (VRS), provoquent une destruction des cellules épithéliales des voies respiratoires, 'HRV est
rarement associé a une cytopathologie des voies respiratoires supérieures. En utilisant la microscopie
électronique a balayage et a lumiéere d'échantillons de biopsies nasales prélevés sur des sujets souffrant
de rhumes naturels, Winther et al. ont constaté que les cellules épithéliales étaient décollées;
cependant, le revétement et les bords des cellules épithéliales sont restés structurellement intacts (29).
Une préservation similaire de la morphologie et de la composition des cellules a été observée pour
I'épithélium nasal au cours d'études sur linfection expérimentale par 'HRV, ou limportance de
I'excrétion virale n'était pas en corrélation avec les résultats de I'étude de I'épithélium nasal avec la
gravité des symptomes (30).

5. Epidémiologie

L’'HRV provoque des maladies respiratoires dans le monde entier et tout au long de l'année.
Depuis les années 1960, des études longitudinales sur I'épidémiologie et les caractéristiques cliniques
de l'infection par 'HRV dans les climats tempérés font état d'un pic d'incidence au début de I'automne
et d'un pic moins important au printemps (31). En général, 'HRV est la cause la plus fréquente de
maladies virales respiratoires au printemps, en été et en automne, alors que le virus de la grippe et le
VRS prédominent en hiver. LHRV-C semble présenter un caractére saisonnier, avec des pics a
l'automne ou en hiver dans la plupart des pays tempérés ou subtropicaux, mais un pic d'incidence



possible pendant la saison des pluies sous les tropiques. L'HRV-A et THRV-C peuvent présenter une
saisonnalité similaire (32). Dans une étude de 2016 ayant surveillé I'épidémiologie des IRA chez des
enfants pendant 29 mois, il a été trouvé que plus de 100 sérotypes d’HRV pouvaient circuler pendant
une saison épidémique (33). Dans une étude parue en 2022 réalisée sur des nourrissons de moins de
deux ans hospitalisés pour IRA, parmi les prélévements positifs a HRV, 55% étaient du HRV-A, 15%
du HRV-B et 30% du HRV-C (34). Cette répartition est a peu prés la méme que celle retrouvée chez
des patients ambulatoires agés de 7 a 95 ans présentant une IRA (35). Il existe donc une saisonnalité
bien décrite des infections a rhinovirus (36) (12,37), mais elle différe selon les études et leur localisation

géographique, suggérant une variabilité en fonction de la température et I'humidité (38).

6. HRV et maladies chroniques respiratoires

Les maladies sifflantes de la petite enfance (bronchiolite, asthme du nourrisson) sont associées
a une respiration sifflante récurrente et au développement de I'asthme au cours de I'enfance. Dans une
étude de cohorte prospective portant sur 259 enfants suivis de la naissance a I'age de 6 ans, les enfants
souffrant d'une respiration sifflante associée a 'HRV en ambulatoire de la naissance a I'age de 3 ans
étaient 10 fois plus susceptibles de développer de I'asthme a I'age de 6 ans (39). Pres de 90 % des
enfants dont la respiration sifflante était associée a 'HRV au cours de la troisieme année souffraient
d'asthme a I'4ge de 6 ans. Les nourrissons hospitalisés pour une bronchiolite virale ont un risque
d'asthme 2 a 3 fois plus élevé plus tard dans I'enfance. Ce risque semble étre plus élevé avec 'HRV
qu'avec le VRS, les PIV (parainfluenza virus) et les infections par le virus de la grippe (20). L'HRV est
également associé aux exacerbations d’asthme. Les sujets asthmatiques n'ont pas plus de rhumes que
les personnes non asthmatiques, et il n'y a pas de différences dans la gravité ou la durée des
symptémes des voies respiratoires supérieures associés a 'HRV (40) ; cependant, ils présentent des
symptémes des voies respiratoires inférieures plus fréquents et plus graves. En moyenne, environ deux
tiers des exacerbations de I'asthme associées a un virus respiratoire sont dues a ’'HRV. Dans une étude
transversale portant sur des enfants hospitalisés pour des exacerbations d'asthme et des témoins
hospitalisés pour des maladies respiratoires aigués, 'HRV a été détecté dans 85 % des cas et 33 %
des témoins (41). Il est a noter que le VRC-C était associé aux exacerbations de I'asthme, alors que les

taux de détection du VRC-A et du VRC-B étaient similaires entre les groupes.

Plusieurs études longitudinales ont démontré une association significative entre les infections
virales respiratoires et les exacerbations de la Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO),
tant chez les patients hospitalisés que chez les patients ambulatoires. Dans une étude portant sur 62
patients atteints de BPCO et suivis pendant 26 mois en moyenne, 58 % des visites au cabinet et 6 %
des visites aux urgences étaient associées a des infections virales respiratoires (42). Parmi les patients
hospitalisés pour une exacerbation aigué de la BPCO, des virus respiratoires ont été détectés chez 37
% d'entre eux, contre 12 % des sujets témoins atteints d'une BPCO stable et 12 % des fumeurs sans

obstruction. L’'HRV était l'infection virale respiratoire la plus courante, isolée chez 24 % des patients.



L’HRV a également été détecté chez 4 % des patients atteints de BPCO stable et chez zéro fumeur non
obstrué. Par conséquent, par rapport aux patients atteints de BPCO stable, les patients souffrant
d'exacerbations de la BPCO étaient 4,4 fois plus susceptibles d'avoir une infection virale respiratoire
(43). Deux autres études prospectives portant sur des patients hospitalisés pour une exacerbation de
BPCO ont révélé que les picornavirus étaient l'infection virale la plus courante détectée par RT-PCR
dans le liquide de lavage nasal, I'écouvillon nasopharyngé ou les échantillons d'expectoration induite,
dans 36 a 50 % des cas (44). En milieu ambulatoire, environ deux tiers des cas d’exacerbation de BPCO
sont associés a des symptdomes de rhume (augmentation de la congestion nasale et/ou de la rhinorrhée)

dans les 18 jours précédant le début de I'exacerbation, et 'HRV reste un facteur de risque important.

I B. Virus Respiratoire Syncytial (VRS)

Le Virus Respiratoire Syncytial humain (VRS) a été isolé pour la premiére fois dans une
population de chimpanzés enrhumés par Morris et al. en 1956 ; ils le nomment alors CCA pour
Chimpanzee Coryza Agent. Un an plus tard, Chanock et al. lidentifient chez un enfant atteint de
pneumopathie (45). Il tire son nhom des syncytia, larges cellules pluri-nuclées résultant de la fusion de
plusieurs cellules qui se forment lors de l'infection de lignées cellulaires (45). Il s’agit d’'un agent majeur

et ubiquitaire des infections respiratoires, représentant un véritable enjeu de santé publique.

Dans les régions tempérées, il existe une saisonnalité trés marquée entrainant des épidémies
automno-hivernales. Avant 2 ans, presque 100% des enfants sont contaminés, car ce virus est
extrémement contagieux ; les réinfections sont trés fréquentes tout au long de la vie, témoignant de la
faible immunité qu’il induit chez I'héte. Chez le nourrisson, il est responsable de la bronchiolite aigué ;
chez les personnes agées, les immunodéprimés et les personnes souffrant de pathologies respiratoires
chroniques, il est également source d’'une morbi-mortalité importante. Environ 33 millions d’infections a
VRS et 60 000 morts intra-hospitaliéres imputables au VRS sont rapportées chaque année, avec une
large part dans les pays en voie de développement (46). Méme s’il est peu pourvoyeur de mortalité
dans les pays développés, il représente un fardeau important sur les systémes de soins, de fagon
épidémique, durant les hivers (47) (48) (49). Le VRS est le deuxieme virus retrouvé chez des enfants

de moins de 18 ans hospitalisés pour IRA (50).

1. Classification et structure

Le VRS est un virus a acide ribonucléique (ARN) monocaténaire non fragmenté de polarité
négative. Il appartient a 'ordre des Mononegavirales, la famille des Paramyxoviridae, la sous-famille

des Pneumovirinae, du genre Orthopneumovirus (Figure 6). L’ARN génomique viral comprend a ses



extrémités des séquences promotrices assurant le recrutement de la polymérase virale et l'initiation de

la réplication du génome et de I'antigénome (séquences leader et trailer, respectivement en 3’ et 5°).

Figure 6- Structure du VRS- Selon Lambert et al. (51)
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Le génome du VRS, long de 15,2 kb de I'ARN, monocaténaire, de polarité négative, est composé de 10 génes
codant pour 11 protéines. Il s’agit ici d'une particule virale filamenteuse, I'une des formes prédominantes, qui
bourgeonne a partir de la cellule infectée. L'enveloppe externe contient la glycoprotéine de surface G, fortement
glycosylée, ainsi que les protéines de fusion (F) et SH. La protéine matricielle se trouve a l'intérieur de la membrane,
entourant le complexe ribonucléoprotéique, composé du génome associé aux protéines N, P et a la grande protéine
ARN polymérase (L) dépendante de I'ARN.

Le génome viral, constitué d’environ 15 000 nucléotides, comprend 10 cadres de lecture séparés
par des régions intergéniques non codantes. Il comporte en 5’ et 3’ des séquences non codantes (trailer
et leader) qui contiennent des signaux d’initiation et de terminaison de la transcription des génes et de

la réplication du génome.

Le VRS est un virus enveloppé, pleiomorphe, prenant une forme irréguliere de 100 a 350 nm de
diameétre. La nucléocapside présente une symétrie hélicoidale et mesure de 12 a 15 nm. Elle associe
'ARN a la nucléoprotéine N, et sert de matrice au complexe de réplication virale (52) (53). L’enveloppe
lipidique est dérivée de la membrane plasmique de la cellule héte. Elle présente 3 glycoprotéines virales
transmembranaires : la glycoprotéine F de fusion, la glycoprotéine d’attachement G et une petite
protéine hydrophobe SH, a la fonction mal définie, présente exclusivement lors de la réplication virale

(54). Ces glycoprotéines s’organisent en homo-oligoméres transmembranaires et forment des




projections courtes et resserrées a la surface de I'enveloppe virale. La protéine M, non glycosylée, forme
une couche a la surface interne de I'enveloppe virale. Pendant la réplication, 'ARN viral est associé a
4 protéines pour former la nucléocapside : la nucléoprotéine N, la phosphoprotéine P, la protéine M2-1
et la grande sous-unité polymérase L (Figure 6). L est une « ARN polymérase ARN-dépendante » et
présente des activités enzymatiques nécessaires a I'ajout et la méthylation de la coiffe des messagers
viraux (55). M2-1 peut étre considérée comme un facteur de transcription, et intervient dans la régulation
du basculement entre les fonctions de réplication et de transcription de la polymérase L (56). M2-2
intervient dans la régulation des fonctions de réplication et de transcription de la polymérase L.
L’enveloppe virale est composée de protéines: G permettant I'attachement a la membrane, F
permettant I'attachement et la fusion avec la cellule, et SH dont le réle est encore inconnu. La protéine
M permet la maturation et le bourgeonnement du virion au niveau de la membrane plasmique de la
cellule hoéte. Les protéines NS1 et NS2 sont produites en abondance, et permettraient de limiter la

réponse cellulaire a l'infection (57).

2. Cycle viral

Le cycle viral du VRS reste encore mal connu (Figure 7). On observe une différence entre I'in
vivo et I'in vitro : en effet, le VRS infecte principalement les cellules ciliées de I'épithélium respiratoire,
mais en laboratoire, son tropisme est plus étendu. Les protéines F et G permettent I'attachement du
virus a la cellule héte. La protéine G est indispensable a I'entrée du virus dans la cellule, probablement
grace a sa liaison avec le récepteur CXCR3 présent a la surface des cellules épithéliales (58). La
pénétration du virus dans la cellule n'est pas encore établie avec certitude (endocytose ou
macropinocytose). La fusion des enveloppes virales et cellulaire est possible grace a la protéine F, qui
change de conformation au cours de cette étape (59). Elle est aussi responsable de la fusion des

membranes plasmatiques des cellules infectées, entrainant la formation de syncytia (54).

La transcription et la réplication du génome viral ont lieu dans le cytoplasme de la cellule héte
dans des compartiments typiques de l'infection par le VRS : les corps d’inclusion (60). A partir de 'ARN
génomique antisens encapsidé par la protéine N, le complexe polymérase viral transcrit d’abord les
différents génes viraux, séquentiellement a partir de I'extrémité 3’, en initiant et terminant la transcription
de chaque cadre ouvert de lecture sur les Gene Start et Gene End les encadrant. A partir de la méme
matrice, la polymérase assure également la réplication du génome viral en synthétisant un antigeénome
complet qui, a son tour, est répliqué, produisant des ARN génomiques. Le génome et 'antigénome sont
encapsidés par la protéine N au fur et a mesure de leur réplication. Les nouveaux génomes produits et
encapsidés s’associent aux protéines du complexe polymérase et a la protéine de matrice M, puis
gagnent les sites de bourgeonnement ou sont concentrées les glycoprotéines virales qui ont transité

par la voie sécrétoire classique (61). Les virions bourgeonnent finalement a la membrane plasmique.



Figure 7- Schéma du cycle de réplication du VRS- Selon Rameix-Welti, 2017 (62)
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3. Immunité

Les protéines F et G induisent la formation d’anticorps neutralisants. Les anti-G empéchent la
fixation des virions sur les récepteurs cellulaires et les anti-F inhibent la fusion cellulaire due au VRS, la
libération des virions et la diffusion tissulaire de linfection. Des études sur le transfert d’anticorps
monoclonaux anti-G ou anti-F chez I'animal ou [l'utilisation de vaccins recombinants montrent que la
protection est indépendante du type A ou B du VRS lorsqu’ils sont dirigés contre la protéine F, et trés
liée a celui-ci lorsqu’ils sont anti-G. En effet, c’est sur la protéine G que se trouvent les plus grandes

différences antigéniques entre types A et B.

La production de lymphocytes T-cytotoxiques est induite par la protéine F. La protéine G est
reconnue par des lymphocytes T CD4+ de type Th2 produisant des cytokines (IL-4, IL-5, IL-10). La
protéine F est reconnue par des lymphocytes spécifiques CD4+ de type Th1 produisant de I'interféron
(IFN). Une réponse immunitaire existe donc; cependant elle protéege mal des ré-infections. La
résistance aux réinfections semble dépendre de I'activité des anticorps neutralisants sur les surfaces
muqueuses. L'immunité humorale semble contribuer a la protection des voies respiratoires basses,

mais pas des voies respiratoires hautes.

Lors d’'une premiére infection, des immunoglobulines M (IgM) sont produites en 5 a 8 jours, et
persistent de 20 a 60 jours (63). Des immunoglobulines G (IgG) sont produites 2 semaines apres

l'infection, atteignant leur taux maximal en 3 a 4 semaines. Durant les 6 mois suivants, le taux



d’anticorps sériques diminue progressivement jusqu’a devenir indétectable. Il existe une transmission

transplacentaire des anticorps maternels aux nouveau-nés.

4. Pathogénicité

Le VRS est responsable d’infections respiratoires, surtout chez le nourrisson et le jeune enfant.
Ces infections ont une gravité trés variable, pouvant aller de la simple rhinite a une atteinte bronchiolaire
importante avec détresse respiratoire sévere (64). Chez I'enfant plus agé et I'adulte, I'infection par le
VRS se présente généralement sous la forme d’un rhume banal. Enfin, chez la personne agée qui est
plus fragile, I'infection par le VRS peut étre responsable de véritables infections respiratoires basses
(65).

Le réservoir du VRS est uniguement humain, au sein du tractus respiratoire. La contamination
se fait par voie nasale, apres inhalation de gouttelettes provenant de voies aériennes supérieures (toux,
éternuement, parole) d’'un sujet infecté ou apres contact avec des objets souillés par des sécrétions
respiratoires infectées. Le virus a pour cible les cellules ciliées respiratoires, mais également les
pneumocytes de type | et les macrophages alvéolaires. Ceci déclenche un afflux de cellules
immunitaires, d’abord les lymphocytes NK et les granulocytes, puis des lymphocytes T4 et T8. In vivo,
les destructions cellulaires sont rares, mais il existe une perturbation de la motilité ciliaire, une

hypersécrétion de mucus, un cedeme et un infiltrat inflammatoire péri-bronchiolaire (66).

La gravité de la pathologie varie avec I'age et le statut immunitaire de I'héte. Les parts
respectives de la réplication virale et de la réponse immunitaire dans la genése des Iésions pulmonaires
restent débattues. Il existerait un déséquilibre des réponses immunitaires, avec une forte réponse Th2
dans I'exacerbation de la pathologie secondairement a une immunisation par un vaccin inactivé chez la
souris. Le nouveau-né développe préférentiellement une réponse immunitaire de type Th2. Ces
constatations ont mené a suggérer que les symptdmes dinfection par le VRS résulteraient de
limmaturité immunitaire du nouveau-né conduisant a des réponses inappropriées. Certains auteurs ont
mis en évidence un lien entre la gravité des symptémes et la charge virale, en faveur d’un effet direct
de la multiplication virale (67) (68). Un étude parue en 2022 a montré une augmentation des taux
d’interférons de type I, 1l et lll dans les prélévements naso-pharyngés chez les enfants de plus de 6
mois, versus les enfant plus jeunes, suggérant une maturation de la réponse immunitaire chez ceux-ci

(69) et donc une protection plus efficace contre une maladie sévére.

La morbidité et la mortalité s’observent surtout chez les trés jeunes enfants, chez les anciens
prématurés pouvant présenter des comorbidités respiratoires et/ou cardiaques, ainsi que les enfants
immunodéprimés. Cliniquement, aprés une incubation de 3 a 6 jours débutent une rhinorrhée et une
toux. La fievre est présente dans 50% des cas. Dans environ 30% des cas, une anorexie et une dyspnée



apparaissent. |l existe un wheezing a I'auscultation, associé ou non a des crépitants. Chez le nourrisson
trés jeune, des apnées peuvent étre observées. La guérison a lieu en quelques jours, mais les

symptémes (toux) peuvent persister environ 2 semaines.

Chez les personnes agées, I'impact du VRS est largement sous-estimé en termes de morbidite,
de mortalité et d’utilisation des ressources médicales. Elles ont été récemment estimées par une revue

de la littérature récente (70).

5. Variabilité génique et antigénique

Deux groupes distincts du VRS ont été identifiés grace a I'étude des séquences géniques de la
nucléoprotéine N, de la phosphoprotéine P, de la petite protéine hydrophobe SH et de la protéine
d’attachement G : le groupe A et le groupe B. Il existe de nombreuses variantes au sein de ces deux
génotypes, surtout au niveau de la protéine G. Au sein de ce gene mesurant environ 900 nucléotides,
2 régions sont hypervariables. De plus en plus de génotypes sont recensés, mais on ignore si le
séquengage d'un court fragment de la glycoprotéine G est suffisant pour classer les souches avec

précision.

6. Epidémiologie

Au cours d’'une épidémie, la co-circulation du VRS-A et du VRS-B est fréquente, avec
éventuellement une dominance de 'un ou de l'autre sous-groupe. Il est alors dit « dominant », et peut
persister pendant plusieurs saisons consécutives. Les VRS-A seraient les plus prévalents (71). Aucune
réelle différence de pouvoir pathogéne n’'a été mis en évidence (72) (73). La diffusion des différentes
souches de VRS est mondiale, avec une diffusion simultanée des variants dans les différentes régions
du globe. L’infection est endémique, et apparait sous forme de pics épidémiques chaque hiver environ
4 mois, surtout en janvier et mars en France. Environ 50% des nourrissons susceptibles d’étre
contaminés sont victimes d’une primo-infection a chaque épidémie hivernale. A 'age de 2 ans, presque
100% des enfants ont déja été en contact avec le VRS (74). La réinfection est fréquente, mais dans un
délai de quelques semaines au plus tot. La plupart du temps, la réinfection se fait 'année suivante.
Chez I'adulte, la réinfection est plus rare.

Le VRS serait responsable chaque année dans le monde de 33,8 millions d’infections
respiratoires basses, 3,4 millions d’hospitalisations et d’au moins 66 000 morts chez les enfants de
moins de 5 ans (75). La majeure partie des déces a lieu dans les pays en voie de développement. Aux

Etats-Unis, le taux d’hospitalisations liées a l'infection par le VRS est estimé annuellement & 3 pour



1000 enfants de moins de 5 ans. Le co(lt total annuel des infections pédiatriques a VRS aux Etats-Unis
est estimé de 652 millions a 1,7 milliards de dollars (49).

Chez 'adulte, I'épidémiologie est moins connue. Un étude de 2001 a montré que I'infection a
VRS était plus fréquent que la grippe (76). Aujourd’hui, on connait le poids de la morbi-mortalité du VRS
chez les personnes ageées. Aux Etats-Unis, le virus serait responsable de 177 000 hospitalisations par
an (77), avec un poids d’infection en ville probablement tres élevé car le VRS a été détecté chez 18%
des plus de 45 ans consultant en hiver pour symptoémes respiratoires (78). L'impact du virus sur les
exacerbations de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est important, en cause dans
presque 9% des cas dans une méta-analyse parue en 2014 par Wu et al.(79). Dans une revue de la
littérature récente (80), I'estimation du poids des infections a VRS chez les personnes de plus de 60
ans a été estimée dans les « pays riches ». Si I'on rapporte a la France, cela fait une estimation
d’environ 280 000 cas, 25 000 hospitalisations et 1800 morts a I'hdpital par an. |l est difficile de mesurer
le poids du VRS chez les séniors car il n'y a pas de systeme de surveillance systématique jusqu’a
présent. Le diagnostic virologique est insuffisant (pas de recommandation, pas de prise en charge). De
méme cliniquement, il N’y a pas de définition de cas, en particulier car les signes respiratoires sont peu
spécifiques, et les signes respiratoires sont souvent absents. Une étude parue en 2022 étudiant les
résultats virologiques de patients adultes hospitalisés a montré que les patients positifs au VRS étaient
plus agés, que la durée d’hospitalisation était plus longue, le recours a I'oxygénothérapie plus fréquente,

ainsi que le déces par rapport aux patients positifs a la grippe (70).

La question de la chronicité de l'infection a VRS chez ces patients reste débattue, et notamment
sur sa responsabilit¢ dans le déclin des fonctions respiratoires (81). Enfin, le VRS a une place
importante dans les infections sévéres pouvant étre présentées par les patients immunodéprimés, avec

une mortalité estimée a 80% en cas d’infection respiratoire basse.

7. Prévention et traitement

Depuis de nombreuses années, la prévention et le traitement de l'infection par le VRS reste un
sujet tres développé de la recherche, devant la morbidité et les codts qu'il génére (Figure 8). De plus, il
a été trouvé des liens entre infections respiratoires dans I'enfance et développement de broncho-
pneumopathie obstructive chronique (BPCO) (82). Historiquement, dans les années 1960, un premier
vaccin avait mis au point mais il a rapidement été retiré, car a l'origine du décés de deux nourrissons.
Puis des décennies se sont déroulées avant que la recherche sur le VRS ne se réactive. Actuellement,
quatre cibles distinctes sont sources de potentielles avancées : la vaccination de la femme enceinte, la
vaccination du nourrisson, la vaccination de la personne agée et I'immunoprophylaxie du nourrisson (a
risque, ou non, de forme grave) (83). Chaque cible présente des avantages et des inconvénients (Figure

9). La vaccination de la femme enceinte entraine une efficacité dés la naissance, mais celle-ci est



possible aprés 32 semaines d’aménorrhée, et écarte donc tous les nouveau-nés prématurés, a risque
de développer une infection sévere a VRS. La vaccination du nourrisson implique un effet direct, et a
une durée longue, mais il existe un délai de la réponse immunitaire a cause de 'immaturité du systéme
immunitaire du foetus. La vaccination des personnes agées pose le souci d’'une immunité plus difficile
a stimuler. Cependant, récemment, plusieurs candidats sont proposés, dont un vaccin approuvé par la
FDA (Food and Drug Administration) début mai 2023.

Enfin, limmunoprophylaxie des nourrissons est autorisée actuellement (Synagis®,
pavilizumab), et recommandée chez les nourrissons ex grands prématurés (nés au terme inférieur a 32
semaines d’aménorrhée ayant été oxygéné pendant plus de 28 jours en période néonatale), ou ceux
présentant une cardiopathie congénitale hémodynamiquement significative (HAS 2017). Le schéma des
injections résulte en une injection intramusculaire mensuelle (maximum cing), d’octobre a mars selon
la saison épidémique. Il s’agit d’'un anticorps monoclonal, dont la cible est le site antigénique A de la
glycoprotéine F du VRS. Plus récemment, le nirsevimab, développé par plusieurs laboratoires, est
un anticorps monoclonal recombinant se liant a la protéine de fusion du VRS. Il a regu le 16
septembre 2022 l'autorisation de I’Agence européenne des médicaments. Son principal avantage
est qu’il ne nécessite qu’une seule injection en début de période épidémique pour étre efficace
(84). Sa dispensation, élargie a la population générale des nourrissons, devrait modifier le paysage

viral des prochaines saisons hivernales.

Figure 8- Overview des vaccins candidats selon la cible- Selon Mazur et al. (83)
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Le gris clair indique que le développement du vaccin a été arrété ou interrompu. PreF=protéine de pré-fusion ;
PostF=protéine de post-fusion ; Ad=adénovirus ; MVA = virus de la vaccine Ankara modifié ; BCG=mycobacterium
bovis ; SeV=virus Sendai.




Fiqure 9- Développement actuel des vaccins anti-VRS selon les populations cibles- Selon Mazur et al.
(83)
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Les vaccins candidats et les anticorps monoclonaux sont classés en trois catégories selon les populations cibles :
pédiatriques, maternelles et adultes 4gés (>60 ans) et en fonction de la phase clinique de développement (phases
1, 2 ou 3). Les différentes approches d'immunisation sont indiquées par la clé. Le texte en gris clair indique que le
développement a été interrompu. IM=intramusculaire ; IN=intranasal ; ID=intradermique ; PreF=protéine de pré-
fusion. PostF=protéine de post-fusion.

I C. Coronavirus

Les Coronavirus font partie de la famille des Coronaviridae. lls ont été découverts dans les
années 1960 initialement chez le poulet, puis mis en évidence dans les cavités nasales de patients
atteints de rhume. Appelés Coronavirus en raison de I'aspect des virions en microscopie électronique,

ils présentent une frange de protubérances entourant I'enveloppe, ayant I'apparence d’'une couronne.

Les Coronavirus infectent ’'homme de fagon épidémique, en hiver et au printemps, et sont
responsables d’'une grande part des « rhumes » vus en ville par les médecins généralistes. lls sont
estimés a environ 8% des IRA hospitalisées chez les enfants de moins de 16 ans (85). Dans cette
population, ils sont responsables a 83% d’'IRA hautes.



1. Classification et structure

Les Coronavirus font partie de I'ordre des Nidovirales, du sous-ordre des Cornidovirineae et de

la famille des Coronaviridae. Les Coronavirus sont subdivisés en 4 groupes

béta, gamma et delta (Figure 10).

Figure 10- Arbre phylogénétique des CoV- Selon Su et al., 2016 (86)

les Coronavirus alpha,

A species subgenus genus subfamily
52 @ 02878t o IGO0 Alphacoronavirus BT020
551 @ Q64858 Scotophius bt coronmins 512 Scotophilus bat coronavirus 512 Pedacovirus
@ stz apracronais s watosr ‘Alphacoronavirus WA1087
AF353511 porcine epidemic darea vius Porcine epidemic diarhea virus
@ KF£30219 bt coronavrus COPHE1S Bat coronavirus COPHE15 | Colacovirus
® KUA73508 Bl AphACOVISAX2011 Myois ricketti alphacoronavirus Sax-2011 | Myotacovirus
@ HK72070 Aphacoronavius sp. WASSOT Alphacoronavirs WA360;
@ KU473607 BIRLARhaCOVIHUE201 HuB-2013
@ NNG11525 Hipposiceros pomons bat coronavius CHB25 Alphacoronavirus CHB25 Decacovirus
@ Q85270 Rousetusbat coronavius HKUO Bat coronavirus HKU10
@ EU<20138 Miniogterusbat oronavis 1 Miniopterus ba coronavirus 1 Minunacovirus
@ EU420138 Niniopterusbatcoronavius HKUS Miniopterus bat coronavirus HKUS
. Alphacoronavirus HKU33
@ 1172068 Aphacoronaius sp. WAZ028 ‘Alphacoronavirus WA2028
{‘E. KIAT3609 BINV-AlphaCoViSC2013 Nyetalus velutinus alphacoronavirus SC-2013 Nyctacovirus Alphacoronavirus
® 11836449 Aphacoronayius bat coronavis Pipistrellus kuhlii coronavirus 33
L Alphacoronavirus AMALF | Amatacovirus
AYSG7487 human coronavis NLS3 Human coronavirus NL63 s )
@ KY075745 NLE3-rolated bal coronavirus NL63-related bat coronavirus strain BtKYNL63-9b stracovirus Orthocoronavirinae
L@ AF304460 numan coronaviu Human coronavirus 229E Duvinacovirus
@ EF20084 Rhinooptas bt coronavius HKUZ Rhinolophus bat coronavirus HKU2 Rhinacovirus
@ KF264350 Lucheng Rn st coronavrus Lucheng Rn rat coronavirus Luchacovirus
® 1245625 mink coronavius Mink coronavirus 1 | Minacovirus
@ 4271565 tansmasile gastoerterts vius Alphacoronavirus 1 | Tegacovirus
Suncus murinus coronavirus X74 | Sunacovirus
@ KY370050 common shrew coronavins Tiet-2014 Sorex araneus coronavirus T14 | Soracovirus
90, MOS80 facous bronchi vius Avian coronavirus
36| © KRO02510 infactious bronchitls virus Ind-TN2-03 Avian coronavirus 9203 Igacovirus
© KN#54475 duck coronavinus DKIGDIZ72014 Duck coronavirus 2714
© WMK356255 Ganada goose-Branta canadensis-coronavirus-Cambrdge Bay 2017 Goose coronavirus CB17 Brangacovirus | Gammacoronavirus
Beluga whale coronavirus SW1 Cegacovirus
r " Human coronavirus HKU1
@ AYI00211 mutine epatis vius Murie coronavirus
76| @ Avs85226 human coronavius 0C43 Betacoronavirus Embecovirus
CY3TO045 Wyods rufocanus ol coronavius 212014 Myodes Coronaiius 2114
@ KM340742 Botacoronavtus HKLI24 Ghina Rettus coronawius HKU24
45 - @ KU76233 Rousetus bat coronavius Rousets bet coronavirus GCCDC1
7[290"L @ EF085513 Rousetus bt coronarus HKUS Rousettus bat coronavirus H Nobecovirus
.1G1518Skn o st iR CURTO 12 Ertoon st soronavis G704 Betacoronavirus
e 4110 s s ks s carriing ; .
@ KNG0B947 severe acute respiratory syndrome coronavivs 2 Severe acule respiratory sy |
KF636732 bat Hp betacoronaviusiZheang2013 Bat Hp-betacoronavirus Zhejiang2013 | Hibecovirus
® KG545383 hedgaog coronavius Hedgehog coronavirus 1
@ :X569050 Middo East respiraory syndroma-clated coronavis Middle East respiratory sy d
EF065500 Pistolus bat coronavets HKUS Pipistrellus bt coronavirus HKUS
7@ EFoss50s Tylonycets ot coonaveus HKUS Tylonycteris bat coronavirus HKU4
© 10065047 night heron cronavrus KU Night heron coronavirus HKU19 1
2] — @ satsoss g orormes 6120 Wigeon coronavirus HKU20 | Herdecovirus
wmon moorhen cotonaviue HKU21 Common moorhen coronavirus HKU21 | Andecovirus
O estovuoscvemomna 1 Bulbul coronavirus HKU11
e e White-eye coronavirus HKU16 Deltacoronavirus
7® s0000ss porn cosnans L1 Coronavirus HKU15 Buldecovirus
71 @ FU376622 munia coronavius HKUT Wunia coronavirus HKU13
GECYO1091551 Micronya et 1 Microhyla fetovirus 1 | Milecovirus Alphaletoviris | Letovirinae
© HK®11985 Pacifc samon nidovius Alphapironavirus bona | Samovirus | Alphapironavirus | Pitovirinae
—
o
species subgenus genus subfamily
@ k349742 Betacoronavius HKL24 China Rattus coronavirus HKU24
CYSTO046 Myodes rfocans vole coronavius 2012014 Myodes coronavirus 2JL14
@ AY535228 human coronavius 0G4 Betacoronavirus 1 Embecovirus
@ 567011 human coronaviue HUT Human coronavirus HKU1
@ AY700211 murine hepatitis virus. Murine coronavirus
@ 140693168 Eicon hehvum bat coronavinss CHRTOAP12 Eidolon bat coronavirus C:
@ KU762338 Rousetus bat oron Roveattis ot coronaurs GCCDC1 ‘ Nobecovirus
EF0G5513 Rousetus bt coronavis Rousettus bat coronavirus HKU9 Betacoronavirus
KF636752 bat Hp-batacoranavius(Zhajang2013 Bat Hp-btacoronavius Zhejang2013 | Hibecovirus
© (1274118 severe acue respiratory syndrome coronavirus Severe acute respiratory |
1001 @ MNGOB947 severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 )
KC545983 hedgehog coronavrus 1 Hedgehog coronavirus 1 Lorem ipspim
7065503 Tylonyclrs bt coronius HKU Tylonycteris bat coronavirus HKU4 Merbecovirus
@ 166050 Hidde East raspirtory syndrom-rlale coranainus Middle East respiratory syndrome-refated coronavirtss
@ EF065509 Ppistelus bat coronaius HKUS Pipistrelus bat coronavirus HKUS
100 @ M5169 infectious bronchitis virus. Avian coronavirus
o KR002510 iactiousbronhis v I Th2.03 Avian coronavirus 9203 ‘ Igacovirus
20011 k5475 duck coronavius DKIGD2712014 Duck coronavirus 2714 Gammacoronavirus
» © NK359255 Canada goose Branta canadensis-coronavirus-Cambridge Bay 2017 Go0se coronavirus CB17. | Brangacovirus
© EU111742 beivga whale coranavius Beluga whale coronavirus SW1 | Cegacovirus
e @ 1065046 wigeon coronainus HKUZ0 Wigeon coronavirus HKU20 | Andecovirus
s @ 065047 igh hron coronavius KKUT0 Night heron coronavirus HKU19 | Herdecovirus
9] | 53,-@ J085043 porine coronavrus HKUTS Coronavirus HKU15
#1] [ @ Fusres22 munia cornavins HKU13 Munia coronavirus HKU13 Deltacoronavirus
Common moorhen coranavirus HKU21 Buldecovirus
Bulbul coronavirus HKU1
751 @ J0E5044 whte-eye coronavrus HKUTE Wnite-eye coronauius HKU10,
@ (370053 common shrew coronavie Tibet 2014 Sorex araneus coronavius T | Soracovirus
Soreus mines coronavies X4 I Sunacovirus Orthocoronavirinae
Lucheng Rn rat coronavirus | Luchacovirus
Mink coronavirus 1 Minacovirus
Alphacoronavirus 1 Tegacovirus
Rhinolophus bat coronavirus HKU2 Rhinacovirus
Hurman coronavirus NL63 ;
NL63-related bat coronavirus strain BIKYNL63-9b Setracovirus
Human coronavirus 229E | Duvinacovirus
—— @ 14T6635%6 bat alphacoronavius olste AMA_L_F Alphacoronavirus AVALF | Amalacovirus
— @ kiarse0o prr-apracovisAX2011 Myotis ricketti aiphacoronavirus Sax-2011 | Myotacovirus
5| @ 16823574 bt alphacaronavius BICaVI020 Alphacoronavirus BT020
@ 00846836 Scotopius bt coronavius 512 Scotophilus bat coronavirus 512
[%2L. @ k72087 Aphacoronavius sp. whtos? A/phagoronavrrus WA1087 Pedacovirus Alphacoronavirus
71" @ Ars53511 porcine epiceri darnea vius Porcine epidemic diarhea virus
420210 batcoronavius COPHETS Bat coronavirus CDPHETS Colacovirus
- @ o125 Heposecs porans bt v CHO2S Alphacoronavirus CHB25
. HuB-2013 | py
k& 1{:0 Q885210 Rousts batcoronsuys HKUTO Bat coronavirus HKU10
MKA72070 Alphacoronavius sp. WASG07 Alphacoronavirus WA3607
A @ EU20138 Hinioptrus bt coronavinus 1 Miniopterus bat coronavirus 1 Minunacovirus
Miniopterus bat coronavirus HKUS
Pipistrellus kuhlii coronavirus 3398
Nyctalus velutinus alphacoronavirus SC-2013
Alphacoronavirus HKU33 Nyctacovirus
51 @ Wka72065 Ahacoronavis 55, Wh2028 Alphacoronavirus WA2028
1 Alphapironavirus bona Samovirus Alphapironavirus Pitovirinae
— Micronyia toveus 1 Microhyla fetovirus 1 Milecovirus Alphatetovirus Letovirinae




Ce sont des virus enveloppés, de forme sphérique, ayant un ARN simple brin de sens positif et
une capside, mesurant entre 120 et 160 nm de diameétre (87), avec un cceur mesurant 65 nm et une
nucléocapside en hélice de N-protéines. La caractéristique principale des Coronavirus est I'aspect de
pointes recouvrant la surface du virion, en couronne, d'ou leur nom. Les virions sont composés de
grandes glycoprotéines S de surface, de protéines M de membrane, d'une petite protéine E de
I'enveloppe et une protéine N de nucléocapside (Figure 11), qui sont toutes codées dans la région 3’ du
génome.

La protéine S, de grosse taille, comporte entre 1160 et 1452 acides aminés. Elle utilise un signal
N-terminal lui permettant sa liaison au réticulum endoplasmique. Chez certains Coronavirus, elle est
clivée en 2 sous-unités S1 et S2. S1 permet la liaison au récepteur, et S2 forme la tige des pointes. La
protéine S permet donc l'attachement aux cellules, la fusion membranaire et l'induction de la
neutralisation des anticorps. La protéine M comprend entre 225 et 260 acides aminés, et est la protéine
la plus abondante des virions. Elle posséde 3 domaines transmembranaires et donne au virion sa forme
(88). Elle posséde un petit domaine extra-membranaire glycosylé et un gros domaine intra-
membranaire. La petite protéine E (entre 8 et 12 kDa) est présente en petite quantité dans la membrane.
Elle facilite 'assemblage et la libération du virus, et a un réle clé dans la pathogenése du virus (89) via
une activité canal ionique. La protéine N, mesurant entre 377 et 455 acides aminés, est la seule protéine
constituant la nucléocapside. Elle est composée de 2 domaines distincts (domaine N-Terminal et
domaine C-Terminal), tous deux capables de fixer 'TARN mais de fagon différente. Elle est hautement
phosphorylée (90), et cette phosphorylation déclenche un changement structurel augmentant I'affinité
du virus pour 'ARN non-viral. La protéine N se lie également a nsp3 (91), composant important du
complexe de réplication, et a la protéine M. Il existe également, chez les Coronavirus béta, une protéine
HE ayant une fonction hémagglutinine-estérase, formant de petites projections de surface. Elle lie les
acides sialiques aux glycoprotéines de surface, et posséde une activité acétyl-estérase (92). Enfin,
parmi les protéines non structurales, il existe la polymérase codée par le géne 1, représentant prés de

la moitié du génome du virus.

Figure 11- Représentation schématique d’une particule virale de Coronavirus- Selon Enjuanes et al.
(93)
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2. Organisation génomique

Le génome est constitué par un brin unique d’ARN a polarité positive. Celui-ci est long d’environ
30 kb (entre 27 et 31 kb). L’extrémité 5’ posseéde une coiffe méthylée, puis il existe une séquence Leader
de 65 a 98 nucléotides et une région non traduite d’environ 300 nucléotides. Il existe en 3’ une séquence
non traduite de 200 a 500 nucléotides, puis une queue polyadénylée en 3’, ce qui lui permet de se fixer
aux ribosomes au moment de la traduction. Cet ARN contient entre 7 et 10 genes, dont 4 ou 5 codent

pour les protéines structurales.

L'ordre des genes sur 'ARN est toujours ainsi : 5- leader- UTR-polymérase- (HE)-S-E-M-N-
3'UTR-queue poly-A. Deux tiers de I’ARN code pour la polymérase. Le reste comprend les génes codant

pour les protéines structurales et les protéines non-structurales (nsp) (93).

3. Cycle viral

L’attachement des Coronavirus aux protéines est initié par l'interaction entre la protéine S et un
récepteur. Cette interaction est spécifique et détermine le tropisme des Coronavirus pour les cellules.
SARS-CoV et CoV-NL63 utilisent par exemple 'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 comme
récepteur, alors que CoV-229E utilise I'aminopeptidase N. Une protéase permet ensuite le clivage de
la protéine S, puis les membranes virale et cellulaire fusionnent. Le brin d’ARN viral est inséré dans la

cellule, et la capside est abandonnée.

L’ARN viral, grace a sa coiffe méthylée en 5’ et a sa queue poly-adénylée en 3, se fixe aux
ribosomes cellulaires. La premiére étape consiste en la traduction de I'ARN viral en polymérase. Il existe
2 cadres de lecture ouverts (ORF pour Open Reading Frame), rep1a et rep1b, qui codent pour 2
polyprotéines pp1a et pp1ab, qui vont étre clivées en nsp. Ces nsp s’assemblent pour former le

complexe réplicase-transcriptase, permettant la synthése d’ARN, puis sa réplication et sa transcription.

L’ARN génomique viral (brin positif) est transcrit en brin négatif, qui sert de matrice a la synthese
de 'ARN génomique et des ARNm viraux. Le mécanisme de synthése et la fonction des ARN négatifs
sub-génomiques et génomiques sont encore flous ; ils servent d’'amorces pour la synthése des ARN
positifs subgénomiques. Il s’agit d’'une transcription imbriquée. En 5-terminal des ARNmM
subgénomiques, il existe une séquence Leader de 60-90 bases. Entre chaque ORF du génome, il existe
une petite séquence de 6 a 18 nucléotides, appelée Core Sequence (CS), qui est incluse dans un plus
grand domaine, permettant la régulation de la transcription (Transcription Regulatory Sequence ou

TRS). Deux modeles pour la synthése des ARNm des Coronavirus s’opposent: un modeéle de



transcription Leader-primed, et un modéle de transcription discontinue. Les recherches sont toujours
actuellement en cours. En revanche, la production de ’'ARN génomique (brin entier positif), utilise des

matrices négatives et aboutit a une réplication sans interruption.

Aprés la réplication et la synthése d’ARN, les protéines structurelles (S, E et M) sont insérées
dans le réticulum endoplasmique, puis vont vers le Golgi. La, les protéines N encapsident le génome
viral dans la membrane du Golgi, avec les protéines structurelles virales. Avec la liaison entre la capside
et les protéines M, la membrane du réticulum endoplasmique s’invagine et bourgeonne. La capside
assemblée se retrouve alors a lintérieur du réticulum endoplasmique. Les protéines HE et S sont
portées a I'extérieur de la membrane. Les virions matures sont formés. lls sont alors apportés a la

surface cellulaire dans des vésicules golgiennes et libérés par exocytose.

4. Pathogénicité
Chez les humains, les infections a Coronavirus se manifestent par des infections initialement

respiratoires hautes et gastro-intestinales, et peuvent aller d’'une sévérité faible (rhume « classique ») a
des manifestations plus sévéres comme des pneumopathies ou des bronchites. Actuellement, 7
Coronavirus sont connus pour infecter 'Homme (Figure 12): HCoV-229E (229E), HCoV-HKU1 (HKU1),
HCoV-NL63 (NL63), HCoV-OC43 (OC43), severe acute respiratory syndrome coronavirus 1 et 2
(SARS-CoV1 et SARS-CoV2), et Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV).

Figure 12- Emergence des CoV humains- Selon Forni et al., 2016 (94)
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CoV 2-29E et OC43 sont les coronavirus les plus fréquents, responsables d’environ 20% des
rhumes « classiques » (1). CoV-229E, OC43 et NL63 sont responsables d’épidémies hivernales, alors
que NL63 est prédominant en été (95). La distribution géographique des CoV dans le monde est

représentée par la Figure 13.

Figqure 13- Distribution géographique des CoV humains endémiques (hors SARS-CoV1, SARS-CoV2
et 2 et MERS-CoV)- Selon Su et al., 2016 (86)

® érccot;cn =2 %’%g %%7 e ‘.%Q) Arctic Ocean
S , .Q
SN 25
L )
AN s

North
Pacific
Ocean

North
Pacific
Ocean

North
Atlantic
Ocean

(X
@ .
¢ 4 X . o Key
South { . A
Pacific South - o OEP NL63
Ocean Atlantic w Ocean w HKUL
Ocean
v &;7 i‘ 0oc43
° w 229E

Découvert en 1966 (96), CoV-229E est a I'origine d’une altération de I'état général, de céphalées, d’'une
rhinite et d’'une angine (97). 10 a 20% des patients présentent une fiévre et une toux. L'incubation est
de 2 a 5 jours. Les symptémes durent entre 2 et 18 jours, et ne peuvent se distinguer des infections par

les autres virus respiratoires. 229E est présent de fagon ubiquitaire a travers le monde.

CoV-0C43 fut découvert en 1967 dans un prélevement naso-pharyngé de patient présentant une rhume
« classique ». Les symptdmes présentés par les patients sont les mémes que ceux décrits pour CoV-
229E (96). Cependant, il n'existe pas d'immunité croisée entre 229E et OC43 (96). CoV-OC43 est

également retrouvé de fagon ubiquitaire a travers le monde.

CoV-NL63 a dabord été retrouvé chez les jeunes enfants, les personnes agées et les personnes
immunodéprimées (98). Il a été identifié en 2004 aux Pays-Bas chez un nourrisson de 7 mois présentant
toux, fievre, conjonctivite et bronchiolite (99). Les infections a CoV-NL63 sont typiquement peu séveéres :

rhume « classique », toux, fiévre, rhinite, hypoxie. Elles se résolvent spontanément. On peut cependant



observer des laryngites séveres a CoV-NL63. CoV-NL63 est estimé responsable a 4,7% des infections

respiratoires (98). Il est retrouvé de fagon ubiquitaire a travers le monde.

Découvert en 2005 chez un patient de 71 ans (100) a Hong Kong, CoV-HKU1 est responsable de
symptdmes peu spécifiques (fievre, rhinite et toux), mais peut également étre a [lorigine de
pneumopathies et bronchites. Souvent peu sévere chez les enfants, il a été décrit des crises convulsives
et des méningites a CoV-HKU1 (101).

5. Ecologie

Les CoV humains circulent librement dans la population humaine, s’étant adaptés a cette
population et causant des infections respiratoires peu séveres chez les immunocompétents. Les hotes
idéaux des CoV sont les chauve-souris pour les Alpha et Béta-CoV, et les oiseaux pour les Gamma et
Delta-CoV Figure 14).

Figure 14- Transmission intra et inter-espece des CoV- Selon Su et al., 2016 (86)
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I D. Méthodes de détection des virus respiratoires

1. Culture virale

La culture virale est la méthode de référence, mais elle est passée au second plan de nos jours.
Elle consiste en I'inoculation de cellules en culture par un échantillon biologique potentiellement infecté

par un virus. Le résultat est conditionné par la qualité du prélévement initial. La culture peut étre réalisée



sur différents types cellulaires, humains ou animaux. Les conditions de réalisation sont particuliéres, et
la multiplication virale peut entrainer un effet cytopathogene. Il peut également étre réalisé I'isolement

viral, permettant le diagnostic des infections virales.

2. PCR Multiplex

Les PCR (Polymerase Chain Reaction) Multiplex sont des techniques de détection moléculaires
permettant le diagnostic virologique des infections respiratoires. Elles permettent un diagnostic rapide,
sous formes de kits proposant la détection d’'un panel de 12 a 18 virus respiratoires, incluant parfois les
bactéries intracellulaires. Depuis la pandémie, le SARS-CoV2 a été rajouté dans certaines trousses.
Elles permettent la détection de la particule virale infectieuse, de la particule virale non infectieuse
(défective), ainsi que du matériel génétique viral contenu dans la cellule infectée. Le résultat est rapide,
et le temps technicien est limité. Elles sont plus performantes (meilleure sensibilité, meilleure spécificité)
que les méthodes de culture virale (102). Elles représentent actuellement le gold standard du diagnostic

virologique des IRA en soins hospitaliers.

3. Méthodes récentes

Des études ont essayé de connaitre la sensibilité et la spécificité de nouveaux tests. Yahya et al.
ont étudié la valeur des niveaux d’ARNm de certains potentiels biomarqueurs d’'infections respiratoires
chez des enfants dans les écouvillons nasaux (103), et les ont comparés aux résultats de PCR Multiplex
dans les mémes échantillons. lls ont ainsi identifié trois marqueurs potentiels (des protéines régulées

par des interférons) d’infection respiratoire virale symptomatique.

Les différents modes de prélevement permettant d’identifier les virus respiratoires ont été
comparés (104). Le prélevement nasopharyngé par écouvillonnage a un meilleur taux de sensibilité que
le prélevement oropharyngé, mais celui-ci a un moins bon taux de sensibilité que le lavage
nasopharyngé. Les auteurs recommandent donc I'utilisation des 3 méthodes afin de potentialiser au
maximum le diagnostic virologique. Cependant, la comparaison du transcriptome issu de prélévements
nasaux et sanguins a montré une bonne efficacité du prélevement naso-pharyngé dans le diagnostic
des infections respiratoires virales (100), méme si de grandes différences, notamment cellulaires
(cellules épithéliales pour le prélévement naso-pharyngé, leucocytes pour le prélevement sanguin)

existent.



4. Positivité des prélevements respiratoires

La positivité des prélévements respiratoires aux virus recherchés dépend des techniques utilisées
(culture, biologie moléculaire, etc). Elle peut étre trés variable selon les études, la zone géographique,
'age des patients, leur clinique (symptomatiques ou non, en soins primaires ou hospitalisés, aux
urgences ou en réanimation, etc), les périodes de I'année (épidémies saisonniéres, différentes selon
les hémispheres).

La présence asymptomatique de virus dans le nasopharynx pourrait étre expliquée par le fait
que les PCR Multiplex pourraient détecter la présence du virus avant la phase symptomatique de
I'infection. Par exemple, chez des enfants asymptomatiques, consultant leur MT sans symptome d’ARl,
il a été trouvé 28% de prélevements positifs (105), surtout chez les nourrissons. Dans une étude de
2003, 20% de prélevements réalisés chez des nourrissons asymptomatiques étaient positifs au
rhinovirus (106). Dans une étude de 2011, 12% de nourrissons asymptomatiques étaient positifs a au
moins 2 virus (105). Cependant, chez les enfants, il se pourrait également que les symptémes soient
minorés, les jeunes enfants ne répondant pas directement eux-mémes, mais par I'intermédiaire de leurs
parents, aux questionnaires de renseignements cliniques. Dans une étude réalisée chez des enfants
de moins de 18 ans se présentant aux urgences avec des symptomes d'IRA, 72% étaient positifs a au

moins un virus (50).

E. Etudes en soins primaires

Peu d’études réalisées en soins primaires portent sur les IRA. En effet, la recherche est
principalement tournée vers le secteur hospitalier, sur des patients aux ages extrémes de la vie, ou
atteints de comorbidités. Cependant, le recours aux soins primaires di aux IRA est également plus
important chez les jeunes enfants et les personnes agées (5). Dans une revue de la littérature portant
sur le lien entre coinfections virales et sévérité clinique, seulement 32% des études réalisées portaient
sur des patients ambulatoires (107). De plus, lorsque ces études sont réalisées, il s’agit le plus souvent
de patients adultes qui sont inclus.

Une étude multicentrique européenne réalisée entre 2007 et 2010 avait inclus des adultes
présentant des ARI basses en soins primaires, et comparé les résultats a des contrdles (108). 59% des
prélevements réalisés étaient positifs a un pathogéne respiratoire : 11% de bactéries seules, 38% de
virus seuls, et 10% de codétections virus/bactéries. Les virus les plus souvent retrouvés étaient 'HRV
(20%), puis la grippe (10%) et les CoV (7%). Le taux de positivité des PCR réalisées chez des adultes
en soins primaires avec symptémes d’'IRA en Europe était 46% (étude parue en 2020) (109). En 2019,
chez des adultes suspects d’'IRA basse se présentant chez leur médecin généraliste, un prélévement
de gorge était positif dans 54% des cas (21). Une étude publiée en 2020 ayant inclus 3070 patients



symptomatiques et 1677 asymptomatiques consultant leur médecin traitant dans 16 centres répartis
dans 11 pays européens, le taux de prélevements positifs a HRV était de 19% chez les symptomatiques
et 4% chez les asymptomatiques, mais la population n’était constituée (110) que d’adultes. Dans une
étude publiée en 2019 et issue des réseaux Sentinelle frangais, incluant des patients se présentant
chez leur médecin généraliste ou pédiatre pour des symptdmes de syndrome pseudo-grippal (111), et
analysant les résultats virologiques de prélévements naso-pharyngés, le VRS était associé a la
dyspnée, et la rhinorrhée était associée au HRV.

Environ 60% des prélévements réalisés chez des enfants se présentant chez leur médecin
généraliste avec des symptémes d’ARI entre 2011 et 2013 en Angleterre étaient positifs pour un virus
au moins (112). Le type de préléevement en soins primaires pose également le souci de la
reproductibilité, de la faisabilité, de la facilité de réalisation du geste. Le prélévement oropharyngé est
simple, accessible facilement, notamment chez I'enfant, et peu redouté par les praticiens de soins
primaires (113). Le prélevement naso-pharyngé, peu connu avant la pandémie a SARS-CoV2, était

appréhendé par les acteurs des soins primaires.

Dans l'avenir, il sera slrement possible de réaliser des tests rapides et faciles, au lit du malade,
en soins primaires tout d’abord. Ces tests sont appelés POCT (pour point-of-care tests). lls sont congus
pour pourvoir étre réalisés par du personnel non professionnel (patient lui-méme), ou paramédical
(infirmier). La valeur de l'apport des POCT microbiologiques, notamment en terme d’économie
d’antibiotiques, est actuellement évaluée (114).

F. Codétections virales

Plusieurs virus peuvent infecter de fagon concomitante ou séquentielle les voies respiratoires. Les
codétections virales sont définies par la détection de plusieurs virus sur un méme prélévement. Quand
plusieurs pathogénes co-circulent, il peut y avoir une forme de coopération ou de compétition entre ces
pathogénes (115). Cela est assez bien décrit entre la grippe et le pneumocoque (116) : I'infection virale
entraine une sensibilisation a une colonisation secondaire bactérienne. Le concept d’interférence virale
a été décrit dés les années 1960. Il a été mis en évidence au niveau cellulaire, au niveau de I'héte et au
niveau des populations. Des mécanismes communs ont été décrits sur différents épithélias
respiratoires, impliquant une réponse interféron-médiée. Une immunité transitoire non spécifique induite
par une premiére infection virale est décrite: des genes stimulés par la voie des interférons sont produits
(117) (118) (119).

La fréquence des codétections virales chez des patients présentant des symptdmes d’infection
respiratoire aigué est treés variable selon les études, entre 25 a 70% (120) (121) (122) (123) (124) (34).



Selon une revue de la littérature de 2014 sur les études portant sur le lien entre coinfections virales et
sévérité des ARI (107), 74% d’entre elles recrutaient des enfants de moins de 6 ans. Il y a donc peu de
données de la littérature concernant la population adulte, et surtout, aucune étude regroupant

'ensemble de la population en soins primaires.

1. Interactions virus/virus

Les interactions virus/virus restent encore inconnues, et semblent différentes selon les différents
virus respiratoires, expliquant les différences de fréquence des co-détections entre ces mémes virus.
Peu d’études tentent d’expliquer ces interactions. Le phénoméne d’interférence entre les virus, dans
lequel I'infection d’un virus altére la susceptibilité d’'un héte a un second virus, reste encore inexpliqué.
L’infection par un premier virus peut augmenter ou réduire I'infection et la réplication d’'un second virus,
résultant en une interaction positive (additive ou synergique) ou négative (antagoniste). Des modeles

experimentaux ont tenté d’expliquer ces relations.

Différents mécanismes ont été proposés pour tenter d’expliquer cette interférence virale : blocage
des récepteurs par le premier virus respiratoire présent, compétition virale pour les ressources de I'héte,
induction par les virus de la réponse immunitaire innée ou adaptative contre un ou plusieurs virus.

DaPalma et al. ont décrit 15 sous-types différents d’'interactions virus/virus (125).

D’autres études ont montré que les virus respiratoires, méme en I'absence de symptémes,
induisent une réponse des voies respiratoires, en activant des génes stimulés par les interférons (ISGs)
(118) (Figure 15). Cette réponse est initi€e quand les particules virales sont reconnues par le systéme
immunitaire inné et conduit a la production d’interférons de types | et lll, et donc a la stimulation des
ISGs (119). Cette réponse est connue pour étre un mécanisme efficace de défense contre beaucoup
de virus. L’induction des ISGs par un premier virus pourrait limiter I'infection et la réplication d’'un second
virus. Pour échapper au systéme immunitaire, les virus respiratoires ont développé des mécanismes
qui empéchent I'induction et I'action antivirale des IFN. Des mécanismes d’interaction négative virus-
virus ont été décrits au niveau cellulaire, notamment le blocage ou la réduction des récepteurs de
surface et la compétition pour les ressources et les facteurs. D’autres mécanismes conduisant a la
réduction ou l'augmentation de la réplication virale incluent l'inhibition ou la stimulation du géne
promoteur d’un virus par un produit de géne d’un virus interférant, mais ces mécanismes n’ont pas

encore été démontrés pour les virus respiratoires.



Figure 15- Mécanismes de reconnaissance des virus par les cellules- Selon Piret et al. (126)
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Diagramme montrant comment les composants des virus & ARN sont reconnus par les TLR situés a la membrane
plasmique (TLRA4, détection des glycoprotéines virales) et dans le compartiment endosomal (TLR3, détection de
I'ARN double brin ; TLR7 et TLRS, détection de I'ARN simple brin). Les intermédiaires de réplication du virus et les
génomes répliqués sont également reconnus par les capteurs d’ARN cytosoliques, RIG-I et MDAS. Les protéines
adaptatrices en aval, MyD88 pour TLR4, TLR7 et TLR8, TRIF pour TLR3 et TLR4, et MAVS (pour MDAS5 et RIG-I)
sont activées. Ces activations déclenchent des cascades par l'intermédiaire de TRAF3 et TRAF6, TBK1 et IKKa,
IKKB et IKKe, ce qui conduit a une phosphorylation et la translocation nucléaire de NF-kB, IRF3, et IRF7. Ces
changements entrainent la production de cytokines pro-inflammatoires et d'IFN de type | et de type Ill. Les IFN-a/B
sécrétés et les IFN-A se lient a leurs récepteurs spécifiques (IFNAR et IFNLR) dans les cellules infectées et les
cellules voisines. L'activation de JAK-1 et TYK-2 entraine la phosphorylation de STAT1 et STAT2. Apres
translocation dans le noyau, STAT1 et STATZ2 phosphorylés forment un complexe avec IRF9 pour induire
l'expression des ISG, tels que OAS-RNase L et PKR, et I'établissement d'un programme antiviral. IFN, interféron ;
IFNAR, récepteur IFN-a/B ; IFNLR, récepteur interféron-A ; IKK, inhibiteur du facteur nucléaire-kB kinase ; ISGs,
genes stimulés par I'ITFN ; IRF, facteur de régulation de I''FN ; JAK-1, Janus kinase 1 ; MAVS, protéine de
signalisation antivirale mitochondriale ; MDAS, géne 5 associé a la différenciation du mélanome ; MyD88, facteur
88 de différenciation myéloide ; NF-kB, facteur nucléaire-kB ; OAS, 2'-5' oligoadénylate synthétase ; P, protéine
phosphorylée ; PKR, récepteur de protéine kinase ; RNase L, endoribonucléase latente ; RIG-I, géne | inductible
par l'acide rétinoique ; STAT, signal transducteur et activateur de la transcription ; TBK 1, TANK binding kinase 1 ;
TLRs, Toll-like receptors ; TRAF, tumor necrosis factor receptor-associated factor ; TRIF, TIR-domain-containing
adapter-inducing IFN-G ; TYK-2, tyrosine kinase 2.



La codétection la plus fréquemment retrouvée est la coinfection du RSV et de 'HRV (50). En 2016,
Visseaux et al. ont publié les résultats des PCR Multiplex d’enfants de moins de 15 ans admis dans
deux hoépitaux francgais. Le taux de codétections virales global était de 9,2%, avec des taux plus
importants chez les enfants agés de 6 a 36 mois (127). Il est donc décrit de probables différences entre
les différents ages. L'équipe de Nickbaksh a tenté de représenter de différentes fagons les potentielles
interférences entre les virus respiratoires dans différentes cohortes (Figures 16B et C), en identifiant les
virus le plus souvent présents dans les coinfections : VRS, HRV, CoV et IAV (Figure 16A).

Figure 16- Interférences virales- Selon Nickbakhsh (128) (115)
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La codétection la plus souvent retrouvée est VRS/HRYV tant chez des enfants en soins primaires
que des enfants hospitalisés (129). Elle est estimée a environ 11% chez des enfants de moins de 2 ans
hospitalisés pour fievre et/ou symptdémes respiratoires (34).

La détection de VRS est associée a une probabilité diminuée de co-infections a HRV, indiquant
une interaction négative virus-virus (130). Cela suggéere que durant ou au décours immédiat d’'une
infection a HRV, I'héte pourrait étre réfractaire aux autres virus. Dans une étude de cohorte prospective
de 2016, Karppinen et al. ont montré qu'il existait une association négative entre le VRS et 'HRV chez
des nourrissons de moins de 24 mois : le taux d’infections a HRV est plus faible chez des enfants qui
ont eu une infection récente a VRS comparés aux enfants qui n'ont pas été infectés (8% versus 14%,
p<0,05) (131).

Une diminution de la fréquence de RSV a été observée durant les épidémies grippales en
Norvége (132), suggérant une interférence virale. Dans une étude parue en 2022 (133), Haney et al.
ont montré que la co-infection de cellules épithéliales bronchiques par la grippe et le VRS génére des
protéines virales issues des deux virus se co-localisant a la surface apicale des cellules épithéliales. I
a également été démontré in vitro qu’en cas de co-infections, le virus de la grippe se répliquait de fagon
plus intense qu’en cas de simple infection, contrairement au VRS qui se répliquait moins en cas de co-

infection.

Plusieurs études ont montré que 'HRV avait peut-étre retardé la circulation de la grippe H1N1 en
Europe en 2009 (134) (135). Les co-détections HRV/IAV sont significativement moins fréquentes
gu’attendues dans les modéles expérimentaux, suggérant une interférence négative entre ces deux
virus (117). L’infection par HRV induit I'expression de certains ISGs et le blocage les voies de
signalisation IFN, restaurant la réplication du virus de la grippe (117). Suite a la pandémie de grippe en
2009, une étude a montré que linfection des voies respiratoires par un virus pouvait bloquer une
infection par un second virus (117). En effet, I'infection antérieure par le rhinovirus inhibe l'infection par
la grippe A en activant les défenses antivirales dans les tissus cibles de ces virus, I'épithélium
respiratoire. Ceci expliquerait comment la pandémie grippale de 2009 a été stoppée par l'arrivée de

I'épidémie saisonniére automnale de rhinovirus.

2. Codétections virales et données cliniques

La prévalence des prélévements positifs a plusieurs virus étant importante, une des questions qui
se pose est celle d’'une corrélation entre la clinique et les symptédmes présentés par les patients et les

codétections virales. En effet, des études décrivent des prévalences différentes entre groupes de



population d’ages différents, mais également entre patients de sévérité différente. La principale question
posée est : y a-t-il une association entre codétections virales et sévérité des pathologies présentées par
les patients ?

En premier lieu, la prévalence des codétections semble étre liée a 'age des patients présentant
des IRA. Les études incluant des enfants de moins de 5 ans reportent des fréquences de codétections
virales plus importantes que celles incluant des adolescents et des jeunes adultes. Une étude de 2016
(128) analysant les prélevements respiratoires de 44230 infections respiratoires entre 2005 et 2013 a
montré que les codétections virales étaient beaucoup plus fréquentes chez les patients de moins d’un
an. Chez des enfants hospitalisés pour IRA et positifs a CoV, I'age était significativement plus jeune en
cas de codétection avec un autre virus (85).

Il nest pas clairement établi que les codétections virales sont associés a des infections plus
séveres (107). Certaines études ont rapporté une sévérité plus importante chez les enfants avec
codétections (136), alors que d’autres ne I'ont pas retrouvée (137) (138) (139) (140). Le taux de
coinfections semble étre plus important dans les cohortes de patients hospitalisés versus des patients
en soins ambulatoires (124)(141)(142). Notre équipe avait montré qu'il existait une sévérité plus
importante de I'infection respiratoire chez les nourrissons hospitalisés pour bronchiolite infectés par le
VRS seul comparés a ceux infectés a HRV seul (143). Il n’avait pas été démontré de sévérité supérieure
chez les nourrissons présentant une coinfection VRS/HRYV. Selon une revue de la littérature portant sur
I'association possible entre coinfections virales et sévérité des ARI, dans 5 études sur 8, la coinfection
virale augmentait le risque d’hospitalisation en hospitalisation conventionnelle. Certaines retrouvaient
un risque augmenté de passage en soins continus, d’autres non. Il n'y avait pas de réelle preuve
d’association entre les codétections virales et le risque de bronchiolite ou de pneumopathie. Une étude
réalisée en soins primaires chez des enfants a montré un lien entre la détection de virus respiratoires
et le pronostic des patients inclus (112) : les détections du VRS, d’Influenza A ou B étaient associées
a un score de sévérité supérieur ; la détection de 'HRYV était associée au contraire a un score de sévérité
plus bas. Cette étude a également montré que la positivité des prélevements était associée a un age
plus jeune et que le délai de consultation était plus court. Dans une étude rétrospective menée entre
2017 et 2019 sur des nourrissons hospitalisés pour ARI basse a VRS, la co-infection a VRS/PIV3 était
associée un risque augmenté de maladie sévére (144). La durée moyenne des symptdmes de
nourrissons avec ARI était plus élevée en cas de codétections VRS/HRV qu’en cas de mono-infection
par ces virus (131). La durée de séjour a été décrite comme plus importante en cas de coinfections
VRS/HRV qu’en cas de mono-infection chez des nourrissons hospitalisés pour bronchiolite (145). Une
étude publiée en 2022 (34) a retrouvé chez des enfants de moins de 2 ans hospitalisés que les enfants
coinfectés a HRV étaient plus susceptibles de présenter des sifflements, une cyanose, une détresse
respiratoire et une radiographie thoracique anormale, ainsi qu’un recours a 'oxygénothérapie. |l n’a pas
été trouvé de différence d’hospitalisation, de recours aux soins intensifs, de durée de séjour ou de

recours a I'oxygénothérapie entre des enfants hospitalisés pour ARI et positifs pour HRV seul ou HRV



en codétection (50). Il a été montré un risque augmenté d’hospitalisation en cas de coinfection VRS/BoV
chez les enfants de moins de 3 ans (146) et Grippe A/CoV chez des patients de tous ages (147).
Pourtant, certaines études ont retrouvé un risque réduit d’hospitalisation en cas de coinfection a
VRS/ADV (123) et VRS/HRV (148). Les résultats des études sont donc hétérogénes, et beaucoup

portent sur des cohortes pédiatriques hospitaliéres.

I G. Charges virales respiratoires

1. Définitions

Actuellement, bien que des résultats qualitatifs fassent partie du diagnostic virologique quotidien
hospitalier, il n'existe pas de protocole ou de méthode pour la détermination des charges virales
respiratoires. En effet, aucun protocole n’est établi, quel que soit le virus respiratoire étudié. Les études
sont hétérogénes concernant son calcul, et donc ses valeurs. En effet, la plupart études utilisent la
valeur de seuil cycle (Ct pour Cycle threshold) pour estimer la charge virale, se basant sur le fait que
plus le Ct est bas, plus la charge virale est élevée. Dans une étude parue en 2022 (149) portant le lien
entre charges virales de VRS et clinique, les auteurs proposent de classer les charges virales de
prélevements naso-pharyngés en 3 niveaux : élevées si le Ct est inférieur a 25, intermédiaires si le Ct
est compris entre 25 et 35, et basses si le Ct est supérieur a 35. En cas de codétection virale, certaines
études définissent l'infection « primaire » par 'agent dont la charge virale est la plus élevée retrouvée
(150).

Pour obtenir une valeur quantitative exacte, il faut utiliser la PCR en temps réel ou PCR
quantitative. Celle-ci mesure le nombre d’amplicons (portions d'’ADN définies par un couple d'amorces).
Le Ct est alors la base servant a calculer la quantité d’ADN de fagon absolue. Pour cela, on effectue
une PCR en temps réel sur des échantillons de dilution croissante pour obtenir une courbe étalon qui

correspond au couple d’amorces utilisé.

2. Charges virales et données cliniques

Doser les charges virales respiratoires fait partie de la recherche médicale, et son intérét est
encore discuté. La question de I'association entre charges virales respiratoires et sévérité des IRA est
soulevée. En effet, les études se limitent la plupart du temps a une population cible (enfants, personnes
agées), dans un contexte particulier (soins intensifs, soins primaires, etc), et portent sur un virus
respiratoire. Elles sont donc peu comparables les unes aux autres, rendant les résultats difficilement

extrapolables. La plupart des études portent sur les charges virales a HRV et VRS. Dans une étude



parue en 20011, les enfants symptomatiques avaient des charges virales VRS et HRV plus élevées que

les asymptomatiques dans les mémes classes d’age (0-1 an, 1-2 ans et 2-6 ans) (105).

Concernant le VRS, due a la prévalence importante de celui-ci dans les ARI du nourrisson,
beaucoup d’études incluent des jeunes patients. Dans une étude parue en 2010 avec de charges virales
VRS dosées sur des aspirations naso-pharyngées, il a été mis en évidence une association entre charge
virale et sévérité chez des nourrissons lors d’'une premiere ARI (150). Des enfants de moins d’'un an
avaient une charge virale a VRS plus élevée que ceux plus agés en soins primaires (129). En revanche,
chez les enfants de plus de 2 ans, les charges virales étaient significativement plus élevées chez les
enfants hospitalisés que les enfants en soins primaires de la méme classe d’age (129). Cependant dans
cette étude, les charges virales respiratoires de VRS n’étaient pas normalisées. Cela suggére que la
charge virale serait associée a la pathogénicité et a la sévérité de l'infection respiratoire plus chez les
grands enfants que chez les plus jeunes. Zhou et al (151), et Hasegawa et al (152) ont montré qu’une
charge virale a VRS plus importante était associée a une sévérité plus importante de la maladie, ainsi
qgu’a la durée de séjour et aux symptémes. Cependant, Martin et al (153) n’ont pas retrouvé cette
corrélation entre charge virale a VRS et sévérité. Chez des enfants de moins de 2 ans hospitalisés, une
charge virale a VRS importante était associée a une durée de séjour plus longue (154). Chez des
enfants de moins de 5 ans hospitalisés, une charge virale a VRS plus importante était associée a un

recours plus important a I'oxygéne (149).

Concernant 'HRV, et due a sa prévalence a tous ages de la vie, les études incluent le plus souvent
des adultes. La plupart des études ne montrent pas de lien entre charges virales a HRV et sévérité de
'ARI. Une étude 2017 a comparé les charges virales de patients ambulatoires versus des patients en
soins intensifs (155) : les charges virales HRV n’étaient pas significativement différentes entre ces deux
populations de patients, sous-entendant que la sévérité de I'IRA n’est pas corrélée a la charge virale
respiratoire pour ce virus. Les charges virales étaient similaires selon les classes d’age (toutes les
classes d’age étaient représentées). Une étude réalisée en 2012 en soins primaires a montré qu’il n’y
avait pas de différence de charge virale HRV entre des patients hospitalisés et des patients ambulatoires
(156). Dans les études incluant les enfants, les charges virales HRV semblent liées a la sévérité de
'ARI : une étude incluant 694 nourrissons présentant une bronchiolite a HRV a montré qu’il n'y avait
pas d’association entre la charge virale et la durée de séjour hospitalier (27). Une étude japonaise a
montré qu'il existait chez les enfants entre 11 mois et 3 ans, une association entre charge virale et
séveérité de 'ARI (157). Celle-ci n’était plus observée apres I'age de 4 ans, ni avant 'age de 11 mois.
Chez des enfants (<21ans) hospitalisés ou non avec des symptdomes d’ARl, la charge virale a HRV était
significativement supérieure lorsque HRV était monodétecté versus codétecté. Chez des patients
ambulatoires agés de 7 a 95 ans, les charges virales respiratoires HRV élevées étaient associées a des
symptémes respiratoires plus graves (35). Les études distinguent également les charges virales HRV-

A, HRV-B et HRV-C, tentant de déterminer quel type est le plus pathogene. Dans une étude réalisée



chez des adultes en soins primaires, le HRV-A était associé a un risque augmenté d’'IRA basse comparé
a HRV-B et HRV-C (110). Chez des patients ambulatoires agés de 7 a 95 ans avec une IRA, les charges
virales étaient plus élevées dans les prélévements positifs a HRV-C comparés a HRV-A et HRV-B (35).
Dans une étude de 2020 (110) réalisée chez des adultes en soins primaires, la charge virale a HRV-A
était plus importante que celle de HRV-B. En outre, les résultats des études individuelles sont difficiles
a interpréter en raison des différences entre les méthodes de PCR en temps réel et les techniques
d'échantillonnage, et ils peuvent donc ne pas étre généralisables a d'autres populations de patients et

contextes cliniques.

Enfin, les charges virales de prélévements naso-pharyngées a HRV ont été rapportées a la
présence ou non d’'une virémie concomitante chez des enfants hospitalisés (1 mois-14 ans) pour ARI
(158) : la présence d’'une virémie a HRV est associée a une charge virale plus importante, ainsi qu'a
une maladie plus sévere . La prévalence estimée d’une virémie a HRV chez des enfants hospitalisés
est d‘environ 11% chez des patients avec prélévements naso-pharyngés positifs (159). Dans une étude
de 2011 incluant des enfants hospitalisés pour ARI sévére, il a été montré une différence de fréquence
de virémie entre HRV-C (plus élevée) et HRV-A et HRV-B, suggérant une pathogénicité différente entre

ces especes (160).



Objectifs du travail

Comprendre et traiter les infections virales respiratoires sont des enjeux majeurs pour la santé
respiratoire de I'enfant, et en conséquence, pour celle de I'adulte, avec pour objectif de préserver le
capital respiratoire. Il est maintenant acquis que les infections virales sont responsables d'une
importante morbidité respiratoire : bronchiolite aigué, asthme du nourrisson, crises d’asthme aigu, et
des conséquences a long terme avec des bronchopneumopathies chroniques obstructives (BPCO)
précoces. A l'orée de nouvelles thérapeutiques antivirales, les questions qui se posent au clinicien
peuvent étre classées en trois catégories principales: 1°) le rdle du terrain et de I'immunité innée du
patient, 2°) les facteurs de risques extrinseques, et 3°) les facteurs de risque liés au virus lui-méme,
notamment a son niveau de réplication sur le site de I'infection: la charge virale respiratoire (exprimée

en nombre de particules infectieuses ou de copies du génome viral par ml de prélevement).

Les techniques moléculaires multiplex permettant la détection simultanée des principaux virus
responsables d’infections respiratoires (panel viral respiratoire) constituent actuellement les tests de
référence pour le diagnostic virologique des infections respiratoires en médecine humaine. Ce
diagnostic respiratoire est essentiellement réalisé en milieu hospitalier, sur un prélévement respiratoire
haut (écouvillon naso-pharyngé, aspiration nasale) et n’est le plus souvent pas quantitatif (résultat de

type présence / absence).

Parmi les virus respiratoires, le VRS reste le plus fréquent et le plus agressif chez I'enfant de
moins de 3 ans. Il faut noter que la majorit¢ des données disponibles proviennent de patients
hospitalisés et donc que la réalité en milieu communautaire est mal connue. En routine hospitaliére,
une codétection virale (détection de plusieurs espéces virales) est retrouvée dans 20 a 30% des
échantillons respiratoires prélevés. La signification de ces codétections n’est pas établie et, a I'heure
actuelle il n'est pas possible de différentier en routine une véritable co-infection, de la survenue
d’infections séquentielles. Pourtant, leur caractérisation précise aurait un intérét majeur dans le cadre
de la mise a disposition prochaine de traitements antiviraux spécifiques (molécules antivirales ou
anticorps monoclonaux), et de la connaissance du statut de l'infection (risque de transmission en milieu

de soins).

L’hypothése de la premiére partie de cette thése était que la charge virale respiratoire pourrait
constituer un marqueur individuel pronostique de I'infection a un temps donné. En effet, la charge virale
est variable et permet de distinguer une infection réplicative a haut niveau (phase aigué) ou a bas niveau
(phase de clairance). L'accés a la dynamique de la réplication virale permettrait une prise en charge

plus ciblée et plus efficace du patient. Pour avoir du matériel sur lequel pouvoir développer notre



hypothése, nous avons repris une premiére biothéque issue de la cohorte Guérande, qui rassemblait
719 prélévements respiratoires réalisés dans plusieurs urgences pédiatriques frangaises chez des

enfants de moins de 12 mois présentant un premier épisode de bronchiolite aigué.

Nous avons créé le projet « ECOVIR » (Etude des CO-détections VIRales dans les
prélevements respiratoires), qui est une étude prospective, multicentrique, en lien avec le réseau des
médecins généralistes de ville hauts et bas-normands (36 médecins investigateurs au total). Nous
avons inclus 685 patients entre le 21 janvier 2019 et le 11 avril 2019, puis du 04 octobre 2019 au 14
mars 2020, agés de 2 mois a 94 ans, qui présentaient des symptdmes de virose respiratoire. Ces
prélévements, recueillis chaque semaine dans les 8 centres investigateurs, ont été aliquotés, extraits et
analysés en PCR-Multiplex afin de caractériser l'infection virale responsable des symptdomes des
patients inclus. Chaque médecin généraliste remplissait des critéres cliniques lors de l'inclusion du
malade, et ce dernier était contacté pour nos soins a J7 afin de répondre a des questions d’ordre

sociodémographique, d’ordre écologique, mais également sur I'évolution des symptomes de virose.

Parallélement, nous avons mis au point des techniques de PCR quantitative des Rhinovirus,
grace notamment a la mise au point d’un plasmide multivalent. Nous avons également réalisé le
génotypage de tous les prélevements positifs a Rhinovirus issus de I'étude ECOVIR ainsi que de la
cohorte GUERANDE, afin de faire une étude phylogénique. Nous avons également mis au point des
méthodes de PCR quantitatives des VRS (A/B). Le but était de développer et valider analytiquement
une technique de quantification et de valider analytiquement une technique de quantification de charges
virales respiratoires, et de déterminer leur apport diagnostique en cas de codétection virale dans les

prélevements respiratoires hauts.



Protocoles, matériels et méthodes

I A. Etude ECOVIR

1. Mise en place

L’étude ECOVIR (pour Etude des COdétections Virales dans les prélévements Respiratoires)

était une étude prospective, observationnelle, multicentrique, qui a débuté le lundi 21 janvier 2019.

Il s’agit d’'une étude qui a été réalisée en lien étroit avec le Département de Médecine Générale
(DMG) de Rouen, contacté des mai 2018. Au total, 11 réunions de mise en place de I'étude ont eu lieu
avec le DMG Rouennais (Annexe 1 avec compte-rendu de réunions). Cing internes de médecine
générale rouennais ont été recrutés début septembre 2018. Leur participation active au cours des deux
saisons épidémiques était requise. Il s’agissait donc d’internes en 3™ semestre d'internat de médecine
générale. Leur thése d’exercice a découlé de ce projet clinico-biologique. Pour cela, nous avons donc
intégré les questions utiles a I'écriture de leur thése dans les questionnaires de recueil de données
d’ECOVIR.

Une fois le protocole rédigé, le dossier de demande au CPP a été écrit en septembre 2018, avec 'aide
du Pr Astrid Vabret, du Pr Christophe Marguet, du Dr Meriadeg Le Gouil, de Fabien Chaillot (Chargé
des affaires réglementaires, CHU Caen) et de Rémy Morello (Praticien Hospitalier- Responsable de
l'unité- Unité de Biostatistique et de Recherche Clinique- CHU Caen). Il a été envoyé le 26 septembre
2018, est passé en Commission le 19 novembre 2018 au sein du CPP Est Il. Au décours un avis
favorable a été dressé, avec demandes de modifications mineures. Celles-ci ont été faites, et le dossier

a été renvoyé le 14 décembre 2018. L'accord définitif a été émis le 07/01/2019.

2. Appel d’offre Innov’Eclair

Pour renforcer 'accompagnement déployé par I'établissement en faveur de la recherche, et en
complément de I'Appel a Projet Innovation coordonné par le Groupe d’Appui Pertinence Innovation
(GAPI) et de I'Appel a Projets Interne de Recherche (APRI), la direction générale du CHU de CAEN
Normandie et le pbéle Recherche, via la Délégation a la Recherche Clinique et a I'lnnovation et sa cellule
Innovation mettait en place un Appel a Projet interne dédié a I'lnnovation « INNOV'ECLAIR » dans le
but de favoriser la détection, 'émergence, et la mise en ceuvre rapide de projets d’'innovation dans
I'établissement.

Dans ce contexte, nous avons répondu a cet appel d’offre. Nous avons rencontré la Délégation
a la Recherche Clinique (DRCI) et la Cellule Innovation Diagnostique Thérapeutique (CIDT) courant
décembre 2019, aprés leur avoir envoyé notre projet (Annexe 2). Nous avons demandé 6000 euros
pour la premiére saison: 1000 euros pour financer les déplacements liés au rapatriement des

échantillons au laboratoire de Virologie de Caen, 3000 euros pour I'échantillonnage et 2000 euros pour



la mise en collection au Centre de Ressources Biologiques (CRB) InnovaBio. Notre dossier a été étudié,

et nous avons regu les 6000 euros demandés pour 'année 2018.

3. Premiére saison

Les responsables des DMG de Rouen et de Caen ont pris le premier contact avec les médecins
susceptibles d’étre intéressés par ECOVIR dans des maisons de santé réparties sur 'ensemble du
territoire normand (Haute et Basse Normandie). Nous avons alors pris rendez-vous avec les potentiels
médecins investigateurs au décours de ce premier contact, si 'accueil du projet avait été positif. Nous
avons rencontré les médecins généralistes des maisons médicales entre le 8 et 29 janvier 2019. Les
réunions de présentation avaient lieu dans les différentes maisons médicales normandes, sur le temps
du déjeuner la plupart du temps. Une présentation de I'étude était réalisée, d’'une durée d’environ 20
minutes (Annexe 3). Puis les médecins généralistes intéressés par le projet étaient recrutés, et formés
au prélevement naso-pharyngé. Trente et un médecins généralistes investigateurs (MGI) ont été ainsi
recrutés (Annexe 4). Une classe d’age était attribuée a chacun, en fonction de leur patientéle. En effet,
nous avions sépare les patients inclus en 6 classes d’age : moins de 24 mois (« nourrissons »), 2-5 ans
(« jeunes enfants »), 6-17 ans (« enfants »), 18-64 ans (« adultes »), 65-74 ans (« jeunes séniors ») et

plus de 75 ans (« séniors »).

L’objectif donné aux MGI était d’inclure 3 patients par semaine pendant la période d’inclusion.
Il n'était pas imposé de moments d’inclusion. lls pouvaient réaliser les inclusions quand ils le
souhaitaient pendant les jours d’inclusion. Nous leur remettions ensuite le matériel nécessaire a
linclusion. Le matériel mis a disposition de chacun était une boite en carton contenant 30 sachets.
Chaque sachet contenait le document d’information a remettre au patient aprés I'avoir signé, un
écouvillon floqué et un tube de milieu de transport virologique. Chaque carton contenait donc du matériel

pour réaliser 30 inclusions (photos en Annexe 5).

Une fois les médecins recrutés, un premier mail leur était envoyé avec un questionnaire sur
leurs caractéristiques de démographie médicale (Annexe 6). Ce questionnaire, le seul non anonyme,
était disponible via le logiciel d’enquéte statistique Lime Survey. Un second mail était ensuite envoyé
afin de leur communiquer leur identifiant a rappeler lors de I'inclusion, et le lien vers le questionnaire

d’inclusion.

Les réponses des médecins généralistes investigateurs sont reportées dans le tableau 1.
Concernant l'activité des MGI, 44% des médecins investigateurs étaient des femmes (versus 36% de
femmes sur 'ensemble des généralistes normands selon le Conseil de I'Ordre) et 4gés en moyenne de

44 ans (versus 53 ans sur 'ensemble des généralistes normands selon le Conseil de I'Ordre). lls



travaillaient en moyenne 7,5 demi-journées par semaine et 68% d’entre eux étaient maitres de stage

d’internes du DES de médecine générale.

Tableau 1- Caractéristiques démographiques des MGI

Questions Résultats
Sexe 56% hommes, 44% femmes
Age Médiane : 38,5 ans [36 ; 52]
Depuis quand le médecin exerce-t-il ? Médiane : 14 ans [7 ; 21]

Le médecin est-il maitre de stage des DES de médecine générale ? 68% « oui », 32% « non »

Combien de demi-journées hebdomadaires travaille le médecin ? Médiane : 7 [6 ; 8]

Les inclusions ont débuté le lundi 21 janvier 2019 pour la premiére saison. Aucun incident n'a été
rapporté concernant les questionnaires. Aucune modification n'a été apportée aux questionnaires a

partir du 21 janvier

Les critéres d’inclusion étaient :
- Patient enfant ou adulte consultant leur médecin traitant spontanément
- Symptdbmes permettant le diagnostic d’infection respiratoire aigué haute ou basse (rhinite,
angine, pharyngite, laryngite, bronchite, bronchiolite, pneumopathie, syndrome pseudo-grippal,
exacerbation d’asthme, exacerbation de BPCO) établi par le médecin généraliste
- Francophone
Les critéres de non-inclusion étaient :
- Refus de participation a I'étude
- Refus de réalisation du prélévement naso-pharyngé
- Patients incapables majeurs sous tutelle ou curatelle
- Patients difficilement joignables par téléphone
- Patients présentant une difficulté de compréhension de la langue frangaise
- Patients hémophiles
- Patients présentant des épistaxis a répétition
Lors de I'inclusion, le médecin « préleveur » informait le patient de la réalisation de I'étude. ECOVIR
étant considérée comme une étude non-interventionnelle, des documents d’information étaient remis
aux patients, sans nécessité de signature du patient pour participer. Il s’agissait d’'une non-opposition.
Selon les recommandations du CPP, nous avons écrit 3 documents d’information différents selon I'age



d’inclusion des patients. En effet, si le patient était agé de moins de 11 ans, c’étaient ses parents qui
devaient donner leur non-opposition (Annexe 8). Si le patient avait entre 11 et 18 ans, c’était a lui de
prendre la décision (sous réserve de l'accord de ses parents) (Annexe 9). Enfin, pour les patients
majeurs, le document d’'information leur était adressé directement (Annexe 10). Il nous a été demandé
par le CPP d’écrire en plus un document spécifique pour les enfants de moins de 6 ans, que le médecin
investigateur devait lire a 'enfant. ECOVIR était alors présentée de fagon ludique, simple a comprendre,
avec des dessins et des pictogrammes (Annexe 7).

Le médecin investigateur réalisait ensuite 'anonymisation du patient inclus en lui attribuant un
numéro d’identification anonyme, qui était constitué par le numéro d’identification du médecin
« préleveur », suivi par la premiére lettre de son nom, suivie par la premiére lettre de son prénom, suivie
par les 2 derniers chiffres de son année de naissance. En effet, chaque médecin préleveur avait un
numéro d’identification constitué de 2 chiffres. Par exemple, pour DUPONT Martine née en 1945 incluse

par le médecin n°11, le numéro d’anonymisation était 11DM45.

Le médecin recueillait des données sociodémographiques et cliniques a I'issue de son interrogatoire
et de son examen clinique, puis les collectait en ligne sur le logiciel Lime Survey®. Il réalisait ensuite
un prélévement naso-pharyngé qui était conservé dans un tube contenant du milieu de conservation
virologique, puis placé au réfrigérateur a 4°C. Le prélévement naso-pharyngé était réalisé avec un
écouvillon floqué qui est introduit dans la narine du patient, jusqu’au nasopharynx, puis un mouvement
de rotation est réalisé, d’environ 3 secondes, avant d’étre retiré. Il s’agit du méme geste que celui réalisé
lors de la recherche de l'infection par SARS-CoV2.

Un poster accroché dans la salle d’attente de chaque médecin avait été imprimé afin que les
patients puissent prendre connaissance de I'existence de I'étude avant que le MGI ne leur en parle. Ce
poster a été élaboré pour augmenter I'adhésion du patient, et gagner du temps lors de I'information du
patient en consultation. En effet, nous avons évalué la « perte de temps » lors d’'une consultation a 6

minutes pour chaque inclusion ECOVIR.

Pendant la période d’inclusion, tous les jeudis, les préléevements du début de semaine étaient
acheminés de fagon réfrigérée au laboratoire de Virologie du CHU CAEN NORMANDIE. Des étiquettes
étaient créées. Puis les prélévements étaient divisés en cinq fractions aliquotes. Une fraction aliquote
était utilisée afin d’en extraire les acides nucléiques, puis était analysée par détection moléculaire
Multiplex afin de déterminer le ou les virus présents dans les prélévements. Les autres fractions
aliquotes étaient ensuite congelées et conservées a -80°C jusqu’aux analyses ultérieures, et leur mise

en collection éventuelle au Centre de Ressources Biologiques caennais « Innovabio ».

A J7 de linclusion, chaque patient inclus était rappelé par un interne de médecine générale

participant a I'étude. Le patient avait donné son accord pour le rappel lors de linclusion. Dans le cas



contraire, le patient n’était pas inclus. Chaque patient était contacté 3 fois par jour a J7, J8 et J9 jusqu’'a
ce qu’il décroche. Si le patient ne répondait pas, l'interne laissait un message sur la messagerie,
expliquant au patient qu’il allait le rappeler réguliérement :

« Bonjour Monsieur/Madame,

Je suis un médecin chercheur de la faculté de médecine de Rouen. Je vous appelle comme convenu
concernant I'étude ECOVIR a laquelle vous avez accepté de participer la semaine derniere. Je dois
vous poser quelques questions. Je n’en ai que pour quelques minutes. Je vais vous rappeler en numéro
masqué a plusieurs reprises, ne vous inquiétez pas. J'espére vous avoir au prochain appel. A plus
tard! »

Si le patient ne répondait a aucun appel (9 au total), il était considéré comme perdu de vue. Les
questions posées par les internes étaient des questions d’ordre sociodémographique en premier lieu :
mode de vie, entourage, catégorie socio-professionnelle, environnement, tabagisme, etc. Quelques
questions cliniques étaient posées en fin d’interview, notamment sur I'évolution depuis la consultation
a J0, et s'il y avait eu a nouveau un contact avec un professionnel de santé. Chaque interne avait un

code anonyme d’identification qu’il devait renseigner avant de remplir les questionnaires.

Chaque vendredi, un texto était envoyé aux médecins généralistes afin de faire le bilan de la
semaine : décompte du nombre de patients inclus pendant la semaine, et décompte du nombre de
patients inclus depuis le début de la saison. Chaque dimanche, un mail de « relance » était envoyé a
chaque médecin généraliste avec ses identifiants ECOVIR, ainsi que le lien avec le questionnaire lui
correspondant (Figure 17).

Fiqure 17- Planning de rappel hebdomadaire aux MGI
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Chaque jeudi, tous les prélévements étaient acheminés au laboratoire de virologie. Chaque
échantillon était aliquoté en 5 aliquots : 1 pour analyse immédiate, et 4 congelés a -80°C. Des étiquettes
étaient créées grace au logiciel Barcode.exe. Le premier aliquot était utilisé pour réaliser une extraction
Complex 200 sur Qiasymphony. Puis une RT-PCR était réalisée (technique Luminex, logiciel Magpix),
permettant de détecter 18 virus et 3 bactéries intracellulaires respiratoires. Nous avions donc un résultat
qualitatif chaque semaine d’inclusion.

Devant une inclusion en dega des prévisions, 2 médecins supplémentaires de la maison
médicale de Neufchatel-en-Bray ont été recrutés le 19.03.2019 (Dr Claire Houlé et Dr Olivier

Wermester).

Devant la diminution de la prévalence des épisodes viraux (cf ci-dessous), les inclusions ont

été arrétées le 10 avril 2019, soit aprés 12 semaines d’inclusion pour la premiére saison épidémique.

Au cours des mois de mai et juin 2019, nous sommes allés rencontrer les MGI dans les maisons
médicales afin de récupérer le matériel restant et faire le bilan de cette premiere saison. Au décours de
cette réunion, un mail était envoyé a chaque médecin investigateur avec en lien un questionnaire
« satisfaction » permettant de recueillir les remarques, les difficultés rencontrées, mais également de

savoir si les médecins souhaitaient participer a la deuxiéme saison du protocole.

4. Deuxieme saison

Avant le début de la deuxiéme saison, au cours du mois de septembre 2019, nous nous
sommes rendus dans les maisons médicales des médecins investigateurs afin de leur distribuer le
matériel nécessaire pour la saison 2, et leur rappeler les différentes modalités d’inclusion. Trois
nouveaux médecins investigateurs ont rejoint les effectifs. lls ont été formés, comme leurs collégues,

au prélévement naso-pharyngé.

Les inclusions de la deuxiéme saison ont débuté le vendredi 4 octobre 2019.

Aprés avoir évalué I'activité des médecins généralistes suivant les jours de la semaine (44%
des médecins investigateurs ECOVIR ne travaillaient pas le mercredi), nous avons décidé de changer
les jours d’inclusion. En effet, pour la deuxi€éme saison, chaque semaine d’inclusion débutait le vendredi,
puis samedi, lundi et mardi. Le recueil des prélevements au laboratoire de Virologie du CHU de Caen
avait lieu chaque mercredi.



Face a la pandémie de SARS-CoV2 et au manque de matériel adéquat pour réaliser les
prélevements dans les conditions de sécurité sanitaire recommandées,
d’interrompre les inclusions ECOVIR a partir du samedi 14 mars 2020.

nous avons décidé

AU vu des événements de la pandémie au SARS-CoV2, il nous a été demandé par la Cellule
de la Promotion de la Recherche Clinique du CHU de Caen de stopper les inclusions ECOVIR le 8 avril

2020. Nous n’avons pas rouvert I'étude car les épidémies virales hivernales étaient ensuite terminées.

5. Bilan du nombre de patients inclus par les médecins généralistes investigateurs

685 patients ont été inclus durant les 2 saisons (191 la premiére saison, 494 la deuxiéme)
(Figure 18). Lors de la premiére saison, la moyenne d’inclusion était de 6 patients par médecin
investigateur sur les 12 semaines ; 7 médecins investigateurs sur 33 n’avaient inclus aucun patient. Au
cours de la deuxiéme saison, les médecins ont inclus en moyenne 13 patients chacun au cours des 21
semaines ; 5 médecins n'avaient inclus aucun patient. Sur les deux saisons, la moyenne d’inclusion
était de 19 patients par médecin investigateur, la médiane était de 16 patients par médecin [4,75 ; 27]
(cf Figure 19). 75% des médecins investigateurs ont avoué qu’ils auraient pu inclure plus de patients

car ils ont « oublié » de le faire, malgré les rappels quotidiens. 10 médecins ont eu besoin de matériel
de prélévement supplémentaire.

Figure 18- Suivi du nombre d’inclusions hebdomadaires au cours des deux saisons ECOVIR
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Figure 19- Nombre de patients inclus par les différentes MGl au cours des 2 saisons d’ECOVIR
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B. Premiére publication : protocole de la cohorte ECOVIR

Nous avons publié, en 2022, dans la revue Methods and Protocols le protocole de la cohorte ECOVIR.

Résumé :

Les infections respiratoires aigués (IRA) doivent étre mieux comprises et traitées, car elles sont
essentielles pour la santé publique, en particulier lors de crises sanitaires telles que la pandémie a
SARS-CoV2. Il s'agit des infections les plus fréquentes dans la population générale et elles sont
principalement traitées par les médecins généralistes dans le cadre des soins de santé primaires. De
nombreux virus différents sont impliqués, selon les variations épidémiques. Les co-détections virales
représentent une proportion importante des IRA dans les cohortes hospitalieres. L'objectif de la cohorte
ECOVIR était d'étudier les co-détections virales en constituant une biobanque d'échantillons de voies
respiratoires de patients consultant leur médecin généraliste pour des symptomes d'IRA. Nous
rapportons ici le déroulement de I'étude : la conception, le déroulement et les difficultés rencontrées.
ECOVIR (Etude des CO-détections Vlirales dans les prélévements Respiratoires) était une cohorte
prospective et multicentrique menée en France pendant deux saisons épidémiques (2018-2019 et 2019-
2020). Nous avons recruté des médecins généralistes. Chaque médecin généraliste investigateur (MGI)
voyait les patients chaque semaine pour I'examen, la collecte de données cliniques et I'écouvillonnage
nasopharyngé. Chaque échantillon était envoyé au service de virologie pour la mise en banque et
I'analyse moléculaire. Les données cliniques et sociodémographiques ont été recueillies 7 jours aprés
l'inclusion. ECOVIR comprenait 36 MGI. Les patients présentant des symptdmes d'IRA ont été inclus (n
= 685). Le nombre médian d'inclusions était de 16 patients par GPI au cours des deux saisons (IC25-
75% [4,75 ; 27]). Les patients agés de 18 a 64 ans étaient les plus nombreux (57 %), suivis des enfants
(30 %) et des personnes agées (13 % de plus de 65 ans). Cette répartition par age met I'accent sur la
population des jeunes adultes et des personnes d'age moyen. Les internes ont participé au projet et ont
appelé les patients le 7éme jour pour obtenir des données cliniques et sociodémographiques. Notre
étude a suscité la création d'un réseau original, qui prévoit d'établir un lien fonctionnel entre la recherche
et les soins de santé primaires. Les soins primaires sont malheureusement peu représentés dans les
protocoles de recherche, en particulier dans les infections respiratoires, alors qu'ils sont la pierre
angulaire de notre systéme de santé frangais, comme il I'est montré chaque jour en cette période de

crise.






=] protocols

Protocol

The Design and Implementation of the ECOVIR Project:

A Primary

Health Care Surveillance System to Strengthen

Co-Detection of Respiratory Viruses in Normandy

Hortense Petat -23*{), Matthieu Schuers %5, Sandrine Corbet 23, Xavier Humbert ®®, Francois Le Bas °,
Christophe Marguet 13, Lucille Pellerin 4, Andry Rabiaza ®, Astrid Vabret > and Meriadeg Ar Gouilh />

check for
updates

Citation: Petat, H.; Schuers, M.;
Corbet, S.; Humbert, X.; Le Bas, F,;
Marguet, C.; Pellerin, L.; Rabiaza, A.;
Vabret, A.; Ar Gouilh, M. The Design
and Implementation of the ECOVIR
Project: A Primary Health Care
Surveillance System to Strengthen
Co-Detection of Respiratory Viruses
in Normandy. Methods Protoc. 2022, 5,
98. https://doi.org/10.3390/mps
5060098

Academic Editor: Fernando

Albericio

Received: 24 October 2022
Accepted: 9 December 2022
Published: 13 December 2022

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in

published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2022 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses/by/
40/).

1 INSERM, UMR1311-DYNAMICURE—Institut de Biologie Clinique, CHU, F-7600 Rouen, France

Laboratoire de Virologie, Centre Hospitalo-Universitaire, F-14033 Caen, France

Centre Hospitalier Universitaire de Rouen, Département de Pédiatrie Médicale, EA2656 Université de

Normandie, UNIRouen, F-7600 Rouen, France

Département de Médecine Générale, Normandie Université, UFR Santé Rouen, F-7600 Rouen, France

5 INSERM, U1142, Laboratoire d’Informatique Médicale et d'Ingénierie des Connaissances en e-Santé, LIMICS,
Sorbonne Université, F-75006 Paris, France

6 Département de Médecine Générale, Normandie University, UNICAEN, UFR Santé, F-14000 Caen, France

Correspondence: hortense.petat@univ-rouen.fr

Abstract: Acute respiratory infections (ARIs) need to be better understood and treated, as they
are critical to public health, especially during crises such as the SARS-CoV2 pandemic. These are
the most abundant infections in the general population and are seen primarily in primary care by
general practitioners (GPs). Many different viruses are involved, according to epidemic variations.
Viral co-detections account for a significant proportion of ARIs in hospital cohorts. The objective
of the ECOVIR cohort was to study viral co-detections by setting up a biobank of respiratory tract
samples from patients consulting their general practitioner for ARI symptoms. We report here
on the course of the study: the design, the conduct, and the difficulties encountered. ECOVIR
(Etude des CO-detections Vlrales dans les préléevements Respiratoires) was a prospective, multicenter
cohort conducted in France during two epidemic seasons (2018-2019 and 2019-2020). We recruited
GPs. Each GP investigator (GPI) saw patients weekly for examination, clinical data collection, and
nasopharyngeal swabbing. Each sample was sent to the virology unit for biobanking and molecular
analysis. Clinical and sociodemographic data were collected 7 days after inclusion. ECOVIR involved
36 GPIs. Patients with symptoms of an ARI were included (1 = 685). The median number of inclusions
was 16 patients per GPI over both seasons (ICa5_75, [4.75; 27]). Patients aged 18 to 64 years were the
most numerous (57%), followed by children (30%), and the elderly (13% over 65 years). This age
distribution emphasizes the young adult and middle-aged population. Residents participated in
the project and called patients on day 7 to obtain clinical and sociodemographic data. Our study
triggered the creation of an original network, which plans to establish a functional link between
research and primary health care. Primary care is unfortunately poorly represented in research
protocols, particularly in respiratory infections, even though it is a cornerstone of our French health
care system, as demonstrated every day in this period of crisis.

Keywords: primary care /hospital coordination; acute respiratory infections; biobank

1. Introduction

Acute respiratory infections (ARIs) are the most common infections in the general
population and their rate has been estimated to be between zero and six events per person
per epidemic season [1,2]. The annual prevalence of ARIs in France has been approximately
quantified at 25 million cases of nasopharyngitis and 10 million cases of bronchitis according
to the French Public Health Association. They are mainly caused by viruses [2], but can
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also be caused by bacteria such as other bacteria and Mycoplasma species [3]. ARIs are
mostly community-acquired infections and are managed by general practitioners (GPs).
The social and economic costs and morbidity caused by these diseases are considerable:
absenteeism, inappropriate and abusive administration of antibiotics, hospitalizations of
high-risk populations, and deaths [3]. These detrimental factors have also been highlighted
during the current SARS-CoV2 pandemic.

Respiratory viral infections are the primary trigger for exacerbation of chronic res-
piratory diseases in adults or children, such as COPD (chronic obstruction pulmonary
disease) [4,5], asthma, or other diseases [6,7]. They are also at the origin of hospital
transmissions in places of collective life, i.e., nurseries or retirement homes. Recurrent
exacerbation episodes are well known to alter respiratory trajectories from childhood and
to generate a high rate of hospital admissions. However, studies on the etiologies and
short-term course of these common respiratory infections in a real-world setting are very
limited, and almost all of them have been conducted in emergency departments or during
hospital stays.

We therefore conducted a study of viral co-detections in respiratory samples in gen-
eral practitioners’ offices (project ECOVIR for Etude des CO-detections VIrales dans les
prélevements Respiratoires). Necessary clinical data were collected and nasopharyngeal
swabbing was performed to detect any concomitant viral infection. Samples were stored
in a virus biobank. Because the implementation of such primary care studies during epi-
demic seasons is rarely reported, we proposed to describe the successive steps of design,
implementation, necessary adaptation to general practitioners’ practices, and difficulties
encountered. The clinical and virological data will be the support of other articles.

2. Methods and Design
2.1. Study Design
2.1.1. Project Team and Infrastructure

The ECOVIR project began in May 2018 during the first meeting between GRAM
2.0 (Groupe de Recherche sur I’Adaptation Microbienne) and the heads of the DUMGs
(Départements Universitaires de Médecine Générale) of the Universities of Rouen and
Caen in Normandy, France. Eleven meetings were held between May 2018 and the start of
testing in January 2019. In September 2018, five general practice residents were recruited to
participate in the project as part of their medical thesis. At the same time, we selected eight

“investigator centers” from among the care centers throughout Normandy (Figure 1). Each

center brought together general practitioners.
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Figure 1. Repartition of the eight investigator centers in Normandy, France.
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Our team visited medical centers in September and October 2018 to meet general practi-
tioners (GPs), to introduce them to the ECOVIR project, and to recruit future ECOVIR general
practitioner investigators (GPIs). Sampling materials were provided and brought to each GPI.
The kit included flocked swabs (COPAN®) with a small flexible shaft, a virologic transport
holder, and patient handouts. Every GPI received enough material to test 30 patients.

2.1.2. Study Design

ECOVIR was a cross-sectional study. Patients were included during a visit to the GP.
Inclusion criteria were: French-speaking patients, children or adults, and spontaneously
consulting their GP for symptoms of acute upper or lower respiratory infection at the
beginning of the week (Monday or Tuesday or Wednesday). The criteria for non-inclusion
were: non-French speakers (because of the phone call and data collection on Day 7), people
who could not be contacted by telephone, or people with a history of epistaxis. Patients
were divided into 6 age groups: 0-23 months old, 2-5 years old, 6-17 years old, 18-64 years
old, 65-74 years old, and more than 75 years old. Each GPI was assigned an age class based
on their patients’ profile. GPIs were responsible for performing research-related actions
(Figure 2): giving information to the patient, taking the patient’s consent to participate in
the study, and handing over the information document. The GPIs then collected clinical
data, and performed the nasopharyngeal swab and stored it at 4 °C. Samples were collected
weekly by our team and brought to the virology laboratory of the Caen hospital, according
to a predetermined schedule. This schedule was discussed with the GPIs, according to
their absences and unavailability. At the moment of inclusion, patients were informed of a
call on day 7 after inclusion, conducted by five residents on our team. Throughout the call,
which lasted approximately 5 to 7 min, additional data was collected: personal medical
history, environment, and evolution of symptoms. Residents tried to reach patients several
times if the first call was unsuccessful. Patients were considered lost to follow-up after nine
unsuccessful calls and messages.

- Patients consult a g Clinical data
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2018-2019 / SIS NN Assignment of an
and 2019- anonymous number
2020 Naso-pharyngal swab
Conservation at 4 °C
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Figure 2. ECOVIR’s workflow.

Each week was scheduled as follows: inclusions on Mondays, Tuesdays, and Wednes-
days; transport of samples to the virology laboratory by our team on Thursdays; and
analyses on Fridays (Figures 2 and 3).
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Figure 3. Typical inclusion week during ECOVIR'’s project.

2.2. Measures and Data Collection
2.2.1. Measure Collection

At inclusion, GPIs briefly collected clinical data via Lime’s Survey® software (https:
//www.limesurvey.org/, accessed on 1 September 2018). The questions asked about
the patients’ clinical status at inclusion, the diagnosis made, and detailed the treatments
prescribed. Seven days after inclusion, patients were called by the residents to obtain an
accurate medical history of the patients, their environment, and disease progression since
the consultation.

Samples were received at the virology unit of the University Hospital of Caen once
a week and divided into aliquots. One aliquot was examined by a Multiplex PCR test
(NxTag RPP Luminex kit®, Austin, TX, USA) after nucleic acid extraction performed on
“QIAsymphony” (Qiagen, Hilden, Germany). The viruses searched for were the following:
Respiratory Syncytial Virus A and B; Entero/Human Rhinovirus; Adenovirus; Metapneu-
movirus; Bocavirus; Coronaviruses OC43, NL63, 229E, and HKU1; Influenza A H1 and H3;
Influenza B; and Parainfluenza 1,2,3, and 4. Other aliquots were preserved at —80 °C.

2.2.2. Outcome Measure

Clinical data were available for ongoing analysis via Lime Survey® software.
Virological data were reported each week of inclusion and it was not possible for the
GPIs to know the virological results.

2.3. Intervention
2.3.1. GPI Training for Nasopharyngeal Swab Collection

Each GPI was trained in nasopharyngeal swabbing. The training consisted of a video
presentation followed by practice supervised by our experts.

2.3.2. Measures Implemented to Ensure the Feasibility of the Study

For each GPI, the goal was to include 3 patients per week during the inclusion periods.
To reduce information time and promote patient adherence, explanatory posters were
available in the GPI waiting rooms. The online questionnaire was designed to be completed
in approximately 2 to 3 min by the GPI after the physical examination at inclusion.

A daily “pacing schedule” for the GPI was established, with text messages throughout
the inclusion period (Figure 3). Each Thursday, an e-mail and a text message were sent to
the GPIs to thank them for their participation in the study and to inform them in real-time of
the number of completed inclusions. A permanent team was available to answer questions
from the GPIs regarding research, technical, or logistical issues.

2.3.3. Assessment at the End of the First Season

To better understand the insufficient number of inclusions or disparities observed
in the first epidemic season, we organized meetings with the GPIs during the summer
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between the two epidemic seasons. We met with each GPI and an anonymous questionnaire
was sent to each GPL

2.4. Ethics

After four meetings in the summer of 2018 between the GRAM team and the DUMG, for
scenario adjustment, the final protocol was submitted to the “East II"” Protection Committee
(study reference 18,/10/10/63004) on 10 October 2018. The protocol package was forwarded
to the commission on 19 November 2018. A favorable opinion was given with minor modi-
fications. A second packet was forwarded to the commission on 12 December 2018, which
responded positively on 7 January 2019.

An information document was given to each included patient who participated in the
study (a no objection document). The document was adapted according to the age of the
included patient. For children under 6 years old, an information document was adapted
with drawings and pictograms. It was read and given to children by the GPL

3. Results
3.1. GPIs

ECOVIR was conducted over two epidemic seasons: the first from 21 January to
10 April 2019 (12 weeks) and the second from 4 October 2019 to 13 March 2020 (21 weeks).
The second season ended earlier due to the lockdown of the SARS-CoV2 pandemic in
France. Eight investigating centers participated in the study. Thirty-three IPGs were
involved in the first season and 36 in the second.

Each GPI from the first season confirmed their participation to the second season.
Residents’ supervisors represented 74% of the GPIs involved. The median age of the GPIs
was 44 years and women represented 42% of the workforce. They worked an average of
seven half-days per week for 14.6 years.

3.2. Patients Included

A total of 685 patients were included in both seasons (191 and 494 in the first and
second seasons, respectively—Figure 4 and Table 1. Three patients declined to participate
in the study (e.g., parents cited the potential pain of nasopharyngeal swabbing on their
child). Several patients were included multiple times in both seasons. Over the two seasons,
the median inclusion was 16 patients per GPI (ICp5_759, [4.75; 27]) (Figure 5). During the
12 weeks of inclusion in the first season, 24 GPIs (out of 33 enrolled) included patients
(six patients over the 12 weeks on average). During the 21 weeks of the second season,
31 (of 36) GPIs included patients. A total of 10 GPIs required additional specimen collection
kits, while 75% of GPIs attributed the lack of inclusions to oversight. Nevertheless, the
frequency of reminders (SMS and e-mails) was judged “adequate” by 100% of the GPlIs.
IPMs assessed the ease of collection for each patient included: 8.7% of collections were
described as “not easy” during their practice.

Table 1. Characteristics of the patients.

n (%)
0-24 months 76 (11)
2-5 years 58 (8)
6-17 years 72 (11)
Age groups 18-64 years 388 (57)
65-74 years 61 (9)
>75 years 30 (4)
Female sex 405 (59)
Patients lost to follow-up 53 (8)
Analyzed samples 672 (98)

Samples positives in Multiplex PCR test 447 (67)
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Figure 5. Number of included patients by the GPI during the two epidemic seasons.

Patients aged 18-64 years were the most numerous (57%), followed by children (30%)
and the elderly (13% were over 65 years). This age distribution emphasizes the young adult
and middle-aged population that are not typically seen in hospitals.

3.3. Virologic Analysis

A total of 672 samples (98% of inclusions) were collected at the laboratory. We noted
some logistical problems in getting the samples to the laboratory, mainly due to unforeseen
absences of GPIs. An amount of 627 specimens were described “with ease” by the IPMs
who performed them (91%). Of the total samples brought to the laboratory, 447 (67%) were
positive for at least one respiratory virus targeted by the Multiplex PCR test.

3.4. Phone Call on Day 7

Regarding the call on day 7, 631 (92%) patients responded. We noted an increase
in the number of people lost to follow-up during school vacations (Christmas and
February of each season), as well as a decrease in inclusions during the same periods.
Each patient called had been informed of the call by the GPIs. No patient refused to answer
the telephone questionnaire.

CY
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3.5. Intercurrent Events

We recorded five calls from the GPIs to our team. The first concerned an Internet
problem; the second, a question about an inclusion criterion; two mentioned a patient
included for the second time; and in the last one, the GPI asked if we could give the patient
the virological result on day 7.

4. Discussion

Our work is an original study involving the implementation of a coordination between
hospital, primary health care, and practitioners of many specialties. Through the DUMG,
our team included 685 ambulatory patients distributed all over Normandy and analyzed
the nasopharyngeal swabs over two epidemic seasons.

We have created an ambulatory/hospital network around a non-interventional re-
search project. Nevertheless, the swabbing act was sometimes considered potentially
invasive and was not easily accepted before the SARS-CoV2 pandemic. Despite this relative
acceptance, we noted an excellent inclusion level with only three patients who refused to
be included in the study.

The GPIs were younger than the regional mean age of the GPs (44 versus 54 years
old), more often female (42% versus 36%), and worked for the majority in part-time work
(7 half-days per week) versus 11% in France according to the DREES (Direction de la
Recherche, des Etudes, de 'Evaluation et des Statistiques, Direction of Research, Studies,
Evaluation and Statistics). Thanks to new communication technologies (SMS and emails),
we could exchange continuously and very easily with the GPIs and we could immediately
attend to their difficulties or their requests. The median age of the GPIs, mostly belonging
to so-called “generation Y”, likely explains the effectiveness of emails and SMS exchanges
as well as online questionnaires.

It was difficult to compare our methodology with other cohorts, French or international,
because primary health care is not often represented in virological clinic published studies.
We focused on the experiences and successes of the GROG network to organize this new
research network. Between 1984 and 2014, during 30 winter epidemic seasons, some GPs
participated in the “GROG” (Groupes Régionaux d’Observation de la Grippe, Flu Regional
Observation Groups), forming a flu-monitoring network in primary health care, a symbol
of the GPs’ participation to French Public Health. The GROG were present in 21 out of
22 French regions and followed actively, every winter, the progress of flu epidemics, includ-
ing patients with ARIs and consulting their GP. The GROG network was an epidemiological
monitoring network and was more dedicated toward surveillance than research. Health
systems are different in every country and not easily comparable. For example, American
cohorts of ambulatory patients with acute respiratory infections [8-10] included patients
who went to emergency departments. This is a very different recruitment compared to
studies carried out in primary health care as defined in ECOVIR or more broadly in France.
In 2018, a study focusing on the etiology of lower respiratory infections took place at
the European scale, but no methodology describing the implementation of the study was
available and the 294 GPs included only about 10 patients each over a period of 3 years [11].

The implementation of such a research program and network is not usual. The
concertation with GPs, the practical feasibility of the study, and the necessary adaptation to
GPs’ activity are key factors to anticipate and discuss. In our ECOVIR project, the initial
objective was to include three patients per week and per GPI, but only 69% of the expected
number of included patients was effectively included. We also observed an unforeseen
heterogeneity of inclusion rate among the 84% of GPIs that included patients (vs. 73% for
the GROG in 2014). A strong heterogeneity in the numbers of inclusions among GPs in
the GROG network was found as well. During the last year (2014), they described 1/3 of
“small samplers”, 1/3 of “intermediate samplers”, and 1/3 of “big samplers”. In our study,
we rather observed 75% of “small samplers”, 14% of “intermediate samplers”, and 11% of
“big samplers”. In the GROG study, the GPIs had to include the first eligible patient of the
week, every week. We first planned to do the same, but the DUMG preferred not to impose
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the inclusion schedule to the GPs and to choose the right moment in the day to make a
“better rate inclusion”. The lack of inclusions by the GPIs cannot be explained by the lack
of eligible patients because according to the OMG (Observatoire de Médecine Générale,
General Medicine Observatory), the reasons, “febrile condition” and “common cold” (that
stand for main ECOVIR'’s inclusion criteria), represent 17 and 12%, respectively, of the
reasons to consult the general practitioners. A proportion of 75% of the GPIs confessed to
have forgotten the study, whereas there was an eligible patient at their consultation. The
loss of time is a frequent reason not to include patients during a consultation. The median
duration of a consultation in general medicine in France is 17 min. We estimated that about
6 min is the necessary time to include a patient in ECOVIR. This had an impact in the
progress of a journey. Moreover, we noted that the general practitioners that participated
in the GROG could know the virologic results of the patient they had sampled, unlike our
GPIs who had no personalized result, ever. This reflects an important willingness from the
GPIs to participate in clinical and virological research.

Involvement of young researchers, including PhD students, residents of general
medicine, and the multidisciplinary team, were key to the development and the implemen-
tation of the project.

We noted a significant reluctance to the practice of nasopharyngeal swab collection
among the GPs. This was a limit to the inclusions, particularly for young children. Nev-
ertheless, only 8.7% of the samples were described as “not easy” during their practice.
Training in the nasopharyngeal swabbing procedure allowed GPIs to include and collect
samples in a comfortable manner. We found that the more patients GPIs included, the easier
they found the nasopharyngeal swabbing procedure. This virtuous circle did not exist
for all GPIs because some of them remained on their first apprehension of the procedure.
This apprehension was still present during the initial swabs for all GPIs, but most GPIs
eventually concluded that performing the swab was simple and quick. It is interesting to
note that in France and before the pandemic, this nasopharyngeal swab procedure was
only performed in hospitals and never in primary care.

The relatively low number of inclusions could also be explained by the limitation
of inclusions to 3 days per week due to the IPG schedule and sample storage issues.
Indeed, a significant portion of GPIs worked part-time, with approximately 50% of IPMs
not working on Wednesdays. Other disruptive events should also be noted, such as
vacations, time off for training, and periods of overactivity. The SMS reminder mode
was deemed “effective” and “adequate” by the GPIs, but other more interactive modes of
communication, promoting a bottom-up approach with active IPG input, would be very
beneficial. Social networking tools could be an interesting alternative to SMS by allowing
any active participant to interact with the group.

We tried to anticipate the difficulties and put measures in place to facilitate the feasi-
bility of the study. However, the analysis of this first implementation highlighted the need
to refine the feasibility criteria according to the GPs’ mode of practice, in order to specify
the evaluation of the study’s limits.

Our study is the first in France to look at the frequency of viruses in primary care
patients: 67% of samples were positive for one or more viruses in the Multiplex PCR test for
the viruses studied. However, this rate of viral detection is known in the hospital through
the analysis of nasopharyngeal swabs. In addition, most studies have focused on patients
with conditions requiring hospitalization. As in the hospital cohorts, the rate of negative
samples is significantly higher in adults (40% in the 18-64 age group) than in children
(8% in the 2-5 age group) (EPIC study) [8,9]. However, in this multicenter study, the control
group consisted of patients without symptoms, raising the question of asymptomatic viral
infections. In our study, there was no asymptomatic patient because of the inclusion criteria.
In the Tennessee Children’s Respiratory Initiative (TRCI) study [10], 26% of the samples,
which came from patients with high ARIs, were negative, but the cohort was limited to
infants less than 12 months old.
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The strength of this project was to demonstrate the feasibility of a study with samples
from the upper airway, in a large cohort, with less than 8% of patients lost to follow-up at
day 7. This study allowed us to obtain an initial cohort of patients in primary care. The
creation of this network allowed us to communicate during the pandemic, which disrupted
our study. We hoped to continue inclusions, but at the early stage of the pandemic, we felt
that the GPIs could not safely perform the nasopharyngeal swab, although they requested
it. In the future, we will know how to better communicate with primary care, sending
regular reminders. We think that nasopharyngeal swabbing has become a daily care since
the beginning of the pandemic.

5. Conclusions

Our project, ECOVIR, is unique and included 685 patients of all ages with acute
respiratory infection in primary care. This has created a strong collaboration between the
hospital, 36 investigating general practitioners, spread throughout Normandy, France, and
our research team (GRAM 2.0). It has created a new network to link research to primary
care, which is a central part of the French health system and is poorly represented in
research protocols.
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Départements Universitaires de Médecine Générale, General Medicine University
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Departments)
Direction de la Recherche, des Etudes, de I'Evaluation et des Statistiques, Direction of
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GP general practitioner
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GROG Groupes Régionaux d’Observation de la Grippe, Flu Regional Observation Groups
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multicentrique, en Normandie, sur deux saisons hivernales (2018—2019 et 2019-2020).
L’objectif de ce projet était de créer une biothéque de prélévements respiratoires a partir
d’une cohorte de patients consultant leur médecin traitant pour des symptomes d’IRA, per-
mettant d’étudier les co-détections virales. Trente-six médecins généralistes investigateurs
(MGI), dans 8 maisons de santé normandes, ont participé a ’étude. Au total, 685 patients ont
été inclus, présentant des symptomes d’IRA, et ont bénéficié d’un prélévement nasopharyngé
au cabinet médical par les MGI pour analyse virologique. Trente et un MGI/36 ont inclus des
patients. La médiane d’inclusion était de 16 patients par MGI sur les 2 saisons (IC25—75 % [4,75 ;
27]). De plus, 92 % des patients ont répondu a 'appel a j7, recueillant des données cliniques,
environnementales, et sociodémographiques. Nous avons donc créé un vrai réseau, original,
permettant d’assurer un lien entre la recherche et les soins primaires, peu représentés dans les
protocoles de recherche mais qui sont la pierre angulaire de notre systéme de santé en France,
comme nous le constatons actuellement avec la crise sanitaire.

© 2022 SPLF. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Summary Acute Respiratory Infections (ARI) need be better understood and more effecti-
vely treated, especially insofar as they are of pivotal importance in public health, particularly
during a crisis such as the SARS-CoV2 pandemic. The prospective, multicentric cohort study
of viral codetections in respiratory samples study known as ECOVIR was conducted in Nor-
mandy, France during two winters (2018—2019, 2019—-2020). The objective of the project was
to create a biobank of respiratory tract samples from patients consulting their general practi-
tioner (GP) for ARI symptoms. ECOVIR involved 36 GP investigators (GPI), from 8 health care
centers throughout Normandy. Six hundred and eighty-five patients with ARl symptoms were
included; naso-pharyngeal samples were taken by the GPIs and subsequently analyzed in viro-
logy laboratories for the purposes of viral codetection. The median of inclusions was 16 patients
for each of the 31 actively participating GPIs over the two winters (CI25—75% [4.75; 27]). By
D7, 92% of the patients contacted had responded to our call for participation, enabling us to
obtain clinical, environmental and socio-demographic data. Through this study, we created an
original functional network, thereby establishing a viable link between research and primary
care, which is generally underrepresented in research protocols, even though it constitutes
the cornerstone of the French health care system, especially during this prolonged period of
sanitary crisis.

© 2022 SPLF. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Introduction

Les infections respiratoires aigués (IRA) représentent les
infections les plus fréquentes en population générale (0 a
6 IRA par individu par saison épidémique) [1]. Leur pré-
valence reste difficilement estimable (environ 25 millions
de cas de rhinopharyngites par an, ainsi que 10 millions de
cas de bronchites selon Santé Publique France). Elles sont
presque exclusivement traitées en ville : 97 % des IRA basses
sont prises en charge par les médecins généralistes selon
la Société de pathologie infectieuse de langue francaise.
La morbidité et les colts sociaux qu’elles induisent sont
considérables absentéisme, prescription inappropriée
d’antibiotiques, recours aux hospitalisations pour les popu-
lations a risque. Elles sont source de transmission nosoco-
miale au sein des centres de soins ou de centres de vie com-
munautaires tels que les créches et maisons de retraite. Ces
IRA sont trés majoritairement d’origine virale [1]. La pandé-
mie a SARS-CoV2 a touché plus de 177 millions de personnes

a travers le monde, et entrainé de plus de 3,84 millions
de décés au 1°" juin 2021, et rappelle que Uenjeu social
et économique est quotidiennement soulevé par les IRA.

Comprendre et traiter les infections virales respira-
toires sont un enjeu majeur pour la santé de U'enfant
avec pour objectif de préserver le capital respiratoire a
’age adulte [2,3]. Elles sont responsables d’une importante
morbidité respiratoire : bronchiolite aigué, asthme du nour-
risson, exacerbations des maladies respiratoires chroniques
(asthme, bronchopneumopathies chroniques obstructives
[BPCO]) [4,5]. Les virus responsables appartiennent a une
quinzaine d’espéces différentes avec un tropisme préfé-
rentiel pour U'arbre respiratoire. Cependant, la majorité
des données sont hospitaliéres. Le diagnostic respiratoire
virologique est effectué en effet exclusivement en milieu
hospitalier du fait de son colt élevé et du mode de
prélévement par écouvillonnage. Une des conséquences
est la connaissance limitée de ces virus en médecine
ambulatoire.
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La communication entre la médecine de ville et I’hdpital
est essentielle au bon fonctionnement de notre systéeme de
santé. Des la promulgation de la loi hospitalieére de 1970,
un cadre légal évolutif est établi pour permettre la coordi-
nation entre les soins hospitaliers et les soins ambulatoires,
placant le médecin généraliste au coeur du systeme de soins.
En 2009, la loi Hopital Patient Santé Territoire (HPST) stipule
que le médecin traitant doit « orienter ses patients dans le
systéme de soins et le secteur médicosocial, s’assurer de la
coordination des soins nécessaires a ses patients ». La filiere
de soins primaires, ainsi définie, requiert une recherche
médicale pour évoluer.

De 1984 a 2014, durant 30 saisons épidémiques hiver-
nales, des médecins généralistes ont participé aux groupes
régionaux d’observation de la grippe (GROG) en formant
un réseau de surveillance de la grippe en soins primaires,
symbole de la participation des médecins libéraux a la
Santé Publique. Ces GROG étaient présents dans 21 régions
francaises sur 22 (hors Corse) et permettaient de suivre
activement, en temps réel chaque hiver, le déroulement
des épidémies grippales, en incluant des patients atteints
d’infections respiratoires aigués venus consulter leur méde-
cin généraliste. Parallélement, depuis 1984, le réseau
Sentinelles, sous la double tutelle de 'Inserm et de Sor-
bonne université, permet de suivre et de prévoir I’évolution
temporospatiale d’indicateurs de santé en soins primaires
(médecine générale et pédiatrie), et de détecter précoce-
ment la survenue d’épidémies nationales et régionales.

Nous rapportons, dans ce contexte de recherche en
virologie respiratoire, la mise en place du projet ECOVIR
(Etude des co-détections virales dans les prélévements res-
piratoires) développé avec les médecins généralistes de la
région Normandie.

L’objectif de ce projet était de créer une biotheque
de prélévements des voies aériennes supérieures a partir
d’une cohorte de patients consultant leur médecin traitant
pour des symptomes d’IRA, nous permettant d’étudier les
co-détections virales de virus d’intérét (Virus Respiratoire
Syncytial, Rhinovirus et Coronavirus « classiques »). Pour
cela, nous avons créé un véritable réseau pluri-professionnel
ville-hopital, qui a été en lien étroit et continu durant tout le
projet, permettant ainsi de développer une communication
durable, a Uorigine d’autres études coopératives.

Matériels et méthodes
Projet

Le projet ECOVIR a débuté en mai 2018 lors de la ren-
contre entre I’équipe de recherche du GRAM 2.0 (Groupe
de recherche sur l’adaptation microbienne) et les res-
ponsables des départements universitaires de médecine
générale (DUMG) des UFR santé de Rouen et Caen de
U'université normande. Onze réunions au total ont eu lieu
entre mai 2018 et le début des inclusions en janvier 2019.
Parmi les membres du GRAM participant au projet, on notait
la présence d’une pédiatre en doctorat dans le laboratoire
de virologie, des virologues universitaires, une technicienne
de laboratoire. En septembre 2018, cinq internes du DES
de médecine générale ont été recrutés pour participer au
projet, leur offrant ainsi la possibilité d’un travail de these

[ ]
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Figure 1.
normande.

Répartition des huit centres investigateurs sur la région

d’exercice. Deés leur recrutement, les internes ont pris part
a toutes les réunions entre le GRAM 2.0 et les DUMG. Paral-
lelement, nous avons sélectionné huit maisons médicales
ou centres de santé répartis sur ’ensemble du territoire
normand (ex-Haute et Basse Normandie) comme « centres
investigateurs » (Fig. 1). Tous ces centres avaient la par-
ticularité de regrouper des médecins actifs au sein des
DUMG et d’encadrer des internes. Notre équipe est allée
sur place en septembre et octobre 2018 pour rencontrer
les médecins généralistes, leur présenter le projet ECOVIR
et recruter les futurs médecins généralistes investigateurs
(MGI) d’ECOVIR. Chaque MGI était alors formé au geste du
préléevement nasopharyngé par écouvillonnage lors d’une
rencontre sur le temps du midi (temps libre des médecins
généralistes). Les supports utilisés étaient une vidéo de pré-
sentation, puis la pratique en réel encadré par nos experts.
Le matériel de prélévement nasopharyngé était fourni et
apporté a chaque MGI. Le kit était constitué d’écouvillons
floqués a tige souple, sécable, de petit diametre, de milieux
de transport virologique et des documents d’information a
remettre aux patients (Fig. 2). Chaque médecin avait le
matériel pour inclure 30 patients.

Ethique

Au décours de 4 réunions sur ’été 2018 entre |’équipe du
GRAM et les DUMG, permettant l’ajustement de |’écriture du
protocole, celui-ci a été soumis au Comité de protection des
personnes (CPP) Est Il (référence étude 18/10/10/63004) le
10 octobre 2018. Notre étude était une étude descriptive
en population générale, multicentrique, prospective, non
interventionnelle (Annexe 1).

Le dossier est passé en commission le 19 novembre 2018.
Un avis favorable sous réserve de modifications mineures
a été émis. Une nouvelle soumission a été envoyée le
12 décembre 2018 au CPP Est Il qui a rendu sa réponse
définitive favorable le 7 janvier 2019.

Il était remis a chaque patient inclus un document
d’information concernant sa participation a l’étude (docu-
ment de non-opposition). Le document était adapté en
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Figure 2. Matériel distribué a tous les médecins généralistes
investigateurs.

fonction de son age : un document pour les patients majeurs,
un document pour les enfants de moins de 11 ans, des-
tiné aux parents, et un document pour les mineurs agés
entre 11 et 18 ans, destiné au patient lui-méme, et non
ses parents (Annexe 1). Pour les enfants de moins de 6 ans,
un document d’information adapté, avec des dessins et des
pictogrammes, était lu et remis par le MGI (Annexe 1).

Protocole

Les patients étaient inclus lors d’une visite chez leur
médecin généraliste. Les critéres d’inclusions de L’étude
étaient : patients francophones, enfants ou adultes, consul-
tant leur médecin généraliste spontanément et présentant
des symptomes permettant le diagnostic d’infection res-
piratoire aigué haute ou basse, en début de semaine
(lundi-mardi-mercredi). Les diagnostics d’infection respi-
ratoire aigué étaient : rhinite, pharyngite, angine, otite
moyenne aigu€, sinusite, laryngite, pneumopathie, bron-
chiolite, bronchite, exacerbation d’asthme, exacerbation
de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO).
Les criteres de non-inclusion étaient : des patients non
francophones, non joignables par téléphone, ou ayant des
antécédents d’épistaxis.

Les patients étaient répartis en 6 classes d’age :
0—24 mois, 2—5 ans, 6—17 ans, 18—64 ans, 65—74 ans et
plus de 75 ans. Chaque MGI avait une classe d’age cible,
choisie selon le profil de sa patientele.

Lorsqu’un patient présentait les criteres d’inclusion, le
MGI avait la charge d’effectuer les mesures liées a la

recherche (Fig. 3) : information du patient, recueil de sa
non-opposition pour sa participation a une étude non inter-
ventionnelle et remise d’un document d’information.

Le MGI recueillait alors des données cliniques présentées
par le patient, ainsi que la prise en charge proposée. Le
recueil des données s’effectuait en ligne par le MGl via le
logiciel de sondage Lime Survey.

Le MGl réalisait alors le prélévement nasopharyngé, puis
le conservait a 4°C (réfrigérateur). Les prélévements ainsi
stockés étaient collectés chaque semaine et acheminés au
laboratoire de Virologie du CHU de Caen par notre équipe
selon un planning prédéterminé avec les MGI et tenant
compte de leurs absences et indisponibilités.

Lors de inclusion, les patients étaient informés d’un
rappel téléphonique a j7 de linclusion, réalisé par
les cing internes de médecine générale. Lors de cet
échange (d’une durée de 5 a 7minutes), des données
complémentaires étaient recueillies : antécédents, envi-
ronnement du patient, évolution de ses symptomes. Les
internes contactaient les patients a plusieurs reprises s’ils
ne répondaient pas. Les patients étaient considérés comme
perdus de vue apreés 9 tentatives d’appel et messages.

Chaque semaine d’inclusion était donc organisée comme
suit : inclusions les lundis, mardis et mercredis, rapatrie-
ment des prélévements au laboratoire de virologie du CHU
de Caen par notre équipe le jeudi, analyses au laboratoire
le vendredi (Fig. 3 et 4).

Mesures mises en place pour la faisabilité de
la recherche

Pour chaque MGlI, U'objectif fixé était d’inclure 3 patients
par semaine chaque semaine d’inclusion.

Afin de diminuer le temps d’information et favoriser
’adhésion du patient, des posters explicatifs étaient accro-
chés dans les salles d’attente des MGI (Fig. 5). Si des écrans
étaient disponibles dans les salles d’attente, un présenta-
tion Power Point était diffusée pour présenter ECOVIR.

Le questionnaire en ligne a été concu pour étre rempli en
2 a 3minutes par le MGl au décours de son examen clinique
lors de Uinclusion. En tout, nous avons estimé a 6 minutes
au total le temps dédié par le MGI a Uinclusion d’un patient.

Un « programme de relance » quotidien auprés des MGI
avait été établi par SMS durant toute la période d’inclusion
(Fig. 4). Chaque jeudi, un mail et un texto de remerciements
étaient envoyés aux MGI, indiquant en temps réel le nombre
d’inclusions réalisées.

Une permanence de ’équipe porteuse du projet était
disponible pour répondre aux questions de recherche, tech-
niques ou logistiques des MGI.

Questionnaires de satisfaction des MGI au
décours de la premiére saison

Des questionnaires de satisfaction ont été adressés aux MGI
au décours de la chaque saison ECOVIR, afin de recueillir
leurs impressions, et accueillir leurs remarques. Dans le
questionnaire de « bilan » de la premiéere saison, il leur
était également demandé s’ils souhaitaient participer a
la deuxieme saison. Suite aux questionnaires, nous nous
sommes rendus chez les MGI afin de les rencontrer et de
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Figure 3.  Workflow du déroulement de ’étude ECOVIR.

Vendredi | Samedi | Dimanche

X
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* SMS de remerciement
x Rappel par mail

Figure 4.  Semaine type d’inclusion ECOVIR.

pouvoir échanger avec eux directement sur le déroulement
de U'étude.

Résultats

L’étude s’est déroulée sur deux saisons hivernales : la pre-
miére du 21 janvier au 10 avril 2019 (12 semaines) et la
deuxieéme du 4 octobre 2019 au 13 mars 2020 (21 semaines).
La deuxieme saison s’est terminée prématurément lors du

passage en phase 3 de !’épidémie de SARS-CoV2 (premier
confinement). Trois centres investigateurs haut-normands et
5 centres bas-normands ont participé a I’étude. Trente-trois
MGI ont participé a la premiére saison, 36 a la deuxiéme
saison. Parmi les 33 MGl de la premiere saison, tous ont
souhaité participer a la deuxiéme saison. Les médecins
investigateurs (42 % de femmes) étaient pour 74 % maitres
de stage d’internes du DES de médecine générale avec une
moyenne d’age de 44 ans, exercant en moyenne 7 demi-
journées par semaine depuis 14,6 ans (Tableau 1).
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Figure 5.  Poster affiché dans les salles d’attente des médecins investigateurs.

Six cent quatre-vingt-cing patients ont été inclus durant

Tt 1] Caleearbile e e (e les 2 saisons (191 lors de la premiére saison, 494 lors de la

Pourcentage deuxieme) (Fig. 6 et Tableau 2). Trois patients ont refusé
ou annees de participer a U'étude. Il s’agissait de parents refusant
2 le prélévement nasopharyngé sur leur enfant par « peur
Age, ans 44 - . .
s que le geste soit douloureux ». Des patients ont également
Sexe féminin, % 42 A X X X
- . été inclus plusieurs fois au cours des deux saisons. Les MGI
Exercice en ville, % 47 e . e s
- ont qualifié de « facile » la réalisation des prélevements
Exercice en groupe, % 100 . . .

R nasopharyngés sur 91 % des patients. Sur les deux saisons,
Maitre de stage, % 74 o ) . Y . .
BBt e, £ 14.6 la médiane d’inclusion était de 16 patients par médecin

perience p nete, ’ investigateur (IC25-75 % [4,75 ; 27]) (Fig. 7). Lors des
Exercice a temps partiel, % 92

12 semaines d’inclusion de la premiere saison, 24/33 MGI
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Tableau 2 Caractéristiques des patients inclus.

n (%)

Classes d’age

0—24 mois 76 (11)

2-5 ans 58 (8)

6—17 ans 72 (11)

18—64 ans 388 (57)

65—74 ans 61 (9)

>75ans 30 (4)
Sexe féminin 405 (59)
Perdus de vue 54 (8)
Prélevements analysés 672 (98)
Prélevements positifs en PCR multiplex 447 (67)

2 30 patients
M%——

20-29/patients

Figure 7.
investigateurs lors de la deuxiéme saison.

Nombre de patients inclus par les médecins généralistes

Nombre d’inclusions ECOVIR durant les semaines des deux saisons.

(73 %) ont inclus, avec une moyenne de 6 patients sur les
12 semaines. Au cours des 21 semaines de la deuxiéme
saison, 31/36 MGI (86 %) ont inclus avec une moyenne de
13 patients. Le nombre d’inclusions par MGl est rapporté
sur la Fig. 7. Dix MGI ont eu besoin de matériel de pré-
levement supplémentaire. 75 % des MGI ont attribué le
manque d’inclusions a un oubli. Cependant, concernant les
rappels (SMS, mails), 100 % des MGl ont jugé cette fréquence
« suffisante ».

Six cent soixante-douze échantillons (98 % des inclusions)
ont été collectés. On peut noter quelques problémes logis-
tiques de rapatriement de préléevements, notamment en
raison de formations ou de congés. Six cent vingt-cing préleé-
vements ont été jugés comme « réalisés avec facilité » par le
médecin investigateur ayant fait le geste (91 %). Sur les pré-
lévements acheminés au laboratoire de virologie, 447 (67 %)
ont été positifs a au moins un virus respiratoire recherché
par PCR multiplex (Tableau 2).

Concernant le rappel a j7, 631 (92 %) patients ont
répondu (Tableau 2). On note une augmentation des per-
dus de vue pendant les vacances scolaires (Noél et février
de chaque saison), tout comme une chute des inclusions
lors de ces mémes périodes. Tous les patients rappe-
lés avaient été informés du rappel par le MGI. Aucun
patient recontacté a j7 n’a refusé de répondre au question-
naire.

Le planning de relance a été respecté scrupuleusement.
On note cing appels de médecins a notre équipe. Pour ’un
il s’agissait d’un probléme de réseau internet ; pour 'un il
s’agissait d’un doute concernant un critére d’inclusion ; pour
deux il s’agissait de savoir s’il était possible d’inclure deux
fois le méme patient au cours de deux consultations diffé-
rentes ; et le dernier pour savoir si l’on pouvait certifier au
patient de lui donner le résultat virologique par téléphone
lors de U’appel a j7.

Discussion

Notre travail est une étude originale de mise en place
d’une coordination ville/hopital entre médecins de spécia-
lités différentes, la recherche et les soins primaires. Par
Uintermédiaire des DUMG, notre équipe de recherche a
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inclus 685 patients de ville répartis sur l’ensemble du terri-
toire normand et analysé leurs prélévements nasopharyngés
sur deux saisons épidémiques hivernales.

Nous avons pu créer un nouveau réseau ville/hopital
régional autour d’un projet de recherche non intervention-
nelle, mais comprenant un acte d’écouvillonnage. Malgré
cela, on note un excellent taux d’inclusion avec seulement
3 refus de participer a ’étude de la part de parents devant
’appréhension du prélévement chez leur enfant. Depuis, la
pandémie a SARS-CoV2 a largement vulgarisé ce geste, qui
fait partie de notre quotidien.

Concernant les MGI, leur population était plus jeune que
la moyenne régionale (44 ans versus 54 ans), un peu plus
féminine (42 % versus 36 %) et majoritairement a temps par-
tiel (7 demi-journées en moyenne) contre 11 % au niveau de
la France (selon la Direction de la recherche, des études,
de Uévaluation et des statistiques [DREES]). Grace aux
nouvelles technologies (SMS, mails), nous avons pu commu-
niquer en permanence et tres facilement avec les médecins
investigateurs, et réagir en temps réel a leurs difficultés
ou leurs demandes. Ceux-ci étaient plutdt jeunes, et donc
a laise avec lutilisation des mails, SMS et également des
questionnaires en ligne.

Il nous a été difficile de comparer notre méthodolo-
gie a d’autres cohortes, tant frangaises qu’internationales,
car les soins primaires sont peu, voire pas, représentés
dans les études virologiques cliniques publiées. Nous nous
sommes appuyés sur l"expérience et le succés du réseau
GROG. Cependant, celui-ci était un réseau de surveillance
épidémiologique, et non de recherche. Les systémes de
santé de chaque pays sont peu comparables, car trés dif-
férents. Les cohortes américaines affichant des patients
ambulatoires atteints d’infections respiratoires aigués [6—8]
incluent des patients se présentant aux urgences et ne sont
pas des études de soins primaires comme ils sont défi-
nis en France. En 2018, une étude européenne étudiant
I’étiologie des infections respiratoires basses en soins pri-
maires a été réalisée a ’échelle européenne, mais aucune
méthodologie de travail concernant la mise en place de
’étude n’est précisée, et les 294 médecins généralistes
avaient inclus en moyenne 10 patients chacun sur 3 ans
[9]-

La difficulté de mettre en place un tel travail de
recherche est de s’assurer en concertation avec les méde-
cins généralistes de la faisabilité de celle-ci et de "adapter
au mode d’activité. L'objectif initial était d’inclure
3 patients par semaine et par MGI. Seuls 685 patients ont
été inclus sur les 1500 attendus. Au total, 84 % des MGI ont
inclus au moins un patient au cours de !’étude, versus 73 %
des médecins participant au GROG en 2014. Il était retrouvé
également une hétérogénéité dans les inclusions selon les
MGl dans le réseau GROG : 1/3 étaient de « gros préleveurs »,
1/3 de « moyens préleveurs », et 1/3 de « petits préle-
veurs » (2014), versus respectivement 11 %, 14 % et 75 %
pour ECOVIR. En écrivant le protocole, nous avions pensé
agir comme les GROG, en demandant aux MGI d’inclure les
premiers patients de chaque semaine éligible a une inclu-
sion. Cependant, les DUMG ont demandé a pouvoir « choisir
le bon moment dans leur journée de consultation », afin de
pouvoir s’organiser.

Une autre piste du manque d’inclusions était le manque
de patients éligibles a Uinclusion. Celle-ci est peu cré-
dible car selon ’Observatoire de médecine générale, les
motifs « état fébrile » et « rhume », critéres d’inclusion
des patients ECOVIR, représentent respectivement 17 % et
12 % des motifs de consultation en médecine générale. Trois
MGI sur quatre ont exprimé U"oubli lors de la présence d’un
patient éligible. La perte de temps pendant la consultation
était une raison avancée fréquemment lors des question-
naires de satisfaction. La moyenne d’une consultation en
médecine générale est de 17 minutes. Nous avions estimé a
6 minutes (+35 %) le temps pour réaliser une inclusion ECO-
VIR, ayant un impact sur le déroulement d’une consultation.
Cela avait été présenté aux futurs MGl lors de nos premieres
rencontres.

Il est également probable qu’une réticence a la pra-
tique du prélévement nasopharyngé a été une limite aux
inclusions, surtout sur les jeunes enfants. Cependant, 8,7 %
seulement des prélévements ont été décrits comme « non
faciles » lors de leur réalisation. Le fait de prendre le temps
de former les médecins, en présentiel, en s’appuyant sur
des vidéos pédagogiques, puis la pratique du geste en réel
encadrée par des experts de notre équipe, a permis aux MGI
de maitriser le geste avant toute inclusion. Plus les méde-
cins incluaient, plus ils trouvaient le geste facile, et plus ils
réalisaient d’inclusions. Ce cycle « vertueux » n’a pas été
observé chez tous les médecins, certains étant restés sur
I’appréhension initiale du geste. Celle-ci était constante sur
les premiers prélévements mais les MGI ont conclu que leur
réalisation était simple et rapide. De plus, avant la pandé-
mie, ce geste n’était réalisé qu’a [’hopital, et non en soins
primaires par les laboratoires de ville, donc peu connu par le
grand public. Nous pouvons penser que si ECOVIR avait été
réalisée actuellement, le nombre de patients inclus aurait
été beaucoup plus grand, car le prélévement n’aurait pas
été un frein pour les inclusions, tant du point de vue des
MGI que des patients.

Une des autres explications au faible nombre de patients
inclus est la limitation des inclusions a 3 jours par semaine,
pour des raisons techniques et de conservation des échan-
tillons (analyse possible pour des prélévements datant de
moins de 5jours). En effet, une part importante des MGI
avaient une activité a temps partiel, avec presque 50 % qui
ne travaillaient pas le mercredi, jour d’inclusion. D’autres
évenements sont a prendre en compte : les congés, les
absences pour formation et les périodes de suractivité. Le
mode de rappel par SMS a été jugé efficace et suffisant en
fréquence, mais il conviendrait peut-étre de réfléchir a un
mode de relance plus interactif, et non juste un systéme de
SMS, ou la participation des MGl est passive (lecture seule).
Nous avions essayé d’anticiper les difficultés en mettant
en place des mesures pour faciliter la faisabilité de cette
étude. Mais ’analyse de cette premiére mise en place a
mis en évidence la nécessité d’affiner encore les critéres
de faisabilité au plus prés du mode d’exercice des méde-
cins généralistes et de préciser [’évaluation des barrieres
rencontrées.

Concernant les résultats, notre étude apporte pour la
premiére fois en France une fréquence des virus chez
des patients relevant de soins primaires 67 % des
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préléevements étaient positifs a au moins un virus en
PCR Multiplex pour les virus respiratoires recherchés. En
effet, ces résultats sont habituellement hospitaliers a cause
de U’écouvillonnage. De plus, les études portent sur des
patients présentant des pathologies nécessitant une hospi-
talisation. Tout comme dans les cohortes hospitaliéres, les
préléevements négatifs sont plus nombreux chez les adultes
(40 % chez les 18—64 ans) comparés aux enfants (8 % chez
les 2—5 ans) (EPIC study) [6,7]. Cependant, dans cette étude
multicentrique, les témoins étaient des patients non symp-
tomatiques. Dans |’étude Tennessee Children’s Respiratory
Initiative (TRCI) [8], 26 % des prélévements des patients avec
infection respiratoire haute étaient négatifs, mais la cohorte
était limitée a des nourrissons de moins de 12 mois. Dans
le réseau GROG, les médecins avaient les résultats virolo-
giques des patients inclus dans la journée. Pour ECOVIR,
les MGI n’avaient aucun résultat des prélévements qu’ils
réalisaient. Cela traduit une volonté importante de leur
part a participer a la recherche clinico-virologique, repré-
sentant une force pour développer notre réseau unique
ville/hopital.

Un point important de notre projet, soutenu par une
équipe pluridisciplinaire, est ’investissement de chercheurs
« juniors », tant au niveau de la partie « élaboration du
projet » que dans sa réalisation, avec limplication de
doctorants scientifiques, mais également des internes de
médecine générale, qui ont pu découvrir le monde de la
recherche, et au final soutenir chacun leur thése d’exercice
au décours de ce projet.

La force de ce projet est de démontrer qu’il est possible
de réaliser une étude avec des prélévements des sécré-
tions des voies aériennes supérieures, dans une cohorte
de taille significative avec moins de 8 % de perdus de vue
a j7. Cette étude a ainsi permis d’obtenir une premiere
cohorte de patients suivis en soins primaires. La création de
ce réseau nous a également permis de communiquer pen-
dant la pandémie de SARS-CoV2 qui a interrompu l’étude.
Nous avions espéré pouvoir reprendre les inclusions mais les
MGI normands n’ont pas été équipés de facon adéquate pour
permettre la réalisation du prélévement nasopharyngé dans
les mesures de sécurité sanitaire recommandées malgré la
demande de nos médecins investigateurs.

Conclusion

Notre étude ECOVIR, inédite, permettant d’inclure
685 patients ambulatoires de tous ages présentant une
infection respiratoire aigué haute ou basse, a permis
une étroite collaboration entre U’hdpital, 36 MGI répartis
sur ’ensemble du territoire normand, et notre unité de
recherche GRAM 2.0. Cela nous a permis de créer un vrai
réseau, de faire le lien entre la recherche et les soins
primaires, qui représentent une part importante de notre
systéme de santé et qui sont peu représentés dans les
protocoles de recherche.
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Annexe 1. Matériel complémentaire

Le matériel complémentaire (Annexe 1) accompagnant la
version en ligne de cet article est disponible sur http://
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2022.02.060.
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results of a prospective cohort study investigating infant viral

I D. Etude Guérande

La cohorte appelée Guérande était une étude prospective multicentrique nationale qui a été
réalisée entre 2012 et 2014. Elle avait pour but d’évaluer I'efficacité des nébulisations de sérum salé
hypertonique dispensées aux urgences pédiatriques a des nourrissons s’y présentant pour une
premiére bronchiolite. Les résultats cliniques ont été publiés auparavant (161). Au cours de leur
inclusion, les nourrissons avaient bénéficié de prélévements naso-pharyngés, qui ont été rapatriés au
laboratoire de virologie du CHU de Caen. Ces nourrissons devaient étre agés entre 6 semaines et 12

mois, et ne devaient pas avoir d’antécédent de bronchiolite.

I E. Matériels et Méthodes

Tous les prélévements des deux cohortes (ECOVIR et Guérande) ont été acheminés au
Laboratoire de Virologie du CHU de Caen. lIs ont ensuite été extraits (Acides Nucléiques (AN) totaux)

sur « QIAsymphony », (Qiagen, Hilden, Allemagne) et analysés par technique Luminex (Figure 20).




Figure 20- Démarche de prise en charge des prélevements respiratoires au laboratoire

— Conservation a -80°C pendant 5 ans

— Conservation a -80°C pendant 2 ans

—— Extraction des Acides Nucléiques

Prélevement respiratoire sur écouvillon totauxsur « QiaSymphony »
floqué regu au laboratoire dans du milieu
UTM (Universal Transport Medium)

l

[ Conservation a -80°C pendant 1 an ] Analyse par technique Luminex
(permet la détection de 18 virus et 3 bactéries)

Extraits d’acides nucléiques totaux

1. Conservation des extraits d’acides nucléiques

Pour limiter la dégradation des extraits d’ARN par de trop nombreux cycles de
congélation/décongélation, les extraits ont été aliquotés par 8 L dans des barrettes de 8 microtubes a
la premiére décongélation. Puis ils étaient soit utilisés directement, soit recongelés jusqu’a leur

utilisation, limitant ainsi les cycles de congélation/décongélation a 2.

2. Transcription Inverse PCR (RT-PCR) sur les extraits d’acides nucléiques

Afin de produire une séquence génétique a partir des extraits d’acides nucléiques provenant des
prélévements respiratoires, ces derniers ont été soumis a une « Reverse Transcription » afin d’obtenir
des produits d’amplification sous forme d’ADN.

Le mix PCR a été préparé de la fagon suivante :

e 10 pL de 2 X Reaction Mix (dNTPs + e 0,2 yL de RNAse inhibitor
MgSO04) e 0,15 uL d’amorce sens

e 0,8 L de Superscript™ Il RT/Platinum™ e 0,15uL d’amorce anti-sens
Taqg Mix

8uL d’extraits d’AN ont été ajoutés a ces 12 pL de mix pour obtenir un volume de réaction final de
20uL. Les amorces utilisées (Tableau 2) proviennent d’'une méthode décrite en 2002 (162). Cette
méthode permet d’amplifier un fragment d’ADN de 549 pdb a partir d’ARN (via la synthése d’ADNc
durant la transcription inverse), allant de la partie 5UTR du génome jusqu’au début de la VP2. Le

protocole de PCR utilisé est décrit en Figure 21.



Tableau 2: Amorces utilisées pour la RT-PCR de typage

) Concentration Concentration . 5 5 Taille  Position sur
Nom de 'amorce o . Séquence (5’ 2 3’) .
initiale de travail en pdb le géne
Sens : 9895F 100 pM 10 uMm GGG ACCAACTACTTT GGG TGT CCG TGT 27 534-560
Anti-sens: 9565R 100 uMm 10 uMm GCA TCI GGY ARY TTCCAC CACCAN CC 26 1083-1058

Figure 21 : Programme de RT-PCR
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3. Méthode de séquencage des rhinovirus

Nous avons sélectionné les prélévements positifs a Rhino/enterovirus, pour pouvoir ainsi
les séquencer.

a. Electrophorese sur gel d’agarose

Cette étape a servi a identifier les extraits ayant été amplifiés durant la PCR, et qui correspondaient
donc a des Rhinovirus. Le gel d’agarose était préparé avec 1,8 g d’agarose pour 120 mL de TBE (Tris
Borate EDTA) 1X, soit un gel a 1,5%, auquel on ajoutait 10uL de GelRed™ Nucleic Acid Gel stain au
1/10°™e, Le GelRed est un fluorophore intercalant de I’ADN, dont la longueur d’onde d’excitation est de
300nm, pour une longueur d’'onde d’émission de 600nm. La migration s’effectuait durant 30 minutes a
100V. Les extraits étaient visualisés grace a I'appareil « Molecular Imager® GelDoc™ XR+ Imaging

System », (BioRad, Hercules, Californie, Etats-unis) et traités grace au logiciel « ImageLab ».

b. Séquencage des amplicons provenant des extraits d’acides nucléiques

Les amplicons provenant des extraits positifs en RT-PCR étaient conservés a 4°C puis préparés

(digestion, réaction de séquencgage et purification) pour étre séquenceés.

Digestion des amplicons d’ADN




Cette digestion (ou Clean-up) était réalisée par traitement avec 'ExoSAP-IP (ThermoFischer,
Waltham, Massachusetts, Etats-unis) composé d’'une exonucléase et d’'une phosphatase visant a
digérer les amorces. Deux microlitres d’enzymes et cinq microlitres d’amplicons étaient placés dans des

tubes et incubés dans un thermocycleur, suivant le programme décrit en Figure 22.

Figure 22 : Programme de digestion des amplicons
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Réaction de ségquencage

La réaction de séquencage était réalisée a l'aide du kit « BigDye Terminator version 1.1 cycle
sequencing kits » (Applied Biosystems, Foster City, Californie, Etats-unis). Des dNTP marqués par des
molécules fluorescentes étaient introduits lors de I'amplification des fragments que I'on souhaitait
séquencer. Les amorces utilisées étaient les méme que pour la RT-PCR (1 par réaction).

Le mix est préparé de la fagon suivante, pour un volume final de 20 pL :

e 2 L de Ready reaction mix

e 3 L de 5X sequencing buffer

e 1 uL d’'amorce sens ou anti-sens
e 1 uL d’'amplicon

e 13 uLdeau

Le protocole utilisé est décrit en Figure 23.



Figure 23- Programme PCR de réaction de séquencage
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Purification par filtration sur colonne de gel Sephadex

Cette étape avait pour but de purifier par gel-filtration les produits de réaction de séquence. Pour
se faire, de la résine « Séphadex ® G50 » (Sigma, Saint-Louis, Missouri, Etats-unis) était utilisée. Cette
résine permettait de dé-saler les produits de séquengage, d’éliminer les nucléotides non incorporés,
mais également les enzymes et les amorces. Une plaque 96 puits « Multiscreen HV » (puits a filtres)
servait de support inerte pour la résine G50. Cette plaque était préparée comme indiqué dans la Figure
24,

La plaque de filtration est ensuite placée sur une plaque 96 puits collectant les éluats. La filtration
est effectuée suivant la description de la figure 12. Les produits de séquengage sont préts a étre
déposés sur le séquenceur.



Figure 24- Préparation de la plaque de filtration sur colonne de Sephadex et filtration des produits de

sequencage
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Envoi en séquencage

Le séquengage était réalisé par méthode de Sanger (Figure 25) (163) (164) sur séquenceur
« Applied 3500 Genetic Analyzer » (Applied Biosystems, Foster City, Californie, Etats-unis). Le

séquengage était effectué dans le service de génétique du CHU, et les résultats sont regus en moyenne
en 24 a 48h.

Figure 25- Principe de la réaction de séquencage par méthode de Sanger
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c. Analyse bioinformatique- Traitement des séquences

Aprés réception des chromatogrammes, l'analyse était effectuée sur le logiciel « CLC Main
WorkBench 8 » (CLC BioQiagen®, Hilden, Allemagne).

Les séquences étaient exploitées de la maniére suivante :
¢ Nettoyage de la séquence (Trim) : une fonction du logiciel permet d’éliminer les parties non
exploitables des séquences, pour obtenir une séquence fiable en fonction des scores de qualité

du chromatogramme. Aprés ce premier nettoyage, les sites de fixation de nos amorces étaient




recherchés, et les sites en amont de 'amorce sens et en aval de 'amorce anti-sens étaient
retirés (amorces comprises).

e Construction des contigs : les séquences sens et anti-sens étaient assemblées (alignées) en
une seéquence consensus sur la base des scores de qualité du chromatogramme. Les
séquences consensus étaient utilisées pour la suite des analyses.

o Alignement : une fois les séquences consensus construites pour tous les produits de
séquengage a analyser, des alignements étaient réalisés afin de créer des matrices de
séquences.

Une partie des travaux de design des amorces étaient effectués par comparaison de ces
matrices

e Construction d’un arbre phylogénétique : les séquences consensus étaient utilisées pour
établir une représentation graphique des distances génétiques entre les séquences via la
construction d’un arbre phylogénétique. La méthode de construction phylogénétique choisie
était la méthode de vraisemblance, elle consistait a établir un arbre de départ par un algorithme
dérivé de Neighboor Joining (bioNJ). L'analyse en maximum de vraisemblance était ensuite
réalisée par phyML (implémenté dans le logiciel SeaView (165) (166)) suivant le modele
d’évolution General Time Reversible (GTR). L’arbre était ensuite amélioré par des méthodes
de « Switching, Pruning et Ratcheting (SPR) ». La robustesse des nceuds était effectuée au
moyen d’'un Likelyhood RatioTest (LRT). Ensuite les arbres étaient visualisés et mis en forme

grace au logiciel FigTree 1.4.4 (167).

Les séquences étaient ensuite « blastées » Cc'est-a-dire qu'elles étaient comparées

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) a la base de données du NCBI.

4. Construction des systemes de RT-PCR en temps réel

Une fois I'analyse « BLAST » terminée, les séquences correspondantes a chaque espéce de
Rhinovirus étaient alignées pour pouvoir créer des matrices par espece. On obtenait ainsi une matrice
de séquence pour les Rhinovirus A (Matrice A), une seconde pour les Rhinovirus B (Matrice B) et une
troisieme pour les Rhinovirus C (Matrice C). Ces matrices étaient complétées par les séquences
génomiques de toutes les espéces de Rhinovirus disponibles sur le « NCBI » avant d’étre ré-alignées.
Cette étape permettait d’étendre les zones de design a I'extérieur du fragment séquencé. En parallele
a ces matrices, des alignements réunissant 2 espéces de chaque Rhinovirus étaient créés, nous
obtenons donc une matrice mélant les Rhinovirus A et B (Matrice AB), une matrice pour les Rhinovirus

A et C (Matrice AC) et une matrice pour les Rhinovirus B et C (Matrice BC).

Ces nouvelles matrices combinant 2 espéces de Rhinovirus étaient comparées a la matrice
mono-espéce complémentaire (Tableau 3) dans le but d’identifier des zones spécifiques de groupes ou

des zones conservées au sein de plusieurs groupes. Chaque zone de conservation était repérée et



annotée manuellement. Cette démarche était également effectuée sur une matrice réunissant la totalité
des séquences de Rhinovirus (Matrice ABC ou PanRhino), pour pouvoir développer un systeme
capable de quantifier toutes les espéces de Rhinovirus. Aprés sélection de toutes les amorces et sondes
candidates, les systemes retenus étaient étudiés, comprenant une amorce sens, une sonde (a
hydrolyse) et une amorce anti-sens. Ces systémes devaient permettre la détection de I'amplification en

temps réel.

Tableau 3- Comparaison des matrices pour la construction des systéemes

Matrice BC Matrice AC Matrice AB

Matrice A
Matrice B
Matrice C

Lors de I'étape d'identification de zones conservées, 5 systémes avaient été établis pour les
Rhinovirus A, 6 systemes pour les Rhinovirus B, 5 systémes pour les Rhinovirus C et 3 systémes pour
les 3 especes de Rhinovirus confondus (PanRhinovirus). Sur ces systemes, une premiére sélection
avait été faite (Tableau 4A). Pour chaque systéme, les séquences des amorces ont été étudiées et
affinées afin de réduire au maximum le taux de dégénérescence des amorces et sondes, tout en gardant
la spécificité des systémes pour chaque espéce de Rhinovirus. Ainsi, pour certains systémes il était
possible d’avoir par exemple jusqu’a 4 amorces (sens ou antisens) et sonde, de séquences différentes,

pour une méme zone de maniére a couvrir la diversité du groupe.

Un systeme candidat spécifique de chaque espéce de Rhinovirus a été sélectionné ainsi qu’un
systéme capable de détecter toutes les espéces de Rhinovirus (PanRhinovirus). Ces candidats ont
dans un premier temps été testés sur un nombre réduit d’extraits. Le systeme de quantification cellulaire
retenu est un systeme ciblant le géne de la GAPDH (systéme provenant d’'un protocole du CNR grippe).
La GAPDH est un géne de ménage dont une copie est présente par cellule. Le rapport entre la quantité
de virus et la quantité de GAPDH détectée permet d’obtenir une valeur normalisée de la quantification

virale.

La sélection des systémes est faite via plusieurs criteres, tels que : une longueur maximale
d’amplicon de 300 pdb, le taux de dégénérescence des amorces et sondes qui ne doit pas étre au-
dessus de 100, et le taux de GC% qui doit étre proche de 50%, une différence de température de fusion
de moins de 5 °C entre les amorces sens et anti-sens, une température d’hybridation proche de 55°C,

et une différence d’au moins 10°C entre les températures d’hybridation entre les amorces et les sondes.




Suite au design, les systemes (Tableau 4B) sont commandés sur le site:
https://www.sigmaaldrich.com/france.html . Lors de la préparation de la commande, de derniers
ajustements sont réalisés : I'ajout de groupement LNA (Locked Nucleic Acid) sur certaines bases des
sondes pour augmenter leur « melting temperature » et le choix des fluorophores utilisés et couplés aux

sondes (Figure 26).

Figure 26- Fluorophores sélectionnés pour les systemes de détection construits
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b. RT-PCR quantitative (qRT-PCR)

Tests des systemes d’amplification sur un nombre réduit d’extraits

Cette étape consistait a valider les systémes d’amplification sur 2 échantillons positifs pour chaque

espéece de Rhinovirus. Elle avait été réalisée dans le cadre d'un projet de Master 2 (E.Leperchois). Nous

avons également réalisé selon la méme méthodologie les tests pour mettre au point les RT-PCR
quantitatives des VRS-A, VRS-B et CoV.

L’appareil utilisé pour effectuer la qRT-PCR était le « LightCycler 480 1l » (Roche, Bale, Suisse) et

les résultats étaient visualisés grace au logiciel « LightCycler® 480 SV 1.5.1 ». Le principe de la

détection en gPCR par sonde a hydrolyse est rappelé en Figure 27.

Fiqure 27- Rappel du principe de la PCR en temps réel
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Le mix pour la gqRT-PCR était préparé de la fagon suivante pour chaque systéme a tester :

10 pL de 2X Reaction mix
0,4 puL de RNAse out

0,4 uL de SuperScript |1l Platinum One-Step systeme)
Quantitative RT-PCR System

e 0,4uL d’'amorce anti-sens a 50uM (a

multiplier par le nombre d’amorces du




e 0,4 pL d’amorce sens a 50uM (a multiplier e 1L de sonde a 50uM (a multiplier par
par le nombre d’amorces du systéme) le nombre de sondes du systeme)
e X pL d'H20 (gsp 16 L)

Il fallait ensuite ajouter 4 pL d’extrait d’ARN a ces 16 pL de mix.
Le protocole de gRT-PCR utilisé est décrit en Figure 28. Ce protocole servait de base, que I'on

modifiait a chaque nouvelle PCR selon les adaptations que I'on souhaitait faire en température ou en

temps lors des mises-au-point.

Les 5 systemes ont été soumis a 3 gqRT-PCR, une premiere avec une température d’hybridation a
50°C, la suivante a 45°C et la derniére a 40°C. Les produits de ces systémes ont été soumis a migration

sur gel pour vérifier s’il y avait amplification, et donc tester I'efficacité des amorces ou des sondes.

Figqure 28- Programme de gRT-PCR utilisé lors des tests
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Préparation de la gamme de standards

Dans le but de réaliser une quantification absolue des copies de virus dans les prélévements, une
gamme de standards était passée en paralléle des échantillons expérimentaux. La gamme standard
était obtenue en effectuant la dilution de raison 10 d’'un produit PCR ayant été amplifié grace au systeme
a valider. La quantité d’ADN de I'amplicon (solution mére de la gamme) en ug/uL était mesurée grace
a un appareil, le « Qubit™ 4 Fluorometer » (Invitrogen, Carlsbad, Californie, Etats-unis) et permettait de
calculer le nombre de copies dans chaque standard de la gamme, connaissant la taille de 'amplicon et
sa masse moléculaire grace a la formule suivante :

. Concentration massique en pug/uL X Nombre d' Avogadro
Nombre de copies/uL =

Longueur de I'amplicon X Masse moyenne d'une pdb X 10°ug/g

Test GAPDH et PanRhinovirus sur la collection compléte

Les systémes retenus a I'étape précédente étaient appliqués a la totalité de notre collection d’extraits

d’acides nucléique, analysés en paralléle des gammes standard, dans le but de déterminer le nombre



de copies GAPDH et virales dans les prélevements. Les mixs, le programme de la qRT-PCR, et la
visualisation des résultats suivaient le méme protocole que lors de la phase de tests des systémes
d’amplification sur un nombre réduit d’extraits (I1.2.b). La quantification était réalisée en mode « absolute
quantification » du logiciel LightCycler® 480 SV 1.5.1. Une régression linéaire était effectuée sur les
valeurs de la gamme standard et permettait de calculer le nombre de copies dans les échantillons.

L’analyse des résultats et la représentation graphique étaient ensuite réalisées grace au logiciel R.






Résultats

Chapitre 1 : Fréquence élevée des codétections virales chez les enfants

atteints de bronchiolite aigue

Nous avons publié, en 2021, dans la revue Viruses (IF 5.518, rang C), les résultats virologiques de la

cohorte Guérande.

Résumé en francais :

Durant deux ans (2012-2014), 719 échantillons nasopharyngés ont été prélevés chez des nourrissons
de 6 semaines a 12 mois se présentant aux urgences avec une bronchiolite aigué modérée a sévére.
Des tests virologiques ont été effectués et nous avons constaté que 98 % des échantillons étaient
positifs, dont 90 % pour le virus respiratoire syncytial (VRS), 34 % pour le rhinovirus (HRV) et 55 %
étaient positifs a plusieurs virus, avec une prédominance des co-infections VRS/HRV (30 %). Il est
intéressant de noter que le risque d'étre infecté par le HRV est plus élevé en I'absence de VRS, ce qui
suggeére des interférences ou des mécanismes d'exclusion entre ces deux virus. Inversement, l'infection
par le coronavirus n'a pas eu d'impact sur la probabilité de co-infection par le HRV et le VRS. La
bronchiolite est la principale cause d'hospitalisation chez les nourrissons avant I'age de 12 mois, et de
nombreuses questions se posent quant a son rble dans les maladies respiratoires chroniques
ultérieures (asthme et bronchopneumopathie chronique obstructive). Le role de la détection des virus
et le poids des détections virales doivent étre étudiés plus avant, afin de comprendre la physiopathologie

des maladies respiratoires chroniques, qui constituent un probléme majeur de santé publique.
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Abstract: Over two years (2012-2014), 719 nasopharyngeal samples were collected from 6-week-
to 12-month-old infants presenting at the emergency department with moderate to severe acute
bronchiolitis. Viral testing was performed, and we found that 98% of samples were positive, including
90% for respiratory syncytial virus, 34% for human rhino virus, and 55% for viral co-detections, with
a predominance of RSV/HRV co-infections (30%). Interestingly, we found that the risk of being
infected by HRV is higher in the absence of RSV, suggesting interferences or exclusion mechanisms
between these two viruses. Conversely, coronavirus infection had no impact on the likelihood of
co-infection involving HRV and RSV. Bronchiolitis is the leading cause of hospitalizations in infants
before 12 months of age, and many questions about its role in later chronic respiratory diseases
(asthma and chronic obstructive pulmonary disease) exist. The role of virus detection and the burden
of viral codetections need to be further explored, in order to understand the physiopathology of
chronic respiratory diseases, a major public health issue.

Keywords: respiratory syncytial virus; molecular diagnostic; respiratory viruses; coronavirus;
bronchiolitis

1. Introduction

Acute bronchiolitis is the most common respiratory disease in infants under 12 months
of age, and the leading cause of hospitalization in infants [1]. Respiratory syncytial virus
(RSV) is the most frequently identified virus in bronchiolitis, detected in 41 to 83% of
patients [2,3]. RSV is responsible for 34 million new cases of lower respiratory tract
infections, and 2.4 million hospitalizations of infants all over the world, with 199,000 deaths
per year, mostly in developing countries [4]. Many other viruses are found in bronchiolitis,
including human rhinoviruses (HRV), Metapneumovirus (hMPV), coronaviruses (CoV),
bocaviruses (BoV), influenza viruses, adenoviruses (ADV) and parainfluenza viruses
(PIF) [2,5]. In few years, PCR methods and multivalent techniques in particular have
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become instrumental in detecting viruses associated with acute respiratory infections.
Many studies evaluated the virus-dependent risk of outcomes, and the impact of viral
etiology on severity and length of stay has been established [2,3,5,6]. Viral co-infections
remain poorly investigated and available studies are scarce [2,7]. The aim of this study was
to evaluate the burden of viral co-detections in infants with acute bronchiolitis.

2. Methods
2.1. Study Design, Patient Population, Sampling and Statistical Analysis

In a prospective, multicenter, double-blinded, randomized prospective study called
GUERANDE, which aimed to test the efficacy of 3% hypertonic saline nebulization in acute
viral bronchiolitis, respiratory samples were collected from 719 patients [8]. Twenty-four
French hospital centers included patients between 15 October 2012 and 15 April 2014.
Infants from 6 weeks to 12 months of age who were taken to emergency departments (ED)
for a first episode of moderate to severe bronchiolitis were included. Nasopharyngeal swab
samples were obtained for viral testing, and sent to the virology laboratory of the University
Hospital Center of Caen (Normandy, France). The results from the two PCR techniques
were compared using Kappa’s coefficient, and the risk of co-infection was calculated with
Fisher’s test. Written informed consent was obtained from the parents of the patients. The
Saint-Germain-en-Laye Ethics’ Committee approved the study (reference 12020).

2.2. Sample Processing and PCR Assay

Swab material was resuspended into 3 mL viral transport medium, divided into
aliquots and stored at —80 °C until it was processed. Total nucleic acids were extracted from
300 uL of sample and eluted in 100 uL of TAE buffer using the QiaSymphony apparatus.
The first aliquot was analyzed by real-time duplex RT-qPCR with Tagman hydrolysis
probes in order to type RSV-A and RSV-B. The second aliquot was analyzed by multiplex
RT-qPCR (Luminex NxTAG RPP) targeting 18 viruses: RSV-A and B, hMPV, influenza virus
A (H1v/H3) and B, rhinovirus/enterovirus (HRV), PIF 1-4, CoV 229E, NL63, OC43, HKU]1,
ADV and BoV), and 3 intracellular bacteria (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydiae pneumoniae
and Legionella pneumophila).

3. Results

Patients’ median age was 3 months (IQR 2-5), and 719 samples were collected in the
study. According to the duplex real-time RT-PCR targeting RSV, 88% (1 = 633) of samples
were positive. RSV-A- and RSV-B-positive samples account for 52% (n = 374) and 34%
(n = 244), respectively. Co-detections (RSV-A and RSV-B) account for 2% (n = 12).

In comparison, the multiplex RT-PCR found that only 2% of samples (1 = 12) were
virus-negative (Figure 1), while 90% (n = 647) were RSV-positive, and 34% (n = 246) were
HRV-positive. Co-detections (2 or more viruses) were found in 55% (1 = 396) of samples.
The most abundant co-detection was RSV-HRV (30%, n = 218), with or without another
virus. The RSV-HRV co-detection rate without another virus was 21% (n = 149).

Concerning the multiplex technique, we reported 49% (1 = 352) and 29% (1 = 206) RSV-
A-positive and RSV-B-positive samples, respectively (Figure 2). Twelve percent (n = 89) of
samples were positive for both RSV-A and B. Among the RSV-A-positive samples, 37%
were mono-infected, 20% were co-infected with HRV, 10% were co-infected with RSV-B,
12% were co-infected with another virus, 14% were co-infected with two other viruses, and
2% were co-infected with three other viruses. Among the RSV-B-positive samples, 37%
were mono-infected, 13% were co-infected with HRV, 11% were co-infected with another
virus, 11% were co-infected with two other viruses, and 5% were co-infected with three
other viruses (Figure 2). Among the RSV-A- and B-positive samples, 52% were co-infected
with another virus.
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Figure 2. RSV-A and RSV-B detections.

Forty-four (6.1%) discrepancies between the two PCR techniques used were found
(Figure 3). On the one hand, duplex PCR found more positives than the multiplex technique,
with10 positive for RSV-A and 6 for RSV-B. On the other hand, the multiplexed technique
reported more positives than the duplex, with 20 positive for RSV-A, 5 for RSV-B, and 3 for
RSV A + B. Kappa’s tests between the two PCR techniques show a moderate accordance
for RSV-A (0.47) and a good accordance for RSV-B (0.66).
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Figure 3. Discrepancies between the two PCR-technics.

We compared the proportion of co-detections of HRV/RSV with the proportion of
mono-detections of HRV: the risk of being infected by HRV is significantly higher in the
absence of RSV detection (p < 0.001, odds ratio = 0.09, ICgs¢, 0.0537; 0.1457). The risk of
being co-infected by a coronavirus and HRV or RSV is not significantly different than not
being co-infected by these viruses.

4. Discussion

Our study enrolled 719 infants aged 6 weeks to 12 months and presenting an acute
moderate to severe first episode of bronchiolitis at the emergency departments in 24 differ-
ent hospitals across France. Nasopharyngeal swabs were collected and virus detection was
realized by RT-qPCR.

One limitation of the study consists of the selection of the cohort’s participants and
the resulting homogeneity of the cohort. Indeed, all patients were less than one year old,
without bronchiolitis or wheezing history and their inclusion took place at the ED, where
the most serious cases are usually observed. Moreover, there was no control group in which
we could estimate the rate of asymptomatic viral infections. In 2016, Self et al. found a virus
detection of 24% among asymptomatic children [9], but these controls were hospitalized for
a programmed ear, nose and throat (ENT) intervention, and we know that this population
is characterized by frequent infections and may not be fully representative of the general
population.

We found only 2% of the samples were negative when analyzed by multiplex PCR,
consistently with the literature. Mansbach et al. estimated this rate at 6% in 2012 in
hospitalized patients with severe bronchiolitis in USA [5]. A low level of negative samples
in children cohort is commonly seen, especially in symptomatic infants.

A high rate of viral co-detections is found in our cohort (55%), which stands between
the 34% in the US EPIC study [6], which studied viral detection in children with pneumonia
under 5 years of age, and 61% according to the ORAACLE Study Group (which was a
Norwegian clinical cohort studying length of stay of hospitalized patients with bronchiolitis
according to viruses found in PCR) [10]. These differences could be explained by the
accuracy of the new molecular detection methods used here. Nevertheless, we still ignore
the consequences of these co-detections, and whether this impacts the development of
illnesses, particularly for future asthma or chronic obstructive pulmonary disease (COPD).
HRYV, which is found in 34% of cases in our cohort, is known to be associated with later
asthma development [11], but no study has investigated the potential role of co-infections
in the development of respiratory chronic respiratory diseases.

Several new antiviral molecules are under development [12], and their potential
remains unclear, because it is not known when they should be used, and how (indications,
prophylaxis). Few studies focusing on the burden of viral load exist and investigate if the
viral load could be a marker to follow infections and to evaluate antiviral efficacy [13].
The severity of bronchiolitis is associated with a high RSV viral load [10], resulting in a
longer length of stay and an increased frequency of oxygen and ventilation support. In
the same way, severe ADV pneumonia has also been associated with a persistently high
viral load [14]. This suggests that severe illnesses exhibit a high viral replication, whereas
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a decline of the viral load has been observed in healing patients. We need to follow up
the viral load over acute clinical infections in order to provide more data. Multiplex PCR
is a qualitative but not quantitative method, and viral load cannot be calculated. Studies
often rely on semi-quantitative PCR methods based on the number of cycle thresholds (CT),
which are sometimes correlated with the viral load in copies/mL. However, these methods
are not always reproducible between different commercial machines or kits, and between
different centers.

Twenty-one percent of cases are RSV/HRV co-detections, representing 38% of total
co-detections. We still ignore the sequence of events leading to these co-detections. The
potential exclusion or facilitating effects need to be further explored. For example, we do not
know whether RSV infection may promote HRV infection, and whether co-infections occur
sequentially or simultaneously. Interestingly, we found that the risk of being infected by
HRYV is higher in the absence of RSV, suggesting exclusion mechanisms between these two
viruses. Conversely, coronavirus infection had no impact on the likelihood of co-infection
involving HRV and RSV. To better characterize these potential interactions, it would be
interesting to include mild bronchiolitis, which is treated by the general practitioners
and represents the majority of bronchiolitis cases, and to precisely focus on the onset to
sampling delay. We also propose collecting several samples for each patient, in order to
study the longitudinal history of natural infections. It would be interesting to determine
the viral loads in co-detections, to know which viruses are currently active and responsible
for the symptoms of our patients.
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Chapitre 2 : Interférences virales dans les infections respiratoires aiglies en

soins primaires

Nous avons soumis, en avril 2023, dans la revue Clinical Infectious Disease (IF 20.999, rang

A), l'article intitulé “Viral interferences in patients with acute respiratory tract infections in
primary care: the ECOVIR study’.

Résumé en francais:

Introduction

Les infections respiratoires aigués (IRA) sont les infections les plus courantes rapportées,
d'aprés les données recueillies principalement dans les hdpitaux. Néanmoins, la plupart des
IRA sont diagnostiquées en soins primaires, ou il est difficile d'effectuer des tests virologiques
moléculaires.

Méthodes utilisées

Nous avons mené une étude appelée ECOVIR en soins primaires. Pendant deux saisons
épidémiques (2018-2019 et 2019-2020), 36 médecins généralistes, dans 8 centres de soins
frangais, ont inclus des patients de tous ages présentant des symptémes d'IRA (n=685). Des
écouvillons nasopharyngés ont été réalisés et analysés par des tests PCR Multiplex.
Résultats

Trente-trois pourcents des échantillons étaient négatifs en PCR Multiplex. Les bocavirus
(BoV), les adénovirus (ADV) et le rhinovirus (HRV) sont apparus plus significativement chez
les jeunes patients que les autres virus (p<0,05), contrairement au virus respiratoire syncytial
(VRS) qui était présent a tous les ages. Les codétections de virales représentaient 8 % des
échantillons et étaient associées au VRS, a 'HRV, au BoV, au métapneumovirus humain
(hMPV), a I'ADV et non associées a la grippe et aux coronavirus (CoV). Les échantillons
négatifs étaient associés a un délai d'échantillonnage (durée des symptédmes) supérieur a 3
jours (p<0,001). Tous les virus étaient positivement ou négativement liés a des mois
spécifiques. L'HRV et la grippe étaient négativement associés a tous les virus, a I'exception
de I'ADV et du BoV. Les seules associations positives trouvées étaient entre ADV et BoV, et
la grippe et le BoV.

Discussion/Conclusion

Dans l'ensemble, ces données originales issues des soins primaires mettent en évidence

I'étiologie et la circulation virale dans la population générale souffrant d'IRA, et décrivent les



interférences entre les virus respiratoires. Notre étude fournit des informations
supplémentaires sur les relations entre les virus respiratoires, qui restent toutefois limitées

dans les soins primaires.

Ci-dessous le pdf de I'article soumis, en cours de relecture (« under review »).
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Introduction

Acute respiratory infections (ARIs) are the most common viral infections diagnosed,
and cared in primary care settings. The identification of causal viruses is still not
available in routine practice. Although new strategies of prevention will happen, the
knowledge on interferences between respiratory viruses remain limited.

Methods

ECOVIR is a multicentric prospective study conducted in primary care, during two
consecutive pre-pandemic seasons (2018-2019 and 2019-2020). The patients
attending their General practitioner (GP) with ARIs were included, without selecting
age or conditions. Viruses were detected on nasal swabs samples by a multiplex
Polymerase Chain Reaction test including 11 viruses.

Results

Among the 670 analyzed samples, 60.1% were positive for at least one virus, of which
7.6% were viral codetection. The viral detection was negatively associated with aging
and sample delay according to the onset of symptoms. Bocaviruses (BoV),
adenoviruses (ADV) and Human Rhinovirus (HRV) occurred more significantly in
younger patients than that did the other viruses (p<0.05). All of the viruses were
positively or negatively depended on specific months. Codetections were significantly
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associated with flu, Coronaviruses (CoV) and parainfluenzae viruses (PIVs). HRV and
flu were negatively associated with all the viruses, contrary to ADV and BoV.
Conversely, a positive association was found between ADV and BoV, and between
PIVs and BoV.

Discussion/Conclusion

Our study provides additional information on the interferences between respiratory
viruses, which however remained limited in primary care.
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Abstract

Introduction

Acute respiratory infections (ARIs) are the most common viral infections diagnosed,
and cared in primary care settings. The identification of causal viruses is still not
available in routine practice. Although new strategies of prevention will happen, the
knowledge on interferences between respiratory viruses remain limited.

Methods

ECOVIR is a multicentric prospective study conducted in primary care, during two
consecutive pre-pandemic seasons (2018-2019 and 2019-2020). The patients
attending their General practitioner (GP) with ARIs were included, without selecting
age or conditions. Viruses were detected on nasal swabs samples by a multiplex
Polymerase Chain Reaction test including 11 viruses.

Results

Among the 670 analyzed samples, 60.1% were positive for at least one virus, of
which 7.6% were viral codetection. The viral detection was negatively associated with
aging and sample delay according to the onset of symptoms. Bocaviruses (BoV),
adenoviruses (ADV) and Human Rhinovirus (HRV) occurred more significantly in
younger patients than that did the other viruses (p<0.05). All of the viruses were
positively or negatively depended on specific months. Codetections were significantly
associated with RSV, HRV, BoV, human Pneumovirus (hMPV) and ADV, and not
associated with flu, Coronaviruses (CoV) and parainfluenzae viruses (PIVs). HRV
and flu were negatively associated with all the viruses, contrary to ADV and BoV.
Conversely, a positive association was found between ADV and BoV, and between
PIVs and BoV.

Discussion/Conclusion
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Our study provides additional information on the interferences between respiratory

viruses, which however remained limited in primary care.

Keywords

Respiratory Viruses — acute respiratory infections- primary care- Viral codetections-

respiratory syncytial virus- rhinovirus

Abbreviations

ADV: adenovirus

ARI: acute respiratory infections
BoV: bocavirus

CoV: coronavirus

Flu: influenza

GP: general practitioner

GPI: general practitioner investigator
hMPV: human metapneumovirus
HRV: human rhinovirus

LRTI: low respiratory tract infections
NA: not applicable

PCR: polymerase chain reaction
RSV: respiratory syncytial virus

SD: sample delay according to the onset of symptoms

URTI: upper respiratory tract infection

Introduction
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Acute Respiratory Infections (ARIs) are mostly associated to viruses and are the
most frequent infections with 0 to 6 ARI per person per epidemic season in tempered
regions (1). They may occur at all ages with childhood and elderly communities being
both the most vulnerable and the most studied age classes, for example concerning
the Respiratory Syncytial Virus (RSV) (1,2). These populations are particularly
sensitive to RSV and Influenza, two viruses known to be major causes of health
recourses, hospitalizations and death (3). This may explain why surveillance
programs focusing on respiratory infections were restricted to these viruses for a long
time, particularly before the pandemic. Nevertheless, other viruses can generate ARI
(8). Human Rhinovirus (HRV) is the second major cause for ARI, and is known to
trigger chronic respiratory diseases in children with bronchiolitis and COPD (Chronic
Obstructive Pulmonary Disease) exacerbations in adults (4-7).

However, all respiratory viruses are highly contagious independently of the clinical
features, that range from asymptomatic to severe acute respiratory infections and
facilitate the occurrence of bacterial superinfections or bacterial community acquired-
pneumonia. Lastly, the understanding of viral infections is limited by the ability to
detect co-infections, and the difficulty to interpret the effect of viral loads or virulence
factors on the severity and on the expand of epidemics (4-9). Most of the knowledge
about viral respiratory tract infections has been provided by patients admitted either
to hospital or to the emergency units. This reflected a selected population, and
included the most severe diseases and the most vulnerable populations. In contrast,
most care is provided in the primary care settings, without identification of the viruses
(10,11). Most studies either focus on a specific virus (12,13) and use home-made

PCR tests (14), or aim at the inadequate prescription of antibiotics (15).
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Development of molecular diagnosis and multiplex Polymerase Chain Reaction
(PCR) tests has greatly increased the number of viruses identified. These techniques
most often do not quantify virus loads from a nasopharyngeal swab. Codetection of
several viruses are not rare (ranging from 25 % to 55%) (4,6-9,16) and their
significance remain unclear (16).

We propose here a real-life study conducted in primary care settings with the aim to
highlight on the contribution of single or codetected viruses in acute respiratory

infections in the general population, and to analyze the interference between them.

Patients and methods

Protocol

ECOVIR project was a prospective, multicentric, non-interventional study developed
in Normandy, France, conducted during two viral epidemic seasons (January -April
2019,12 weeks; October-March 2020, 21 weeks). The design was previously detailed
(17). Thirty-six General Practitioners Investigators (GPIs), in eight different health
care centers, included patients during a medical visit. Inclusion criteria were: patients
of any age, consulting their general practitioner with symptoms of acute respiratory
infection. Exclusion criteria were: epistaxis, coagulopathy. Each patient was
informed, then examined, and a nasopharyngeal swab was performed and stored at
4°C (Figure 1). The patients were called on day 7 to collect environmental and

clinical data, by the Lime Survey® software.
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Figure 1- Workflow of ECOVIR
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Adapted from Petat et al (17)

The sampling delay (SD) was defined as the number of days between the first

symptoms and the day of swabbing.

Ethics

We obtained the “East Il protection committee” approval
18/10/10/63004). Each patient, adult or parents, were informed and provided their

consent. When the age allowed it, an additional specific information was given and

consent was obtained.
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Methods

Samples were kept at four degrees, aliquoted and processed at the virology
laboratory. Nucleic acid extraction was performed on “QlAsymphony” (Qiagen®,
Hilden, Germany) following manufacturer’s instructions and then analyzed by NxTag
RPP Luminex kit for virological identification. Fifteen viruses (Respiratory Syncytial
Virus-A (RSV-A), Respiratory Syncytial Virus-B (RSV-B), Rhinovirus/Enterovirus
(HRV), human Metapneumovirus (hMPV), Adenovirus (ADV), Coronaviruses (CoV)
HKU1, NL63, 229E, OC43, Influenza AH1, AH3, B, Para-Influenza (PIV) 1, 2, 3, 4,
Bocavirus(BoV)) and 3 intra-cellular bacteria (Chlamydophila pneumoniae, Legionella
pneumophila, Mycoplasma pneumoniae) were targeted. Samples were also tested
retrospectively for the presence of SARS-CoV2 nucleic acid using the C-gene

Eurobio Kit.

Statistical analysis

Quantitative tests were performed by using non parametric Student-t or Mann-
Whitney test according to the normally distribution. Qualitative tests were realized by
using Chi2 and Fisher exact test as needed. The statistical significance was of p
<0.05. Multivariate analyses were performed by logistic regression, the models
comprised of age and sample delay as continuous variable, and virology results,
seasons as dichotomic variables. The analyses were realized with RStudio®
software (version 1.1.456). The results were expressed as median [IQ2s75%], or

number (n) and percentages (%).

Results
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Six hundred and eighty-five patients were included (191 during the first season, 494
during the second season), and 670 were analyzed (Table 1).

The median age of the patients and sample delay were 32 y (1Q2s-75 [12;54]) years
and 3 (IQ2s-75 [2-6]) days, respectively. Upper ARIs were the most frequent diagnosis
with a comparable distribution in each age group conversely to Flu-like syndrome
which was low at both extremities of the life.

Table 1- Characteristics of the population

Age groups Al 0-1Y 2-5Y 6-17Y 18-20Y | 3044Y | 4564Y | 6575Y | 75.94Y
(n=670) | (n=56) (n=67) (n=75) | (n=106) | (n=122) | (n=146) | (n=60) (n=36)
Female 409(59) | 28(50) | 34(50.7) | 42(56) | 67(63.2) | 85(69.7) | 89(69.9) | 36(60) | 24(63.1)
Symptoms
Rhinitis 565(84.3) | 49(87.5) | 63(94.0) | 67(89.3) | 92(86.8) | 101(82.8) | 113(79.4) | 48(80) | 32(84.2)
Fever 279(41.6) | 22(39.3) | 42(62.7) | 38(50.7) | 44(415) | 46(37.7) | 61(41.7) | 15@25) | 11(28.9)
Cough 533(79.6) | 45(80.4) | 49(73.1) | 61(81.3) | 83(78.3) | 95(77.9) | 116(79.4) | 60(90) | 30(78.9)
Dyspnea 63(9.4) 14(25) | 12(17.9) 3(4) 8(7.5) 9(7.4) | 22(15.1) | 8(13.3) | 5(13;2)
H(ii%i%';e 208(37.8) NE NE 23(30.7) | 46(43.3) | 52(42.6) | 60(41.1) | 21(35) 4(10.5)
Diagnosis

Upper ARIs | 433(64.6) | 39 (69.6) | 49 (73.1) | 45(60.0) | 78 (63.6) | 86 (70.5) | 83 (56.9) | 29 (48.3) | 24(63.2)
Lower ARIs 143(21.3) | 16(28.6) | 17 (25.4) | 10(13.3) | 11(10.4) | 14 (13.5) | 38 (26.0) | 24 (40.0) | 13(34.2)
Flu-like syndrome | 94(14.1) | 1(1.8) 1(15) | 20(26.7) | 17(16.0) | 22(18.0) | 25(17.1) | 7(11.7) | 1(28)

Viruses
Negative 227(33.9) 6(10.7) 7(10.4) 18(24) 34(32.1) 53(43.4) 64(43.9) 27(45) 18(47.4)
HRV 203(30.3) | 30(53.6) | 36(53.7)) | 23(30.7) 32(30.2) 32(26.2) 35(23.0) 10(16.7) 5(13.1)
Flu 95(14.2) 2(3.6) 14(20.9) 19(25.3) 16(15.1) 15(12.3) 16(10.9) 9(15) 4(10.5)
CoV 60(9.0) 5(8.9) 3(4.5) 7(9.3) 12(11.3) 13(10.7) 13(8.9) 2(3.3) 5(13.1)
PIV 42(6.3) 6(10.7) 5(7.4) 6(8.0) 8(7.5) 4(3.2) 8(5.4) 5(8.3) 0
RSV 39(5.8) 9(16.1) 2(3.0) 2(2.7) 6(5.7) 2(1.6) 11(7.5) 2(3.3) 5(13.1)
HMPV 34(5.1) 5(8.9) 4(6.0) 7(9.3) 2(1.9) 7(5.8) 3(2.0) 5(8.3) 1(2.6)
ADV 18(2.7) 6(10.7) 10(14;9) 1(1.3) 0 0 1(0.7) 0 0
BoV 12(1.8) 6(10.7) 4(6.0) 0 0 1(0.8) 1(0.68) 0 0
Codetection 53(7.9) 16(28.6) 15(22.4) 8(10.7) 4(3.8) 4(3.3) 6(4.1) 0 0

Upper ARIs included: rhinitis, sinusitis, pharyngitis, angina, laryngitis and otitis. Lower ARIs included: asthma, bronchitis, community

acquired pneumonia. NE : not evaluable.

Multiplex PCR tests results: 670 samples (97.8% patients) were tested; 442 (66%)

were positive for at least one virus (Table 2). The median [IQ25.75] age and sample
8
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delay of patients with negative or positive samples were respectively 45 [1-92] years
and 27 [0.3-94] years (p<0.0001), and 3 [2-5] days and 2 [2-8] days. The multivariate
analysis confirmed that negative samples were independently associated with age by
year (p< 0.00001) and with the sample delay (SD) by day (p< 0.00001) according to

the onset of symptoms.

Table 2- Viral codetections according to the viruses

Univariate analysis Multivariate analysis

Viruses Codetections n (%) OR [ICo5% p OR [ICo5%) p
HRV (n=203) 37 (18) 3,1[1.7; 5.9] 0.002 3.4[1.9; 5.8] <0.001

Flu (n=95) 13 (14) 1,2 [0.6; 2.4] NS NS

CoV (n=60) 9 (15) 1.4[0.6; 2.9] NS NS

PIV (n=42) 9(22) 2.2[1;4.9] 0.04 NS
RSV (n=39) 10 (26) 2.9[1.3;6.3] 0.005 4.0[2.1;7.7] <0.001
hMPV (n=34) 13 (38) 5.7[2.6; 12.2] <0.001 6.1[3.1; 11.8] <0.001
AdV (n=18) 12 (67) 18.7 [6.7; 51.4] < 0.001 6.5[3.0; 14.3] <0.001

BoV (n=12) 12 (100) NC - NC

Age (years) - - - 0.11[0.03;0.37]

NS= not significant, NC= Not Calculable. The model of logistic regression included the
viruses, age, sample delay and seasons.

Among the positive samples, the prevalence of each virus was as follows: 46% HRV
(n=203), 21% Influenza viruses (n=95), 14% CoV (n=60), 10% PIV (n=42), 9% RSV
(n=39), 8% hMPV (n=34), 4% ADV (n=18) and 3% BoV (n=12). The distribution of
the viruses differed according to the age of patients (p=0.0001). The median [IQ25-75]
ages were as follows: 43 [27-61] years for negative samples; 22 [3-44] years for
HRV; 28 [11-53] years for Flu; 34 [17.5-54] years for CoV; 20 [5-51] years for PIVs;
30 [2-60] years for RSV; 24.5 [4-52] years for hMPV; 2 [0.8-3] years for ADV and 1.9
[1.4-3.5] years for BoV. Only Flu sample delay differed by a shorter time than that
was observed with the other viruses (p<0.0001). RSV (OR=3.1, [Cg5% [1.6;6.0],

p=0.0005) and BoV (OR=3.8, ICg5%[1.2;12.0], p=0.015) were associated with lower
9
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ARIs. Flu and HRV were positively (p<0.0001) and negatively (p<0.0001) associated

with flu-like syndrome, respectively.

Viral codetections and interference between the viruses: 53 samples (7.9%)
were positive for at least two viruses. The median age of patients with viral
codetection was of 3 [1.4-19] years compared with the age of 29 [9-54] years for
patients infected without codetection (p<0.0001; Figure 2). Viral codetections were
found at 2% (n=1) in October, 15% (n=8) in November, 7% (n=4) in December, 32%
(n=17) in January, 11% (n=6) in February, 24% (n=13) in March and 7% (n=4) in
April (p=0.003). The risk of viral codetection was significantly related to the viruses
(Table 2): it was significantly high for HRV, RSV, hMPV and ADV, and 100% for BoV.
Codetections were also independently related with age but not seasons. The
interferences between the viruses are displayed in the Table 3. HRV and Flu
negatively interfered with other viruses but AdV and BoV. The multivariate analyses
highlighted variation in the interferences between the viruses according the age and
the seasons and sample delay (Table supplemental material): HRV negatively
interfered with Flu, PIV and CoV, Flu negatively interfered with HRV and CoV, and
BoV positively interfered with PIV. Flu remained the only one negatively associated

with the length of sample delay.

Figure 2- Codetections, negative samples and age groups

10
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RSV Fu | HMPV | PV | ADV | Cov  [Bov [HRV
RSV )
n=39
]
Flu 0.09 )
n=95 [0.01-0.64]
p=0.006
2
ey 2 0.21 )
NS | [0.05-0.90]
p=0.02
PIV 0 1 0 )
n=42 p=0.0005
ADV 0 2 1 1 )
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. 2
Cov 0.11 2 0 1 )
n=60 Ns | 003045 | NS
p<0.0001
3
Bov 0 1 2 3 9.22 1 )
n=12 NS NS NS | [226-37.5] | NS
p=0.009
7 6 7 6 9 4 .
HRV 0.23 0.05 0.28 0.17 0.06 )
n=203 [0.1:053] | [0.02-0.12] | [0.12-0.66] | [0.07-0.42] 0.02018] | g
p=0.0002 | p<0.0001 | p=0.0014 | p<0.0001 NS p<0.0001
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Discussion

This study reported data on the respiratory viruses encountered in patients attending
GPs, which remained seldom studied. The aim was to focus on the viral co-
detections. The cohort comprised mainly adults aged from 18 to 64 years, a few
elderly (14%) and 28% of children. All attended for ARIs, mainly upper infections, and
none were addressed to hospital. Thus, this cohort represented the daily activity of
GPs. Negative samples were found in one to three patients. Their rates increased
independently with age, and the sample delay in relation to the onset of symptoms. In
children aged between 2 and 6 years, the rate of negative samples was 11%. This
was 5 times higher than that we reported earlier in infants with bronchiolitis at
emergency departments (Guérande study (6)). Few primary care studies included
comparable profile of children with mainly upper ARTIs. They reported higher rates of
undetected viruses than we did, both at a primary care level (26-28%) (18) (1), and in
outpatients (28% to 42%) (5). From 6 years, the rate of negative samples doubled,
quadrupled from the age of 40 years and then remained stable around 40-45%. This
is comparable with those reported in a household (1), and LRTIs cohorts studies (11)
(19), but was higher than in a “coughing” population (20). The rates of undetected
viruses appeared more dependent on the selection of the children than that was in
adults. In three primary care (21) (22) (23) and one outpatient (24) studies, the
children were selected with acute cough and acute lower respiratory symptoms. The
rates of negative samples varied from 36% to 45%. An observed rate of 14% was

conversely found in children less than 6 years old in a recent study (24), contrasting
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with a very high rate of 64% in those older than 6 years old. In children with
influenza-like illness, the rates of negative samples were conversely the highest in
the youngest age class 0-4 years old (31%), and then decreased by half to 5% in the

elderly (25).

One patient out of three were infected with HRV, which is the most encountered virus
in other primary care studies. This was independent of the selection of the population
except for infants cohorts (26) (25) (10,19,22). The other viruses were by decreasing
frequency: Influenza, CoV, PIV, RSV, hMPV, ADV and BoV. In this study, the chance
to detect HRV, PIV and AdV decreased with aging. As this was previously reported
for HRV, this was however not constantly observed for PIV and AdV (5,24,25).
Interestingly, RSV was not associated with the age of the patient. This might be
dependent on the part of infants in the studied population (5,25). However, in primary
care, this meant that RSV concerned all the patients attending their GPs, which is
underestimated. Influenza was the only virus dependent on the SD, suggesting a
short delay for consulting regarding the symptoms. Flu, RSV and AdV were strongly
associated with the winter season, as others viruses were less dependent on the

season.

Viral codetections represented 8% of samples, which is slightly higher that the
reported range of 4-7% (25,27), but less than the 16% to 55% observed in
hospitalized patients (6) (28). In this population, we found a decrease of the rate of
coinfections with age (25)(28), which corroborated with the lack of viral immunity in
the elderly (29). Co-detections also depended on the interference between viruses

while seasons did not. HRV represented two thirds of coinfections. Whether a high
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prevalence of HRV has previously been reported through co-infections (11,25), CoV
(11), ADV (1,5) influenza (25,30) were also reported as the most frequent associated
viruses with codetections. HRV and Influenza were negatively associated with all the
viruses, but AdV and BoV. In fact, the only positive associations were between AdV
and BoV, and flu and BoV. This suggests these viral infections would be facilitated by
a viral co-infection. In addition, RSV and flu were significantly not codetected with
coronaviruses. Nevertheless, when the analyses took into account the months of
detection, HRV is no longer associated with RSV, nor with HPM, as is influenza,
which is also no longer associated with PIV. A positive relationship appears between
BoV and PIV, whereas this association is no longer significant with AdV. These
results confirm a temporal variability of viral interference. Two previous studies
reported comparable negative association between the respiratory viruses (28,30)
but with slight differences. This might be explained by the variations in epidemic
peaks from year to year (31), by the selected population (kind of iliness, age), the site
of the care (hospital, outpatients or primary care) and the countries in question,
where viruses differed in their duration of circulation (32). Despite the high rates of
co-infections between HRV and RSV in infants (6), the negative interference between
these two viruses has been documented by temporality study during the pandemic
(83) or in infants protected by palizivumab (34). A comparable relationship was
reported with influenza and HRV or RSV (35). Therefore, viral co-detections are still
difficult to interpret. They might be either infections occurring within a short period of
time with active viral replication for both viruses, or they are sequential infections with
the persistence of one of the two viruses whose virulence is attenuated
corresponding to a possible interference between them. Nevertheless, two recent

studies provided contradictory data by involving the interferon pathways. Wu et al
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demonstrated that HRV attenuated the virulence of influenza A in accordance with
previous clinical observation. Eissaidi et al found that RSV and influenza decreased
RV replication, while RV had no effect on RSV and influenza replication, regardless

of the timing of co-infection (36).

Because of the pandemic, the study was stopped and the expected number of 1000
included patients was not achieved. In addition, only viruses were researched and we
could not withdraw possible interactions of bacteria in the association between
viruses. The strength of this study is to show the acceptability and feasibility of nasal

swabs, with little failure, in a prospective study in primary care.

Conclusion

During the pandemic, there were two main feedbacks on viral infections. The first
was the increased circulation of other viruses except RSV and influenza in temperate
countries, followed by shifts in epidemic peaks. The second was autumn-winter 2022
epidemics that overwhelmed the health systems. At a time when new antiviral drugs
or vaccines will be at the disposal of the patient, the further imbalance in viral ecology
cannot eliminate more frequent or severe infections with other viruses. Our study
provides additional information on the relationships between respiratory viruses,

which however remained limited in primary care.
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Supplementary material Table S1- Multivariate analyses of the probability to be infected with

each virus. The model included age, sampling delay, viruses, and months of study . Results are

expressed as Coefficient [IC95%].
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SD: sample delay: *p<0.05; **:p<0.005; *** p<0.0001 ; For the months, April is the reference.

hMPV was not associated with age, seasons and sampling delay.







Chapitre 3 : Quantification virale respiratoire et codétections virales

Nous allons soumettre dans les jours qui viennent, dans la revue Plos Pathogens (IF 7.4, rang
A), I'article intitulé “ Viral acute respiratory infections: respiratory viral loads indicate that health

conditions, virus, age and coinfections do matter”.

Résumé en francais:

Introduction

Les infections respiratoires aigués (IRA) sont les infections les plus courantes dans la
population générale et sont principalement causées par des virus respiratoires. La détection
de plusieurs virus dans un échantillon respiratoire donné est courante, mais l'interprétation de
ces codétections virales reste difficile. Afin de mieux comprendre ces codétections virales et
les interférences potentielles, nous avons développé des PCR quantitatives (Polymerase
Chain Reaction) pour les virus les plus répandus dans les coinfections : le rhinovirus humain
(HRV) et le virus respiratoire syncytial (VRS).

Matériels et méthodes

Des échantillons provenant de deux cohortes différentes ont été analysés : 'une comprenait
des nourrissons hospitalisés agés de moins de 12 mois atteints de bronchiolite aigué (n=719),
et l'autre des patients issus des soins primaires, de tout age, présentant des symptémes d'IRA
(n=685). Nous avons effectué une PCR multiplex sur les écouvillons nasopharyngés et une
PCR quantitative sur les échantillons positifs pour 'HRV ou/et le VRS afin de déterminer les
charges virales (CV). L'abondance cellulaire (AC) a été mesurée pour estimer la lyse cellulaire.
Le génotypage a été effectué soit directement a partir du panel moléculaire de premiére ligne,
soit par PCR et séquengage pour I'HRV.

Résultats ¢

Le risque de codétection était 4.1 et 93.9 plus élevé chez les nourrissons hospitalisés que
chez les patient issus des soins primaires pour le VRS et I'HRV respectivement (p<0.001).
Nous avons constaté une corrélation positive entre 'AC et la CV pour les deux virus. L'AC était
plus élevée dans les échantillons positifs pour plusieurs virus que dans les échantillons mono-
infectés ou négatifs (p<0.001), et plus élevé dans les échantillons positifs pour le VRS
(p<0.001) et 'HRV (p<0.001) que dans les échantillons négatifs. Les CV d’HRV étaient plus
élevées chez les enfants que chez les personnes agées (p<0.05), mais pas les CV de VRS.
La CV de 'HRV était plus élevée lorsqu'il était détecté seul par rapport aux échantillons

coinfectés par le VRS-A ou le VRS-B. Il y avait une augmentation significative de la CV du



VRS-A en cas de codétection avec I'HRV (p=0.001) et également en cas de codétection avec
le VRS-B+HRYV par rapport au VRS-A+VRS-B (p=0.02).
Conclusion : De nombreux paramétres influencent I'histoire naturelle des infections virales

respiratoires, et la quantification des charges virales respiratoires peut grandement I'expliquer.
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Abstract

Introduction: Acute respiratory infections (ARI) are the most common infections in the
general population, and are mainly caused by respiratory viruses. Detecting several
viruses in a given respiratory sample is common, while the interpretation of these viral
codetections remains challenging. In order to better understand these viral
codetections and potential interferences, we developed quantitative PCR (Polymerase
Chain Reaction) for most prevalent viruses found in coinfections: human rhinovirus
(HRV) and respiratory syncytial virus (RSV), and compared the viral loads in two
different populations suffering from ARI.

Material and methods: Samples from two different cohorts were analyzed: one
included hospitalized infants aged less than 12 months with acute bronchiolitis (n=719)
and the second one of primary care patients of all ages with symptoms of ARI (n=685).
We performed Multiplex PCR on nasopharyngeal swabs, and quantitative PCR on
samples positive for HRV or/and RSV to determine viral loads (VL). Cellular
abundance (CA) was also measured. Genotyping was made either directly from first
line molecular panel or by PCR and sequencing for HRV.

Results: The risks of viral codetection were 4.1 and 93.9 higher in infants hospitalized
for bronchiolitis than in primary care for RSV and HRV respectively (p<0.001). We
found positive correlation between CA and VL for both viruses. CA was higher in

samples positive for several viruses compared to mono-infected or negative samples
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(p<0.001), and higher in samples positive to RSV (p<0.001) and HRV (p<0.001)
compared to negative samples. HRV VL were higher in children compared to the
elderly (p<0.05), but not RSV VL. HRV VL was higher when detected alone compared
to samples found coinfected with RSV-A and with RSV-B. There was a significant
increase of RSV-A VL in codetection with HRV (p=0.001) and also when co-detected
with RSV-B+HRV compared to RSV-A+ RSV-B (p=0.02).

Conclusion: Many parameters influence the natural history of respiratory viral

infections, and quantifying respiratory viral loads can greatly explain this.

Author summary

Acute respiratory infections (ARI), such as the common cold, angina, flu-like syndrome,
are mainly caused by respiratory viruses. Recent development of molecular diagnosis
techniques greatly enhance the viral etiology elucidation of respiratory viruses in
hospital care. Nevertheless, several viruses may be often detected and are commonly
referred to as viral codetections. Unfortunately, until now, in the case of codetections,
it is not possible to know which virus is responsible for the patient’s symptoms. In our
model, we chose to focus on two viruses often found in respiratory samples from acute
respiratory infections patients: HRV (human rhinovirus) and RSV (respiratory syncytial
virus). We developed molecular techniques to quantify the viral load in samples in
order to explore its possible correlation with the severity of acute respiratory infections
and to detect eventual interferences between viruses found in codetection. We found
that the age of patients, the fact of being hospitalized or not, the type of virus or the

presence of several viruses are important in the genesis of a respiratory viral infection.
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Introduction

Acute Respiratory Infections (ARI) are mostly caused by viruses circulating in
the general population (1). Their impacts are different according to the populations’
profiles (age, geographic areas, industrialization, comorbidity, etc) (2). About 0 to 6
episodes of ARI per person are estimated every epidemic season in industrialized
countries (1), before the SARS-CoV2 pandemic. Since then, the virological landscape

could have changed and evolved, imposing us to adjust every national health system

).

Multiple viruses can infect either concurrently or sequentially respiratory tracts.
Viral codetections are defined as the detection of multiple viruses in the same patient
sample at a given time. When several pathogens co-circulate in a patient, a
cooperation or a competition between these pathogens can be established (4).
Frequency of these viral codetections in patients with ARIs’ symptoms vary greatly,
depending on studies, between 25 and 70% (5) (3) (6) (7) (8) (9). According to a review
of articles published in 2014 including studies about association between viral
coinfections and ARIs’ severity (10), 74% of patients were under the age of 6 years
old. So there is little literatary data concerning older children and adults, and even less

that has gathered the entire general population in primary care settings.

In hospital care, the two main viruses found in viral codetections are the
Respiratory Syncytial Virus (RSV) and the Human Rhinovirus (HRV) (9): HRV/RSV
codetections account for 11% of infants less than 2 years old hospitalized for fever or

respiratory symptoms (11). RSV detection seems to be associated with a decreased
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probability for HRV coinfection, suggesting a negative virus-virus interference (12).
During a RSV infection, host could be refractory to other respiratory viruses. In a
prospective cohort published in 2016, Karpinen et al. showed a negative association
between HRV and RSV : HRV infection rates were lower in children who presented a
recent VRS infection compared to children who did not (8% versus 14%, p<0,05) (13).
Also, HRV is known to infect adults about 2 to 3 times every epidemic season (14),
and to cause exacerbations of chronic respiratory diseases and increase mortality in
the elderly (15) (16) (17). RSV is known to generate ARlIs in infants, being the main
cause of acute bronchiolitis, and even if RSV is not responsible for a high mortality rate
in developed countries, it still represents an important burden on health systems,
during winter epidemics (18) (19) (20). Viral loads of these viruses are not quantified
in routine practice yet, and no technique is protocolized. Studies explored associations
between severity of symptoms presented by the patients and the level of the
respiratory viral loads (21) (22). Results are inconsistent between the studies, because
of the heterogeneity of the patients (age, symptoms), the difference between primary
or hospital care populations, the particularity of each respiratory virus, and the
quantitation techniques.

While other respiratory viruses, such as influenza virus and RSV, cause
destruction of airway epithelial cells, HRV is rarely associated with upper airway
cytopathology. Using scanning and light electron microscopy of nasal biopsy samples
from subjects with natural colds, Winther et al. found that the epithelial cells were
detached; however, the epithelial cell lining and edges remained structurally intact (23).
Similar preservation of cell morphology and composition has been observed for the
nasal epithelium in studies of experimental HRV infection, where the extent of viral

shedding did not correlate with the number of cells in the epithelium (24). These
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respiratory damages could be estimated with the measure of cellular abundances in

the respiratory samples.

In this context, we analyzed the respiratory samples of patients suffering from
acute respiratory infections enrolled in two French cohorts (Guérande and ECOVIR).
We performed the virological characterization and developed quantitative RT-PCR of
RSV and HRYV to determine viral loads (VL) and to test correlations between VL and
demographic data, coinfections, cellular abundance and viral genotypes of these

respiratory viruses.

Material and methods

Our analyses were based on two cohorts: Guérande and ECOVIR, in which
nasopharyngeal swabs of patients suffering from acute respiratory infection were
collected (Fig 1). In addition, results obtained from these cohorts were compared,
whenever possible, to retrospective data obtained from the routine molecular

diagnostic activity of the virology department of the hospital of Caen.
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Fig 1- Workflow of the methodology of the article

PATIENTS SAMPLES

Primary care Hospital care
2018-2020 2012-2014
ECOVIR Guérande
No age limit/age classes 1.5-12 months old
ARI Bronchiolitis

685 NP samples 719 NP samples

VIROLOGICAL ANALYSES
Multiplex PCR
CA
Quantitative PCR : RSV, HRV
HRV genotyping

ARI : acute respiratory infection- CA : cellular abundance- HRV : human rhinovirus
NP : nasopharyngeal swab- RSV : respiratory syncytial virus

Cohort Guérande

Project Guérande was a prospective, double-blinded, multicentric study developed in
France to test the efficacy of 3% hypertonic saline nebulization in acute viral
bronchiolitis (9) (25). Briefly, 24 French hospital centers included patients between
October 15, 2012 and April 15, 2014. Infants from 6 weeks to 12 months old who came
to pediatric emergencies for a first episode of moderate to severe bronchiolitis were

included and nasopharyngeal swabs were collected.
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Cohort ECOVIR

Details on study design, laboratory methods, and bioinformatics were previously
published (26). In short, project ECOVIR was a prospective, multicentric, non-
interventional study developed in Normandy, France. ECOVIR was performed during
two epidemic seasons (2018-2019, 12 weeks and 2019-2020, 21 weeks). For safety
reasons and uncertainty regarding the early phase of COVID-19 emergence, the
second season was abridged in March 2020 and it was not possible to relaunch it
because of the lockdown of SARS-CoV2 pandemic. Patients were included by
General Practitioner Investigators (GPI) during medical visits. Inclusion criteria were:
French speaking people, whatever their age, consulting their general practitioner with
symptoms of ARI. Each patient was informed, then examined, and a nasopharyngeal

swab was performed. Data was collected by the GPI.

Biobank of hospitalized patients

During the 2016-2018 period, the virology department of the hospital center of Caen
(CHU Caen) received 216 nasopharyngeal swabs from hospitalized patients. These
samples were processed according to routine virological molecular analyses, and HRV

genotyping was performed.

Ethics

For Guérande, written informed consent was obtained from the patients’ parents. The
Saint-Germain-en-Laye Ethics Committee approved the study (reference 12020). For
ECOVIR, we obtained the agreement of the “Est II” protection committee (study

reference 18/10/10/63004) in January 2019. An information document was given to
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each patient included (non-opposition document). For the hospital care samples, we
obtained a non-opposition consent for the result to be used for research, because the

sample was part of routine patient care.

Molecular virologic techniques

Every sample was achieved in Virology Laboratory of CHU Caen. Then nucleic
acid (NA) were extracted with « QIAsymphony », (Qiagen, Hilden, Germany) and
analyzed with Luminex® technique. To limit the number of thawing and therefore

preserve the sample quality, we aliquoted NA extracts in 8uL microtubes.

Reverse transcription PCR (RT-PCR) on NA

RT-PCR were performed on NA. The PCR mix was as follow: 10 yL of 2 X Reaction
Mix (dNTPs + MgS04), 0,8 uL of Superscript™ Ill RT/Platinum™ Taq Mix, 0,2 uL of
RNAse inhibitor, 0,15 pL of each forward (5 GGG ACC TAC TTT GGG TGT CGG TGT
3’) and reverse (5’ GCA TCI GGY ARY CAC CAC CAN CC 3’) primers. Eight uL of NA
were then added and mixed thoroughly. Retro-transcription was performed at 50°C for
20 minutes, then activation of the polymerase enzyme was achieved by heating at 95°
for 2 minutes. Then 35 cycles of PCR were composed of the three following steps:
denaturation at 94°C for 15 seconds, hybridation at 63°C for 30 seconds, and
polymerization at 68°C for 40 seconds. Additionally, NA were submitted to NxTag RPP
Luminex® kit for virologic identification and following manufacturer’s
recommendations. Fifteen viruses (RSV-A, RSV-B, Rhinovirus/Enterovirus,
Metapneumovirus, Adenovirus, CoV-HKU1, CoV-NL63, CoV-229E, CoV-0C43,
Influenza, Para-Influenza 1, 2, 3, 4, Bocavirus) and 3 intra-cellular bacteria
(Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae)

were screened.
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Rhinovirus sequencing

We performed an agarose gel electrophoresis on samples positive to rhinovirus VP
region PCR. Agarose gel was prepared with 1.8g of agarose with 120mL of TBE (Tris
Borate EDTA) 1X, and 10uL of GelRed™ Nucleic Acid Gel stain. Migration was
performed for 30 minutes at 100V. Extracts were visualized with « Molecular Imager®
GelDoc™ XR+ Imaging System », (BioRad, Hercules, California, USA) and treated
with ImageLab® software. Amplicons (5uL) were digested (lean-up) with 2uL of
ExoSAP-IP (ThermoFischer, Waltham, Massachusetts, USA), during 15 minutes at
37°C followed by inactivation of enzymes at 80°C for 15 minutes in a thermocycler.
fragments at 37°C for 15 minutes and inactivation of enzymes at 80°C for 15 minutes.
Sequencing reaction was performed with the kit « BigDye Terminator version 1.1 cycle
sequencing kits » following manufacturer's recommendations (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA). Then samples were purified by sephadex gel column
filtration, « Séphadex ® G50 », following manufacturer’s procedure (Sigma, Saint-
Louis, Missouri, USA). Sequencing was then performed with Sanger's method on
« Applied 3500 Genetic Analyzer » (Applied Biosystems, Foster City, California, USA).
A bioinformatic analysis was handled with the « CLC Main WorkBench 8 » software
(CLC BioQiagen®, Hilden, Germany). Then the sequences were submitted to blast
analysis (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) and phylogenetics reconstruction
methods.

Development of Real time RT-PCR

We created an aligned matrix comparing sequences of virus species (Rhinovirus A or
B or C), forward and reverse primers, specific to each species, and “pan-rhino” primers

matching all species. Primers were ordered dry and desalted at Sigmaaldrich company
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(https://www.sigmaaldrich.com/france.html). In order to validate the PCR reaction, we
designed a synthetic positive control multivalent plasmid ordered at Invitrogen Geneart
(Thermo Fisher Scientific, France). The rhinovirus primers, along with other primers
used to detect respiratory viruses commonly used in our molecular diagnostic
laboratory, were inserted in the control plasmid design, at a distance producing an
amplicon size comparable to the one of the gene target in the natural virus (Figure 2).

Fig 2- Plasmid map

Amplification systems were validated on both the synthetic control plasmid and a
reduced number of samples,. We used the same methodology to develop gRT-PCR
of VRS-A and VRS-B. We performed gRT-PCR on « LightCycler 480 Il » (Roche, Béle,
Switzerland) and used the « LightCycler® 480 SV 1.5.1 » software. The PCR mix
was as following: 10 yL of 2X Reaction mix, 0,4 yL of RNAse out, 0,4 uL of SuperScript
Il Platinum One-Step Quantitative RT-PCR System, 0,4 uL of each forward and
reverse primers 50uM, 1 yL of probe 50uM. We used 16 pL of this mix with 4 uL of

extract. The PCR program was as following: retrotranscription at 50°C for 15 minutes,

11
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enzyme activation at 95°C for 2 minutes and then 35 cycles of denaturation at 95°C
for 10 seconds, hybridation at 50°C for 10 seconds, polymerization at 72°C for 20
seconds.

Development of range of standards- Range of standards was obtained by performing

dilution of quantified PCR products amplified by the systems. Quantities of DNA
amplicons were measured by the « Qubit™ 4 Fluorometer » (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA), and allowed us to calculate the number of copies of amplicons.

Quantitation thresholds- We determined quantitation thresholds of the viruses with the

multivalent plasmid : HRV, RSV-A, RSV-B. Following thresholds were determined : 20
copies/uL for RSV-A, 4,5 copies/uL for RSV-B, 10 copies for HRV.

GAPDH and Panrhinovirus tests on the complete collections- Once the systems had

been validated, we performed gRT-PCR on every sample of the collection.
Quantitation was computed with the software LightCycler® 480 SV 1.5.1. Lineary
regression was performed with the values of the range of standards and allowed us to
calculate number of copies in samples. Analyses and graphical representation were
performed with the R® software.

Cellular abundance- To measure cellular abundance, we quantified a cellular gene in

every sample (GAPDH).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with standard methods using RStudio software
(version 1.1.456). Univariate, descriptive statistics and graphs were prepared using
Excel© (Microsoft) and RStudio© softwares. All significance tests were 2-tailed (0.05).
For normally distributed data, Student’s t test was used. To compare means of different

groups, Anova test was implemented with RStudio software. For non-normally

12
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distributed data, Kruskal-Wallis test was used to highlight a group effect on measured
viral loads among infection groups (mono or coinfection). If a group effect was found,
then Dunn’s post-tests were performed to identify which groups significantly distinguish
from another. Due to multiple tests, p-value were adjusted using the Benjamini-

Hochberg method.

Study limitations
Unfortunately, concerning ECOVIR, we had to stop inclusions of patients during the
second season of ECOVIR, for safety reasons and uncertainty regarding the early

phase of COVID-19 emergence. It was not possible to relaunch it because of the

lockdown of SARS-CoV2 pandemic.

Results

Seven hundred and nineteen samples came from project Guérande, 685 patients were
included in project ECOVIR (191 during the first season, 494 during the second

season).

1. Virological results: global description of respiratory viruses

Qualitative results of Multiplex PCR very different for both cohorts (Guérande,
ECOVIR, Table 1A). In ECOVIR, negative samples were less frequent in younger
ages, but represent almost 50% of samples in the elderly (>65 years old). Thirteen
percent of samples were positive to RSV in infants and in the elderly in primary care,

versus 90% in infants in hospital. RSV was co-detected in 56% of cases in infants in
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hospital, but only in 24% of cases in primary care. HRV was co-detected in about 30%

of cases in both cohorts.

Table 1- Virological results

A. Multiplex PCR

Viruses Guérande- n (%) ECOVIR- n (%)
RSV-A 441 (61) 27 (4)
RSV-B 297 (41) 11 (1.6)

HRV 246 (34) 193 (29)
CoV-229E 5 (0.6) 12 (1.8)
CoV-0C43 19 (3) 15 (2.2)
CoV-HKU1 4(0.5) 17 (2.5)
CoV-NL63 10 (1) 17 (2.5)

Flu 4(0.5) 98 (14.5)

PIV 59 (8) 34 (5)

BoV 49 (7) 7(1)

hMPV 41 (6) 32 (4.7)

ADV 55 (8) 10 (1.5)

Negative 12 (2) 221 (32.7)

B. Viral codetections

Detected Guérande ECOVIR
P OR IC95%
virus n (%) n (%)
RSV 263 (56) 9 (24) <0.001 4.1[1.8;10.0]
HRV 229 (93) 27 (14) <0.001 93.9[48.7 ;190.7]
CoV 34 (92) 7(12) <0.001 75.6 [17.7 ; 482.5]
Flu 4 (100) 5 (6) <0.001 NA

RSV : respiratory syncytial virus ; HRV : human rhinovirus ; CoV : coronavirus ; Flu : influenza ; PIV :

parainflmuenza ; BoV : bocavirus

Viral codetections rates were 55% and 7.6% in Guérande and ECOVIR respectively
(Table 1B). The risks of codetection were 4.1 and 93.9 higher in hospitalized infants

than in primary care for RSV and HRV respectively (p<0.001). Repartition of viral
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codetections in primary care was highly variable (Fig 3). The most abundant
codetection was HRV-RSV-A. No codetection was observed in samples positive to

RSV-B. Flu was detected with another virus in only 6% of total Flu positive samples.

Fig 3- Upset plot of viral codetection in samples from cohort ECOVIR
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Cellular abundance (CA) in samples with viral monodetection was significantly higher
than in negative samples (p<0.001), and significantly lower than samples with viral
codetections (p<0.001) (Fig 4A). CA were significantly higher in younger patients under
6 years old compared to the adults aged between 18 and 65 years (p<0.01, Fig 4B).
Compared to the negative samples, CA were significantly higher in samples positive

to RSV (p<0.001), HRV (p<0.001), or CoV (p<0.05) (Fig 4C).
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Figure 4- Cellular abundance in ECOVIR samples
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A: Cellular abundance and viral codetections; B: Cellular abundance according to the age of patients;

C: Cellular abundance according to the viruses found in samples

2. Respiratory viral loads (VL) and variables

A. Viral loads and age classes in ECOVIR
Results from ECOVIR were used to compare the viruses’ viral loads between all ages
of population (Fig 5A). HRV represents almost a half of samples in children under 6
years old, and only 23% in adults (more than 18 years old). RSV was absent in children
between 2 and 18 years old, and represents only 5% of samples in adults from 18 to

65 years old. In the elderly, the rate was about 8%.
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Fig 5- Viruses, VL and age classes
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We compared respiratory VL in samples from ECOVIR cohort, because all ages were
represented. There was no difference between age classes concerning RSV VL, but
the number of samples was low (Fig 5B). We could note that there is a tendency of a
higher RSV VL in infants and the elderly compared to the adult population. HRV VL in
age classes 0-2 and 2-6 years were significantly lower compared with VL in age class
>65 years old (p= 0.04 and 0.02 respectively) (Fig 5C). We compared VL in Guérande
and in infants from ECOVIR (same age population): RSV-A VL was higher in
hospitalized infants (p=0.05), HRV VL was higher in infants in primary care (p=0.005),

and there was no difference concerning RSV-B VL.
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B. Viral loads and mono or co-detections

We compared HRV and RSV VL according to the codetections found, in the
Guérande’s cohort, because of the high rate of viral codetections, and of the
heterogeneity of the cohort. HRV VL is higher when detected alone compared with
samples co-detected with RSV-A, with RSV-B and with RSV-A and RSV-B, but not
significantly (Fig 6A). We can note that RSV-A replicates more than RSV-B. Concerning
RSV-A (Fig 6B), we found a significant increase of VL in codetection with HRV
(p=0.001) and a significant increase in VL with RSV-A+ RSV-B+HRV compared to
RSV-A+RSV-B (p=0.02). We found no difference of VL concerning RSV-B and
codetections.

Fig 6- Rainplots of VL and codetections
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C. Viral loads and sample delays
Sample delay was defined as the number of days between the onset of symptom and
the nasopharyngeal swabbing. To propose a comparison with least biases possible,
VL of samples from a unique cohort (Guérande, accounting for most homogeneous
samples with a better quality of sample delay estimation). There was no significant
differences between VL according to the samples delays for HRV and RSV (Fig 7). For
HRV, we can notice a tendency of a higher HRV VL during the first two days of

symptoms.

Fig 7- Viral loads and sample delays
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A:RSV-A (n=348), B : RSV-B (n=230), C : HRV (n=101)

D. Viral loads and cellular abundance
We showed positive correlations between cellular abundances and viral loads, at different

levels, in both cohorts (Figure 7).
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387  Figure 7- Correlation between CA and VL according to viruses
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391 3. HRV genotyping

392 PCR Multiplex tests found 246 (34%) and 193 (29%) samples positive to
393  HRV/enterovirus respectively in Guérande and ECOVIR. HRV genotyping was
394 performed on positive samples: we found respectively 61, 15 and 24% in ECOVIR
395 (n=82) and 42, 18, and 40 % in Guérande (n=122) of HRV-A, HRV-B and HRV-C (Fig
396 8A). We performed measures of VL on 220 and 131 samples for Guérande and
397 ECOVIR respectively. HRV VL was significantly higher in infants from primary care
398 compared to hospitalized infants (Fig 8B). All HRV VL were significantly higher in
399 primary care compared to hospitalized patients (respectively p= 0.04, 0.008 and 0.03
400 for HRV-A, HRV-B and HRV-C) (Fig 8C). We found no significant difference between

401 VL according HRV serotypes in both cohorts. With the density plots (Figure 8D and E),

20



402 we can see that HRV VL are more variable in Guérande compared with ECOVIR
403  cohort.
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We performed the phylogenetic tree of the HRV found in the samples from our cohorts (Figure

8). ECOVIR detected a good diversity of each genotype.

Figure 8- Phylogenetic tree of HRV in samples
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Discussion

Within this work, viral codetections in ARl were explored by quantifying
respiratory VL of viruses mostly detected (RSV and HRV) in nasopharyngeal swabs.
These samples came from two distinct and different cohorts: one performed in hospital
in infants with bronchiolitis (Guérande), and the other one in primary care in patients

of all ages (ECOVIR).

First, we found that the prevalence of codetections is related to the age of
patients with ARI. Studies including children under 5 years of age reported higher
frequencies of viral codetections than those including adolescents and young adults.
A study published in 2016 analyzing respiratory specimens from 44230 respiratory
infections between 2005 and 2013 showed that viral codetections were significantly
more common in patients younger than one year (27). In our article, RSV was co-
detected in 56% of hospitalized infants presenting bronchiolitis, but only in 30% in the
same group in primary care. That is what is found in literature: the rate of viral
coinfections appears to be greater in inpatient versus outpatient cohorts (8) (28) (29).
This suggests that viral codetection could be associated with clinical severity of
patients. Our team previously reported that there was a greater severity of respiratory
infection in infants hospitalized for bronchiolitis infected with RSV alone compared to
those infected with HRV alone (30). HRV is the respiratory virus the most frequently
found, in all ages, in all populations. We know thanks to studies performed in general
population that adults are infected by HRV several times yearly (1). In a previous study,
we found that, in infants, the risk of being infected by HRV is higher in the absence of

RSV, suggesting interferences or exclusion mechanisms between these two viruses
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(9). We found the first codetection in primary care was HRV/RSV-A, and that RSV-B
was never co-detected, but the number of RSV-B positive samples was low (n=11).
This is different from data we found before in the Guérande’s cohort (9), where RSV-
B was co-detected in 63% of cases. HRV/RSV codetection is the most frequent
described codetection in literature. However, RSV detection is associated with a
decreased probability of HRV coinfections, indicating a negative virus-virus interaction
(12). This suggests that during or in the immediate aftermath of RSV infection, the host
may be refractory to other viruses, maybe because of the local innate immunity
activation in response to infection. In a 2016 prospective cohort study, Karppinen et al.
showed a negative association between RSV and HRV in infants younger than 24
months: the rate of HRV infections was lower in children who had a recent RSV

infection compared to children who were not infected (8% versus 14%, p<0.05) (13).

We performed measure of CA in samples. A higher CA was found in samples
with codetections than in samples with monodetection, and a higher CA in samples
with monodetection than in negative samples. CA may reflect a combination of
desquaming cells, airway macrophages and other innate immunity recruited cells and
lysed cells directly resulting from the activity of viral viruses in the respiratory tract (31).
This suggests that local inflammation (or “respiratory inflammation”) level could
correlate with the number of viruses responsible for the ARI. We noted that CA was
higher in children under the age of six. So cell lysis could be more intense in infants
with ARI. This can suggest too that inflammatory response could be more important in
children compared to adults, especially in the infants (less than two years old).
Samples positive to RSV, HRV and CoV presented also a higher CA than negative

samples, contrary to samples positive to Flu. We found that VL and CA are correlated
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for several viruses. This effect may be related to the direct lysis or to an increased cell
recruitment in response to inflammation in ARI. Therefore it is inadequate to normalize
the VL by the CA. A most in depth study of the cells found in the nasopharyngeal swabs
may allow to better characterize inflammation profiles according to viruses,
codetections, and age of patients. The study of inflammation markers, such as
cytokines, would also provide insights on the pathways activated by different viral
infections.

We performed HRV and RSV VL quantitation. In the elderly, HRV VL was higher
than in the other age classes. A study published in 2015 (32) including adults
hospitalized for RSV infection found a strong association between the level of RSV VL
and the severity of ARI, but the median age of patients was 78 years old. This could
suggest a decrease of immunity defenses in the elderly, which is described in the
literature (33). Concerning the RSV, we compared VL in hospitalized infants
(Guérande) and infants in primary care ( ECOVIR): RSV-A VL were higher in
hospitalized infants, and RSV-B VL were not different in both cohorts. HRV VL were
higher in infants seen in primary care. In our hospital cohort, HRV was co-detected in
93%. We could explain this lower HRV VL in hospitalized infants because of the
negative interference between HRV and RSV. When co-detected with RSV, HRV VL
is lower. In case of codetection with RSV, the severity of symptoms could probably be
imputed to the other virus than HRV.

Most studies do not show an association between HRV viral loads and ARI
severity. One study published in 2017 compared viral loads in ambulatory patients
versus intensive care patients: the HRV viral loads were not significantly different
between these two patient populations, implying that the severity of ARF is not

correlated with the respiratory viral load for this virus (34). In this study, viral loads were
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similar across age groups (all age groups were represented). This is not what we found
in our cohorts: HRV VL were higher for the three serotypes (HRV-A, HRV-B and HRV-
C) in primary care compared to hospitalized infants. However, in studies including
children, in literature, HRV viral loads seem to be related to the severity of ARI: one
study including 694 infants with HRV bronchiolitis showed that there was no
association between viral load and length of hospital stay (16). A Japanese study
showed that in children between 11 months and 3 years of age, there was an
association between viral load and ARI severity (35). This was no longer observed
after the age of 4 years, nor before the age of 11 months. In children (<21 years)
hospitalized or not with symptoms of ARI, the HRV viral load was significantly higher
when HRV was found alone versus in codetection.

In a study published in 2022 on infants under two years of age hospitalized for
ARF, 55% of the HRV-positive samples were HRV-A, 15% HRV-B and 30% HRV-C
(11). This distribution is approximately the same as that found in ambulatory patients
aged 7 to 95 years with ARI (36). These are similar results to those we found. Studies
also distinguish between HRV-A, HRV-B, and HRV-C viral loads, attempting to
determine which type is more pathogenic. In a study of adults in primary care, HRV-A
was associated with an increased risk of low ARI compared with HRV-B and HRV-C
(37), and HRV-A viral load was greater than HRV-B. In ambulatory patients aged 7-95
years with ARI, viral loads were higher in HRV-C positive specimens compared to
HRV-A and HRV-B (36). We found a significant increase of HRV-A, B or C VL in
primary care compared with hospital cohort.

In an attempt to characterize the viral load temporal dynamics, HRV and RSV
were compared according to the delay between the first symptoms presented by the

patients. We found no difference for both viruses. Personal differences in susceptibility
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and perception could explain these results. These results were not obtained from VL
repeatedly obtained from a single patient during the course of infection but instead
from a pool of patients sampled one time each and this represents a severe bias
against accurate viral load dynamics estimation. A follow-up of single patients with
repeated VL measurement during a viral ARl would be the best way to establish a
“natural history” of the viral ARIs but represents a challenge in term of acceptation and

ethics.

Conclusion

Quantifying respiratory viral loads of the most abundant viruses found in codetection
in ARI (HRV and RSV) let us to know that health conditions, type of virus, age of
patients and presence or not of viral coinfections matter. This article highlights the
relationship between HRV and RSV, and suggests in many different cases that when
in competition with RSV, HRV replicates at a lower level, confirming a negative

interference between these two viruses.
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Conclusion

A travers ce travail de thése réalisé entre la fin de mon internat et mon clinicat de
pédiatrie, jai pu découvrir véritablement le monde de la recherche virologique, que je ne
connaissais pas, ayant réalisé mon Master 2 de Biologie Intégrative dans une unité INSERM
étudiant la mucoviscidose. Bien qu’ayant un petit bagage concernant les techniques de
laboratoire, il a fallu que japprenne toutes les composantes de la recherche en virologie, en
commengant par les bases. Je me suis également, grace a des formations en ligne, formée

au codage, en apprenant a manier le logiciel R® qui m’était totalement inconnu.

Pour répondre a la question de ma thése, portant sur les codétections virales, nous
avons décidé de créer une cohorte en soins primaires, dont la mise en place a été trés
laborieuse, car il n'existe pas de réseau de soins primaires en Normandie. Il nous a donc fallu
créer un lien entre les médecins généralistes de Haute Normandie et les chercheurs d’'une
part, mais également entre les médecins généralistes de Basse Normandie et les chercheurs
d’autre part, car les deux anciennes régions ne sont pas encore rassemblées d’'un point de
vue universitaire. Notre rencontre avec chaque médecin généraliste investigateur a été
préparée, personnalisée, afin de pouvoir inclure un nombre de patients suffisant. Ce projet a
eu lieu, rappelons-le, avant la pandémie de SARS-CoV2, et la réalisation d’'un prélévement
nasopharyngé au cabinet du médecin généraliste était considéré comme quelque chose
d’inconnu, pouvant freiner les médecins généralistes, et les patients. Un gros travail de mise
en place a di étre réalisé. J'ai également pu découvrir a travers ce projet comment mener a
bien un projet de recherche, comment soumettre a un CPP (Comité de Protection des
Personnes), mais également comment gérer le cété financier (comment trouver les fonds
nécessaires pour la réalisation des projets). Heureusement, nous avons pu inclure 685
patients (sur les 1000 attendus). Nous avions a disposition également dans le laboratoire de
Virologie du CHU de Caen, une biobanque de prélévements issus d’une étude nationale
(Guérande), qui nous permis, grace a ses 719 prélévements, de développer nos techniques

et d’obtenir nos résultats.

Grace a la cohorte Guérande, nous avons pu publier en 2021 un premier article dans
la revue Viruses. Les principaux résultats étaient la mise en évidence d’'un fort taux de
codétections virales dans les prélévements respiratoires de nourrissons de moins d’'un an

hospitalisés pour une premiére bronchiolite aigle, en soulignant également I'importance de la



codétection HRV/RSV. C’est une donnée étonnante, car 'HRV est connu pour engendrer des
pathologies sifflantes, mais plutét chez le plus grand enfant. Nous avons également trouvé de
fagon intéressante que le risque d'étre infecté par le HRV était plus élevé en I'absence de

VRS, suggérant des interférences ou des mécanismes d'exclusion entre ces deux virus.

Nous avons ensuite analysé, grace a la cohorte ECOVIR, les potentielles interférences
virales mises en évidence lors des infections respiratoires aiglies en population générale.
Nous avons trouvé 67% de prélévements positifs, et 8% de prélévements positifs a plusieurs
virus, ce qui est une donnée originale, car 'immense majorité des études réalisées en soins
primaire inclut plutét des patients adultes. Les études portant sur les infections respiratoires
aigués de l'enfants sont presque exclusivement réalisées en milieu hospitalier. Les
codétections virales étaient associées aux VRS, HRV, Bocavirus, métapneumovirus et
adénovirus, et non associées a la grippe et aux coronavirus endémiques. L’'HRV et la grippe
étaient négativement associés a tous les virus, a I'exception de I'ADV et du BoV. Les seules
associations positives trouvées étaient entre les adénovirus et les bocavirus, et la grippe et les

bocavirus.

Enfin, nous avons mis au point des techniques de quantification virale concernant le
VRS et 'HRV, virus les plus frequemment détectés dans les codétections virales respiratoires.
Nous avions également initialement tenté de mettre au point des techniques de quantification
des coronavirus endémiques (NL63, 229E, HKU1 et OC43), mais concernant I'un deux, nos
techniques n’ont pas fonctionné. Et concernant les trois autres, il n’y avait pas assez de
prélévements positifs pour faire des analyses statistiques. Nous avons également séquencé
et génotypé les rhinovirus des prélévements positifs en PCR multiplex. Nous avons trouvé que
le risque d’étre coinfecté lors d’un épisode d’IRA était trés augmenté en cas d’hospitalisation,
ainsi qu’en cas de jeune age. Il semble par ailleurs exister une vraie interférence négative
entre 'HRV et le VRS, ce dernier semblant inhiber la multiplication de 'HRV lorsqu'ils infectent
un méme héte simultanément, car les charges virales respiratoires de I'HRV sont moins
importantes en cas de coinfection avec le VRS, alors que les charges virales du VRS sont

augmentées en cas de coinfection a HRV.

A travers ce travail de thése, j’ai donc poursuivi mes travaux de recherche qui, je
l'espére, vont continuer au-dela de la soutenance, grace a mon laboratoire de recherche, qui
a été agréé INSERM récemment, et également a la FHU Respire a laquelle jappartiens, qui,

tous deux, nous permettent de travailler en équipe pour réaliser de beaux projets.



Annexes

Annexe 1- Compte-rendu des réunions de mise en place d’ECOVIR avec le DMG rouennais

Date

Lieu

Personnes présentes

Résumé de la réunion

18.05.18

DMG Rouen

Hortense PETAT
Astrid VABRET
Meriadeg LE GOUIL
Matthieu SCHUERS
Lucille PELLERIN
Thibaut RAGINEL

Présentation du projet ECOVIR
Premier contact avec les DMG

24.07.18

DMG Rouen

Hortense PETAT
Astrid VABRET
Lucille PELLERIN
Matthieu SCHUERS

Discussion autour de la mise en place du projet
ECOVIR

30.08.18

DMG Rouen

Hortense PETAT
Astrid VABRET
Christophe MARGUET
Lucille PELLERIN
Matthieu SCHUERS

Discussion autour de la mise en place du projet
ECOVIR, faisabilité de I'étude, soumission au CPP

20.09.18

DMG Rouen

Hortense PETAT
Matthieu SCHUERS
Lucille PELLERIN
Louise GOSSE
Léa ROUAULT
Marie TABOUELLE
Robin LUGUEUX
Rebecca COZETTE
Paul AUBRY

Présentation ECOVIR aux internes de médecine
générale

15.11.18

DMG Rouen

Hortense PETAT
Matthieu SCHUERS
Lucille PELLERIN
Louise GOSSE
Pierre-Alexandre LAMBER
Emmeline VERVISCH
Thomas POUPON

Présentation ECOVIR aux internes de médecine
générale

06.12.18

DMG Rouen

Hortense PETAT
Matthieu SCHUERS
Lucille PELLERIN
Louise GOSSE
Pierre-Alexandre LAMBER
Emmeline VERVISCH
Thomas POUPON
Bertille DESEILLE
Pierre-Edouard PROTEAU

Présentation par Pierre-Edouard Proteau de son
étude sur les bronchiolites, explication sur
I'organisation des rappels

10.12.18

Domicile
Hortense Peta

Hortense PETAT
Louise GOSSE
Pierre-Alexandre LAMBER
Emmeline VERVISCH
Thomas POUPON
Bertille DESEILLE

Premier contact avec logiciel Lime Survey, mise en
ligne des questionnaires

12.12.18

Faculté
médecine de
Caen

Hortense PETAT
Frangois LEBAS
Xavier HUMBERT
Andry RABIAZA

Présentation du projet finalisé au DMG de Caen

10.01.19

Faculté
médecine de
Rouen

Hortense PETAT
Matthieu SCHUERS
Louise GOSSE
Pierre-Alexandre LAMBER
Emmeline VERVISCH

Derniére réunion de mise en place avant début de
l'inclusion




Thomas POUPON
Bertille DESEILLE

Hortense PETAT
Matthieu SCHUERS
Lucille PELLERIN

28.02.2019 ,ZaCl.Jltéd Louise GOSSE RéunNi bilan 4 1 is » des inclusi
.02. meR((a)cL;:gﬁ e Pierre-AIe.xandre LAMBERT éunion « bilan a 1 mois » des inclusions
Emmeline VERVISCH
Thomas POUPON
Bertille DESEILLE
Hortense PETAT
Domicile . Louise GOSSE
12.06.2019 Emmeline PleIrEre-AIe?(andre LAMBER] Réunion thése des internes de médecine générale
VERVISCH mmeline VERVISCH
Thomas POUPON
Bertille DESEILLE
DMG Rouen/
04.07.2019 visoconférence Réunion synthése « premiére saison ECOVIR »
DMG Caen
Domicile . Hortense PETAT
19.08.2019 Hortense PleIrEre-AIe?(andre LAMBER] Réunion thése des internes de médecine générale
PETAT mmeline VERVISCH
Thomas POUPON
Hortense PETAT
Matthieu SCHUERS
Louise GOSSE
21.01.2020 DMG Rouen | Pierre-Alexandre LAMBERT Réunion thése des internes de médecine générale
Emmeline VERVISCH
Thomas POUPON
Bertille DESEILLE
Domicile . Hortense PETAT
17.02.2020 Hortense Plerre-AIe?(andre LAMBERT Réunion thése des internes de médecine générale
PETAT Emmeline VERVISCH
Thomas POUPON
Domicile Hortense PETAT
04.06.2020 Hortense Emmeline VERVISCH Réunion thése des internes de médecine générale
PETAT Bertille DESEILLE




Annexe 2 - Présentation pour I'appel d’offre Innov’Eclair

ECOVIR

Etude des CO détections Virales dans les praévememx Respwalones

apport de la ification virale des
infections respiratoires virales multiples e(

i ion des nouveaux tests i

de régles

Présentation Innov Eclair
13.12.2018

H Petat, M Le Gouil, A Vabret

CHU CHU .—~ Lps.»m

Les principaux virus respiratoires d'intérét médical
« Panel respiratoire viral » :

F 17 virus différents détectés en routine hospitaliére

Influenza AFLUA
HINIv/HIN2

Influenza B FLUB.
Inflenza CFLU C

CIBLE : LES CODETECTIONS VIRUS - VIRUS

CONTEXTE

4 THEMATIQUE : Infections respiratoires aigiies (IRA):
trés majoritairement dorgine virale

premier « poste » de prescription d'antibiotiques inappropriée
Infections hautement ransmissibles : enjeu sanitaire

COMPRENDRE ET TRAITER LES IRA:
ENJEU MAJEUR EN SANTE PUBLIQUE

o .
Influenza A et B (grippe)

@ Endéveloppement :

virus impliqués dans la pathologie en cours 7

Populations cibles du d

2 mots clefs : hospitalisés,

€ Risque nosocomal
sM'T l ‘ Fou de soins = « safe workplace » ‘
\w e .’“‘

3 OBJECTIFS ECOVIR

. 20% Demande budget

. 12,3004

© Co-infections ? : virus réplicatifs au méme niveau
o 1

Mise on place d'un échantilonnage en soins primaires associé 3 un recueil
N dinformations clniques, socio-démographiques et écologiques : en cours (CPP
_favorable)

moment du prélévement

= Travaux virologiques prévus sur 2 biothéques -

. bithéque hauts issue dun essal
clncue andorisé (PHRC ratond Golrance) ke 24 s huphhn nationaux et
- Argoukant £ 2017,

« Biothéque ECOVIR : échantifomage prospecti d échantilons respialores prélevés en
soins primaires sur 2 saisons épidémiques en blen avec les départements de Médecine
Générale des UFR Sané de Caen et de Rouen : la constuction de cetle biothéque fait
Tobjet de la demande de budget 8 'AQ INNOVECLAIR.

£

|| Developpement/ Vaidaton mrmue des charges viraes respiratoires normaisées

2 cohortes

Analyse de lapport diagnostique dans les cas de codétecton : coinfections / infections
‘séquentielles. Possible développement industrel

Demande budget

en place d'une collection de « soins primaires » incluant des

DETERMINANTS DU PHENOTYPE DE L'INFECTION VIRALE

ECOVIR s'intéresse a la part virale de Finfection
etaura en perspective Fétude de Fimpact
du microbiome respiratoire

Outils de détection de plus en plus performants :
Diagnostic qualitatif multiplex rapide (2 Heures)

Détection moléculaire
simutande de 17 cibles virales
« sample to result »

PLEX® GenMark : outl acquis en 2016
aprés expertise | évaluation par les CHU de
Caen et de Rouen sur budget innovation

Financement doctorant 3 ans : donation
Fondation Charles Nicolle : Hortense Petat.
Mmmcmum

ECOVIR : ECHANTILLONNAGE I RECUEIL
DONNEES CLINIQUES, SOCIO-DEMOGRAPHIQUES
ET ECOLOGIQUES. MISE EN COLLECTION
¥ Etude prospective cbservatomelle chez les patients de fous ages consutant en soins
primaires
 Participants :
CHU CAEN : Laboraloire de

virologie.
'GRAM UNICAEN UNIROUEN : H Petat (doctorante)
[DMG UNICAEN UNIROUEN :

@

4. CRBINNOVABIO

respiratoires au cours dinfections respiratoires hautes et basses en période
épidémique associées & des données cliniques, socio-démographiques et
écologiques

¥ Inclusions sur 2 saisons épidémiques: hivers 2018-2019 et 2019-2020 : environ 2300
échantillons attendus.

iogiques

ECOVIR CPP

7 * 8
WORFLOW ECOVIR Jo J2 J7
: 1. Intemes du MG
4 ki el pr 1. ;:::mom 2. Appel léphonique du
2. Information du patient 2. Réceptonau R
3. Recuei de non- laboratoire de 3. m..
vidlogie " essens
4 R"T‘""("""‘" - 3. Aliquotage mnmuw
prinieciiuy S | | Seome
5. Prébvementraso- @ l Velogiae depuis la consulaton),
pharyngé (conservation différentes selon les
au réfrigérateur) H l 1 alquet classes d'ige
eoge | | 4. Enviuns
minctes/appel
s 5. Chaque semaine
r ] iy dincusion
6. Domées colectées
l l o ;::thul.m




BUDGET DEMANDE EFFET LEVIER
APPEL D'OFFRES INNOV'ECLAIR

Effet levier pour un PHRC dont l'objectif sera la validation de notre modéle de quantification

virale respiratoil lisée comme test di ique de seconde ligne au cours des infections
(1 médezglfggp\nslan) ‘ M;(;‘:Z"t respiratoires virales multiples, en vue d'une sélection pertinente des patients pouvant recevoir
1 des molécules anti-RSV.

3000 € + Une isation i ielle pourra étre envisagée pour les i itatives développé

Y au cours de ce travail (pour 3 familles virales : Virus Respiratoire Syncytial A et B, thinovirus A, B
et C, et les 4 coronavirus circulants chez I'humain)

2000 €

6000 € « Valorisation de la collection « ECOVIR » :

Dépdt d'un projet dans le cadre de I'appel d'offres RIN Recherche « Tremplin » 2019, dont
Si début le 7 janvier 2019 : 16 semaines dinclusion 1 saison et 24 semaines l'objectif est I'étude du microbiome respiratoire haut dans le cadre d'infections respiratoires

la seconde saison g " sice e Y
aigués virales (approche ~OMICS, séquencage haut-débit de demiére génération)

« Forfait » par MG : tarif dégressif : 4 a 6 euros par prélévements : pour 50 i (app enage 9 )

patients inclus dans la saison: 300 euros, pour 40 patients inclus: 200 euros.

o

Mise a disposition des échantillons pour évaluation / expertise de trousses industrielles

o




Annexe 3- Power point de présentation du projet ECOVIR aux MGI

ECOVIR

Etude des COdétections Vlrales dans les prélévements Respiratoires :
apport de la quantification virale normalisée pour la compréhension des
infections respiratoires virales multiples et I'établissement de régles
d'interprétation des nouveaux tests diagnostiques

Présentation et formation des MG investigateurs

ROUEN NORMANDIE CAENNORMANDIE TE

Contexte

& e85
Infections respiratoires aigties (IRA): les plus fréquentes en
population générale.

Trés majoritairement d’origine virale.

Comprendre et traiter les IRA : enjeu majeur en santé publique.

Actuellement:

= Diagnostic qualitatif (PCR Multiplex).
Disponible dans les centres hospitaliers, e
prélévement naso-pharyngé 1
-

m  Résultats rapides +++ (2 heures)

m  Permet la détection d'agents infectieux
respiratoires:

v 15virus et 4 bactéries intracellulaires

Bénéfices d’un diagnostic
virologique % e

4. 3

« Cout bénéfice/risque : diminution de la durée d’hospitalisation,
diminution de I'utilisation d’ATB, diminution des examens
complémentaires

+ Importance d’étudier et de comprendre I'impact des co-
détections virales : coinfection virale: trés fréquent +++ mais
quelle valeur?

F ou pl q : asthme (rhinovirus),
exacerbation de BPCO, fiévre chez immunodéprimé
(parainfluenzae virus, herpés)

« Arrivée sur le marché de nouveaux antiviraux (anti-VRS++),
de vaccins : quand prescrire? et dans quelles situations
(population a risque)? comment suivre efficacité vaccinale?

: GUERANDE/ CHARGE VIRALE

Objectifs

= But de notre étude: mettre en place une collection de
prélévements respiratoires au cours d’infections
resplr_a}owgsd hautes et basses en période épidémique

a données socio-dé i

m Détecter les virus dans les prélévements respiratoires et les
typer

= Mesurer les charges virales de fagon normalisée en fonction
de la charge cellulaire des prélévements: VRS, HRV, CoV

= Etudier les co-infections virales: la charge virale peut-elle
alderg faire un diagnostic? Diagnostic précis de I'infection en
cours?

= Analyser en fonction des groupes d'age les résultats de
charge virale

Etude dans la population de ville: unique++++

Etude prospective
observationnelle, dans le
cadre d’une thése de
science

Multicentrique
Haute et Basse Normandie
Ville/ Hopital

2 saisons épidémiques:
hivers 2018-2019 et 2019-

ECOVIR

ACTEURS O 9

- Equipe de chercheurs de Caen: Pr Vabret, M. Ar Gouilh,
H.Petat

- Pédiatres de Rouen: Pr Marguet

- DMG Rouen et Caen
Médecins généralistes de ville Rouen/Caen: MG de maisons
médicales de Normandie

- Internes du DMG de Rouen

- Cellule de promotion de la recherche clinique de Caen:
F.Chaillot

- Statisticien de Caen: Rémy Morello




ECOVIR

= Inclusion de patients de ville, tous ages

= Environ 20 médecins généralistes de maisons médicales
normandes

m Classes d’'age: <24 mois, 2-6 ans, 6-18 ans, 18-65 ans,
65-75 ans et >75 ans

m Chaque médecin généraliste inclut environ 3 patients par
semaine

Workflow

=

‘Appetwlsphonique par
intene au Départament
"deadcine Ganbrlo

AJD N

m MG de maison médicale inclut le patient

m Information du patient

m Recueil de non-opposition

= Renseignements cliniques (questionnaire trés rapide+++)

m Prélévement naso-pharyngé (conservation au
réfrigérateur)

CHty  Votre médecin participe cHy
o & alarecherche 4

Dans la salle
d’attente:
poster
d’information

Critéres d’inclusion du
patient

Symptomes de virose respiratoire
m Fiévre

= Rhinite

m Toux

= Otalgie

m  Odynophargie

Diagnostics

Syndrome pseudo-grippal, rhinite, angine, pharyngite,
bronchite, pneumopathie, exacerbation d’asthme,
exacerbation de BPCO, otite, sinusite

Pour chaque patient:
une pochette

- Ecouvillon floqué

- Milieu de transport
virologique

- Fiche d’'information
patient




Information éclairée du patient
avec lettre de non-opposition

m 3 types selon I'age: < 11 ans (parents), 11-18 ans et
>18 ans

m Information orale, donner le document d’information,
signée par le médecin

m Pas de signature du patient ou de ses parents

Pour les jeunes enfants:
information complémentaire

Docurent inormaton s e ptent ks

Anonymisation du patient

m  Numéro d'identification du médecin généraliste

m Premiére lettre du nom, premiére lettre du prénom, 2
derniers chiffres de I'année de naissance

Ex: Martine DUPONT née le 8 aot 1945, incluse par le
médecin n°11

) 11DM45

Prélevement naso-pharyngé

Etape 1: Prélévement endo-nasal

m  Maintenir la téte du patient en arriére.
= Tout en repoussant la pointe du nez vers le haut, insérer

I'écouvillon dans une narine le plus loin possible,
parallélement au palais.

m Laisser en place quelques secondes, puis retirer en

imprimant un mouvement rotatif.

m Procéder de méme dans l'autre narine avec le méme

écouvillon.

Prélevement naso-pharyngé

Prélevement naso-pharyngé

Etape 2: Elution du prélévement

m Dévisser le bouchon du tube contenant le milieu de
transport.

m  Plonger I'écouvillon dans le liquide.

m Revisser soigneusement le bouchon sur le tube.
m |dentifier le tube.

m Placer au réfrigérateur.




Préléevement naso-pharyngé

Vidéo youtube

https:/Awww.youtube.com/watch?v=DVJNWefmHJE

Recueil des données

Répondre au questionnaire en ligne JO grace au logiciel Lime
Survey

Dure environ 5 min, rapide +++
Données cliniques essentiellement, recueillies habituellement

Fiche « récap’ » inclusion

m 7 questions sur une petite fiche cartonnée, qui permet
d'étre sOr que tout est réalisé concernant I'inclusion du
patient

Collecte tous les jeudis
des prélévements

m Puis acheminement au laboratoire de virologie de Caen
pour aliquotage et congélation a -80°C

m Premiéres analyses dans les semaines suivantes
(passage des prélévements ensemble, selon le nombre
d’inclusions)

m Analyses plus précises pendant les inter-saisons

Fiche de renseignements
aJ7

m Internes du DMG
m  Appel téléphonique du patient ou de ses parents si mineur

m Données essentiellement sociodémographiques,
épidémiologiques, et cliniques (évolution depuis la
consultation), différentes selon les classes d’age

m  Environ 5 minutes/appel
m Chaque semaine pendant la période d’inclusion
m Données collectées sur le logiciel Lime Survey

Rémunération

But ’ECOVIR: plus de 1500 prélevements sur les 2 ans

Si 12- 15 médecins « préleveurs »

Si début le 21 janvier: 16 semaines d’inclusion
Il faudrait inclure environ 3 patients par semaine

m  « Forfaits »: pour 50 patients inclus dans la saison: 300
euros, pour 40 patients inclus: 200 euros.




Si vous acceptez de
participer:

Un mail va vous étre envoyé, avec lien pour un court
questionnaire sur vos pratiques

Une fois le questionnaire rempli, un nouveau mail vous est
envoyé avec votre identifiant, le lien du questionnaire a
remplir

Réguliérement: des SMS vous sont envoyés afin de vous
informer du nombre de patients inclus

Nous venons avant le début de I'étude pour mettre en
place le poster, et vous remettre les pochettes (et répondre
a vos questions)

Des questions? N’hésitez pas!!

30 ?? etude.ecovir@gmail.com
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Annexe XX- Poster informatif imprimé en A3 et affiché dans les salles d’attente des MGI

CHE Votre médecin participe CcH/

CAENNORMANDIE

ROUEN NORMANDIE
Q: & a la recherche /’&) e

Qui sommes-nous?

Nous sommes des scientifiques chercheurs en virologie des
CHU normands et des Universités de Caen et de Rouen.

Quel est notre objectif?

Notre étude est appelée ECOVIR (pour Etude des Codétections Vlirales dans les
prélévements Respiratoires). Elle étudie les virus responsables des infections
respiratoires telles que la bronchite, la bronchiolite, le rhume, [l'otite, la
conjonctivite.

Comment votre médecin participe-t-il a la recherche?

Votre médecin participe activement a cette étude, en prélevant les sécrétions nasales de certains de ses
patients présentant une infection respiratoire, et en recueillant des données cliniques. Si vous faites partie de
la classe d’'age cible, votre médecin peut vous demander de participer a I'étude.

Comment pouvez-vous nous aider?

Si vous acceptez, votre médecin vous remettra une lettre d’'information, et vous demandera votre
accord pour participer. Pour les enfants de moins de 11 ans, ce sont les parents qui donnent leur 7
autorisation. Puis votre médecin remplira un court questionnaire, vous examinera comme il le fait
habituellement, et réalisera un préléevement. Dans 7 jours, un médecin de notre équipe vous
contactera afin de recueillir des informations (sur vos habitudes de vie, votre entourage) et
également connaitre I'évolution de vos symptémes.

En quoi consiste le prélévement?

Le prélévement est réalisé grace a un écouvillon floqué qui ressemble a un long
coton-tige. Le médecin introduit cet écouvillon dans une narine, fait quelques
mouvements de rotation et le ressort. Cela n’est pas douloureux.

o (O3
A A
o X3
Celui-ci est placé immédiatement au réfrigérateur a 4°C. Il sera ensuite

. ) f . : =
acheminé au laboratoire de virologie pour faire les analyses. C

Qu’arrive-t-il au préléevement?

Les données sont-elles anonymes? . 3 m
Bien sdr. Tout ce qui vous sera demandé restera anonyme. Vous étes protégés par le secret de la recherche.

Vous avez des questions?
Contactez nous! hortense.petat@univ-rouen.fr




Annexe 4- Liste des médecins généralistes investigateurs ayant participé au projet ECOVIR

Maison de santé St Eloi- 5 rue Herbiéres- 76000 ROUEN
Dr Marianne LAINE

Dr Aude LEFLOCH

Dr Stéphane LEFRIEC

Dr Lucile PELLERIN

Dr Barbarin VATIN

Maison de santé du pays neufchatelois- 8 route d’Aumale- 76270 Neufchatel en Bray
Dr Florence CALERO

Dr Hélene COMONT

Dr Christophe GUILLERM

Dr Claire HOULE

Dr Vincent LEMARIE

Dr Sophie OZANNE

Dr Anne-Sophie PIMONT

Dr Matthieu SCHUERS

Dr Olivier WERMESTER

Maison médicale Amstrong- 8 rue Neil Amstrong- 76120 Grand-Quevilly
Dr Caroline JOUEN

Dr Jean-Yves MAUNOURY

Dr Elisabeth MAUVIARD

Dr Yveline SEVRIN

Dr Charlotte VIANNAYE

Pole de santé du Port- 98 rue Marie Fougeray- 50400 Granville
Dr Frangois LE BAS
Dr Alexis PLUNET

Poéle de santé de Villedieu- 24 rue du Général de Gaulle- 50800 Villedieu les Poéles
Dr Olivier BATAILLE

Dr Nicolas BOYER

Dr Philippe SABATHIER

Dr Thomas TRENIER

Maison médicale de Colombelles- 49 avenue de la liberté- 14460 Colombelles
Dr Elise BARBE-DELRUE

Dr Philippe GRUJART

Dr Jeanne LEBAS

Dr Stéphane VALLAYES

Poéle de santé de Vaucelles- 47 rue de Vaucelles- 14000 Caen
Dr Gregory DAIREAUX

Dr Xavier HUMBERT

Dr Charlotte MILCENT

Maison médicale de la cbte fleurie- Créactive place- 14800 Deauville
Dr Andry RABIAZA

Dr Nicolas SAINMONT

Dr Laurent SIMON




Annexe 5- Cartons nominatifs distribués pour chaque saison épidémique a chaque médecin

généraliste investigateur

e &,

ECOVIR

>75ans




Annexe 6- Premier questionnaire envoyé aux médecins généralistes investigateurs concernant

leur mode d’exercice

uestionnaire medecin

Informations principales :

Quels sont vos nom et prénom ?

Quel est votre sexe ?
< d

Féminin Masculin

Quel est votre age ?

' RUNIVERSITE . . o
'DE ROUEN Questionnaire médecin

Quel est votre type d'exercice ?

Seul

Cabinet de groupe

Maison Santé Pluridisciplinaire
Remplagant

Etes-vous maitre de stage ?

Depuis combien de temps exercez-vous ? (en années)




RUNIVERSITE e
f#0E ROUEN Questionnaire médecin

Quel est le code postal de votre commune d'exercice ?

Combien de demi-journées par semaine travaillez-vous au cabinet ?

Finir plus tard
Sortir et effacer vos réponses Envoyer




Annexe 7 - Document d’information expliquant I’étude ECOVIR, destiné aux enfants de moins

de 6 ans

Document d’information au jeune patient inclus
Bonjour,
Je suis le Docteur .................. et je te propose de participer a une étude
intitulée :

« ECOVIR, Etude des codétections virales dans les prélévements
respiratoires : apport de la quantification virale normalisée pour la compréhension des
infections respiratoires virales multiples et I'établissement de regles d’interprétation des
nouveaux tests diagnostiques » .

Tu es venu(e) aujourd’hui chez ton médecin car tu es
malade : tu as de la fievre, tu tousses ou tu as le nez
bouché... C’est sirement a cause d’un microbe tres petit,
invisible a I'ceil nu, que I'on appelle VIRUS.

Nous sommes des médecins qui étudions ces virus, ces petits
microbes qui te rendent malades, et nous voudrions les étudier
dans notre laboratoire.

‘ Nous avons donc besoin de ton aide pour étudier ces virus, qui se
trouvent au fond de ton nez. Avec un coton-tige, ton médecin va aller
chercher ces virus au fond de ton nez. Cela ne fait pas mal, mais cela
gratte un peu, pendant 3 secondes.




Ton médecin va également t'examiner comme d’habitude, avec
son stéthoscope, et regarder tes oreilles. Il posera des questions
a tes parents sur ta toux, ta fievre, comme d’habitude.

Tu n’es pas obligé de participer a I'étude et si tu ne souhaites pas que I'on mette le coton-
tige dans ton nez, c’est ton droit.

Cela ne changera pas la qualité des soins qu’on te donne habituellement.

Par contre, si tu donnes ton accord, sache également que tu peux a tout moment décider
d’'arréter I'étude. Il te suffira de la signaler a ton papa ou ta maman qui m’en informera.
Tes parents donneront également leur accord en signant un papier.

N’hésite pas a nous poser toutes les questions que tu veux, nous y répondrons.
Nous te remercions d’avoir lu ce document.

Nom et prénom de I'enfant Signature

Signature de I'enfant



Annexe 8- Document d’information destiné aux parents des enfants de moins de 11 ans inclus
dans I’étude ECOVIR

CHG

CAENNORMANDIE

FORMULAIRE D’INFORMATION

Madame, Monsieur

Il est proposé a votre enfant de participer a une étude intitulée : « Etude des codétections virales dans
les prélévements respiratoires : apport de la quantification virale normalisée pour la compréhension
des infections respiratoires virales multiples et I’établissement de régles d’interprétation des
nouveaux tests diagnostiques », coordonnée par les Professeurs Astrid Vabret et Christophe Marguet.
Cette étude permettra d’améliorer les connaissances biologiques et médicales (travaux de recherche
ayant une mission d’intérét public : thése de médecine, de sciences, articles scientifiques
académiques).

Ce formulaire a pour but de vous expliquer ce que cette étude implique afin de vous permettre de
décider si vous voulez que votre enfant y participe.

Informations Générales

L’objectif de 1’étude, a laquelle nous vous proposons de participer, est d’étudier les différents virus
impliqués dans les infections respiratoires hautes et basses hivernales, et en particulier d’étudier les
infections ou plusieurs virus sont mis en évidence. Notre étude porte sur la quantification virale et
son intérét en pratique clinique.

Déroulement

Les analyses effectuées concerneront le prélévement naso-pharyngé et I’examen clinique qui seront
réalisés au cabinet de votre médecin généraliste traitant aujourd’hui.

Le prélevement naso-pharyngé réalisé aujourd’hui consiste en ’introduction dans la narine d’un
écouvillon (qui ressemble a un long coton-tige), puis un mouvement de rotation sera réalisé pendant
environ 3 secondes, et I’écouvillon sera ensuite ressorti de la narine. L’écouvillon sera alors mis dans
un tube, conservé a 4°C par votre médecin traitant, puis sera acheminé au laboratoire de Virologie du
CHU de Caen afin d’étre analysé. Ces analyses permettront de savoir si un ou plusieurs virus sont
responsables des symptomes de votre enfant. Si plusieurs virus sont mis en évidence, des analyses
complémentaires seront réalisées au laboratoire sur votre prélévement afin de savoir quel virus
apparait comme responsable principal de vos symptomes.

Dans 7 jours, un interne de médecine générale vous rappellera afin de connaitre 1’évolution des
symptomes de votre enfant, et de recueillir des informations épidémiologiques et
sociodémographiques.

Participation

La participation de votre enfant a ce projet de recherche est volontaire. Vous étes libre de refuser que
votre enfant y participe sans encourir aucune responsabilité. Vous avez bien entendu la possibilité de
réfléchir avec votre entourage, avant de prendre votre décision ou de refuser sans aucun préjudice
pour votre enfant.




Aspects légaux

Conformément aux dispositions de la loi n® 2018-493 du 20 juin 2018 relative a la protection des
données personnelles, vous disposez d’un droit d’acces et de rectification de vos données personnelles
ainsi que le droit a ’effacement, a I’oubli et le droit a la portabilité des données. Vous disposez
également d’un droit d’opposition a la transmission des données couvertes par le secret professionnel
susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche et d’étre traitées. Ce traitement
automatisé de vos données de santé est conforme au réglement Européen du 27 avril 2016 relatif a la
protection des personnes physiques a I'égard du traitement des données a caractére personnel et a la
libre circulation de ces données.

Vous disposez d’un droit de réclamation aupres de la Commission National de I’Informatique et des
Libertés (CNIL) : 3, place de Fontenoy — TSA 80715 — 75334 PARIS cedex 07 (01.53.73.22.22)




Annexe 9- Document d’information destiné aux patients enfants 4gés de 11 a 18 ans ans inclus
dans I’étude ECOVIR

CHG

CAENNORMANDIE

FORMULAIRE D’INFORMATION

Bonjour,

Il t’est proposé de participer a une étude intitulée : « Etude des codétections virales dans les
prélévements respiratoires : apport de la quantification virale normalisée pour la compréhension des
infections respiratoires virales multiples et 1’établissement de régles d’interprétation des nouveaux
tests diagnostiques », coordonnée par les Professeurs Astrid Vabret et Christophe Marguet.

Cette étude permettra d’améliorer les connaissances biologiques et médicales (travaux de recherche
ayant une mission d’intérét public : thése de médecine, de sciences, articles scientifiques
académiques).

Ce formulaire a pour but de t’expliquer ce que cette étude implique afin de te permettre de décider si
tu veux y participer.

Informations Générales

L’objectif de I’étude, a laquelle nous te proposons de participer, est d’étudier les différents virus
impliqués dans les infections respiratoires hautes et basses hivernales, et en particulier d’étudier les
infections ou plusieurs virus sont mis en évidence. Notre étude porte sur la quantification virale et
son intérét en pratique clinique.

Déroulement

Les analyses effectuées concerneront le prélévement naso-pharyngé et I’examen clinique qui seront
réalisés au cabinet de ton médecin généraliste traitant aujourd’hui.

Le prélevement naso-pharyngé réalisé aujourd’hui consiste en I’introduction dans la narine d’un
écouvillon qui ressemble a un gros coton-tige, puis un mouvement de rotation sera réalisé pendant
environ 3 secondes, et I’écouvillon sera ensuite ressorti de la narine. L’écouvillon sera alors mis dans
un tube, conservé a 4°C par votre médecin traitant, puis sera acheminé au laboratoire de Virologie du
CHU de Caen afin d’étre analysé. Ces analyses permettront de savoir si un ou plusieurs virus sont
responsables de tes symptomes (toux, nez qui coule, fiévre...). Si plusieurs virus sont mis en
évidence, des analyses complémentaires seront réalisées au laboratoire sur votre prélévement afin de
savoir quel virus apparait comme responsable principal de tes symptomes.

Dans 7 jours, un interne de médecine générale rappellera tes parents afin de connaitre 1’évolution de
tes symptomes, et de recueillir d’autres informations sur tes habitudes de vie, ton entourage, etc.

Participation

Ta participation a ce projet de recherche est volontaire. Tu es libre de refuser d’y participer sans
encourir aucune responsabilité. Tu as bien entendu la possibilité de réfléchir avec ton entourage, tes
parents, avant de prendre ta décision ou de refuser sans aucun préjudice pour toi.

Aspects légaux

Conformément aux dispositions de la loi n°® 2018-493 du 20 juin 2018 relative a la protection des
données personnelles, tu disposes d’un droit d’accés et de rectification de tes données personnelles
ainsi que le droit a I’effacement, a I’oubli et le droit a la portabilité des données. Tu disposes

également d’un droit d’opposition a la transmission des données couvertes par le secret professionnel
susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche et d’étre traitées. Ce traitement
automatisé de tes données de santé est conforme au reglement Européen du 27 avril 2016 relatif a la
protection des personnes physiques a 1'égard du traitement des données a caractére personnel et a la
libre circulation de ces données.

Tu disposes d’un droit de réclamation auprés de la Commission National de I’Informatique et des
Libertés (CNIL) : 3, place de Fontenoy — TSA 80715 — 75334 PARIS cedex 07 (01.53.73.22.22)



Annexe 10- Document d’information destiné aux patients majeurs dans I’étude ECOVIR

CHG

CAENNORMANDIE

FORMULAIRE D’INFORMATION

Madame, Monsieur

Il vous est proposé de participer 4 une étude intitulée : « Etude des codétections virales dans les
prélévements respiratoires : apport de la quantification virale normalisée pour la compréhension des
infections respiratoires virales multiples et 1’établissement de regles d’interprétation des nouveaux
tests diagnostiques », coordonnée par les Professeurs Astrid Vabret et Christophe Marguet.

Cette ¢tude permettra d’améliorer les connaissances biologiques et médicales (travaux de recherche
ayant une mission d’intérét public : thése de médecine, de sciences, articles scientifiques
académiques).

Ce formulaire a pour but de vous expliquer ce que cette étude implique afin de vous permettre de
décider si vous voulez y participer.

Informations Générales

L’objectif de I’étude, a laquelle nous vous proposons de participer, est d’étudier les différents virus
impliqués dans les infections respiratoires hautes et basses hivernales, et en particulier d’étudier les
infections ou plusieurs virus sont mis en évidence. Notre étude porte sur la quantification virale
(mesure de la charge virale respiratoire) et son intérét en pratique clinique.

Déroulement

Les analyses effectuées concerneront le prélévement naso-pharyngé et ’examen clinique qui seront
réalisés au cabinet de votre médecin généraliste traitant aujourd’hui.

Le prélévement naso-pharyngé réalisé aujourd’hui consiste en 1’introduction dans la narine d’un
écouvillon, puis un mouvement de rotation sera réalisé pendant environ 3 secondes, et 1’écouvillon
sera ensuite ressorti de la narine. L’écouvillon sera alors mis dans un tube, conservé a 4°C par votre
médecin traitant, puis sera acheminé au laboratoire de Virologie du CHU de Caen afin d’étre analysé.
Ces analyses permettront de savoir si un ou plusieurs virus sont responsables de vos symptomes. Si
plusieurs virus sont mis en évidence, des analyses complémentaires seront réalisées au laboratoire sur
votre prélévement afin de savoir quel virus apparait comme responsable principal de vos symptomes.
Dans 7 jours, un interne de médecine générale vous rappellera afin de connaitre 1’évolution de vos
symptomes, et de recueillir des informations épidémiologiques et sociodémographiques.

Participation

Votre participation a ce projet de recherche est volontaire. Vous étes libre de refuser d’y participer
sans encourir aucune responsabilité. Vous avez bien entendu la possibilité de réfléchir avec votre
entourage, avant de prendre votre décision ou de refuser sans aucun préjudice pour vous.

Aspects légaux

Conformément aux dispositions de la loi n° 2018-493 du 20 juin 2018 relative a la protection des
données personnelles, vous disposez d’un droit d’acces et de rectification de vos données personnelles
ainsi que le droit a ’effacement, a 1’oubli et le droit a la portabilité des données. Vous disposez
également d’un droit d’opposition a la transmission des données couvertes par le secret professionnel
susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche et d’étre traitées. Ce traitement
automatisé de vos données de santé est conforme au réglement Européen du 27 avril 2016 relatif a la



protection des personnes physiques a 1'égard du traitement des données a caractére personnel et a la
libre circulation de ces données.

Vous disposez d’un droit de réclamation auprés de la Commission National de I’Informatique et des
Libertés (CNIL) : 3, place de Fontenoy — TSA 80715 — 75334 PARIS cedex 07 (01.53.73.22.22)
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Etude des codétections virales dans les prélevements respiratoires :

Apport de la guantification virale normalisée

pour la compréhension des infections virales multiples

Les infections respiratoires aigués sont les infections les plus abondantes dans la population générale. Elles sont
majoritairement dues a des virus respiratoires, qui infectent les patients de fagon épidémique, engendrant des pathologies variées
et différentes selon I'age des patients. Les techniques moléculaires récentes permettent un diagnostic virologique qualitatif précis,
accessible encore uniquement en milieu hospitalier. La détection de plusieurs virus dans les prélevements respiratoires, ou
codétection virale, est fréquente, et la question de la significativité et de I'interprétation clinique se pose, a I'heure ou les vaccins
et les antiviraux spécifiques se développent et vont étre tres prochainement accessibles.

Nous avons utilisé les prélevements issus de deux cohortes de patients, aux profils trés différents, pour mettre au point
des techniques de PCR quantitatives du VRS (virus respiratoire syncitial) et de 'HRV (rhinovirus humain), ces deux virus étant
les plus fréquemment retrouvés dans les codétections virales.

Grace a la cohorte hospitaliere « Guérande » (n=719), de nourrissons hospitalisés pour bronchiolite aigué, nous avons
retrouvé un taux de codétection virale trés important (plus de 50%), avec une présence de plus de 90% du VRS dans les
échantillons respiratoires, et un taux de coinfections VRS/HRV de prés d'un tiers. Le risque d'étre infecté par le HRV était plus
élevé en I'absence de VRS, suggérant des interférences ou des mécanismes d’exclusion entre ces deux virus.

La cohorte « ECOVIR », réalisée en soins primaires, a permis d’inclure 685 patients de tous ages se présentant au
cabinet de leur médecin généraliste. Les prélévements respiratoires étaient pour 67% d’entre eux positifs @ au moins un virus, et
8% étaient positifs a au moins deux virus. Les codétections virales étaient associées au VRS, a 'HRV mais également au
bocavirus et au metapneumovirus. Nous avons analysé les associations entre les différents virus respiratoires, et avons retrouvé
que 'HRYV était associé négativement a tous les virus, a I'exception de I'adénovirus et du bocavirus.

Dans la derniere partie de ce travail de theése, nous avons analysé les charges virales respiratoires du VRS et de 'lHRV
dans les prélévements issus des deux cohortes, et séquencé les rhinovirus des prélevements positifs en PCR Multiplex. Nous
avons trouvé que le risque de codétection virale était plus important chez les patients hospitalisés versus les patients
ambulatoires. Nous avons également retrouvé une corrélation positive entre les charges virales respiratoires de 'HRV et du VRS
et 'abondance cellulaire, reflet de I'activité lytique des virus. Nous avons retrouvé des charges virales respiratoires plus élevées
chez les nourrissons et les personnes agées, expliquant I'impact clinique plus important de ces virus dans ces populations fragiles.
Nous avons enfin mis en évidence une charge virale HRV plus faible en cas de coinfection avec le VRS, confirmant encore une
interférence négative entre ces deux virus, au détriment de 'HRV.

De nombreux paramétres influencent donc I'histoire naturelle des infections virales respiratoires, et la quantification des
charges virales respiratoires peut grandement I'expliquer. Ce travail de thése a permis de commencer a apporter des réponses ;
de futurs projets portant sur le suivi des charges virales respiratoires pour chaque patient au cours d’une infection, ou encore sur
'environnement inflammatoire respiratoire lors de ces coinfections pourraient permettre d’étayer nos recherches.

Mots clés : Codétections virales respiratoires- charges virales respiratoires- rhinovirus- virus respiratoire syncitial- interférences
virus-virus

Acute respiratory infections are the most abundant infections in the general population. They are mainly due to
respiratory viruses, which infect patients in epidemic ways, generating a variety of pathologies that vary according to the age of
the patient. Recent molecular techniques can provide precise qualitative virological diagnosis, which is still only available in
hospitals. Detection of several viruses in respiratory samples, or viral co-detection, is frequent, and the question of significance
and clinical interpretation arises when vaccines and specific antivirals are being developed and will be soon available.

We used samples from two patient cohorts with very different profiles to develop quantitative PCR techniques for RSV
(respiratory syncitial virus) and HRV (human rhinovirus), the two viruses most frequently found in viral codetections.
Using the "Guérande" hospital cohort (n=719) of infants hospitalized for acute bronchiolitis, we found a very high rate of viral
codetection (over 50%), with over 90% presence of RSV in respiratory samples, and a RSV/HRV co-infection rate of almost a
third. The risk of being infected with HRV was higher in the absence of RSV, suggesting interferences or exclusion mechanisms
between these two viruses.

The "ECOVIR" cohort, conducted in primary care, included 685 patients of all ages presenting to their general
practitioner's office. Respiratory samples were positive for at least one virus in 67% of cases, and 8% were positive for at least
two viruses. Viral codetections were associated with RSV and HRV, but also with bocavirus and metapneumovirus. We analyzed
the associations between the different respiratory viruses, and found that HRV was negatively associated with all viruses except
adenovirus and bocavirus.

In the final part of this thesis, we analyzed the respiratory viral loads of RSV and HRV in samples from both cohorts,
and sequenced rhinoviruses in positive samples in Multiplex PCR. We found that the risk of viral co-detection was higher in
hospitalized versus ambulatory patients. We also found a positive correlation between HRV and RSV respiratory viral loads and
cell abundance, reflecting the lytic activity of the viruses. We found higher respiratory viral loads in infants and the elderly,
explaining the greater clinical impact of these viruses in these fragile populations. Finally, we demonstrated a lower HRV viral
load in cases of co-infection with RSV, further confirming a negative interference between these two viruses, to the detriment of
HRV.

Many parameters therefore influence the natural history of respiratory viral infections, and quantifying respiratory viral
loads can go a long way towards explaining this. This thesis work has begun to provide some answers; future projects involving
the monitoring of respiratory viral loads for each patient during the course of an infection, or the respiratory inflammatory
environment during these coinfections, could provide further support for our research.

Keywords : respiratory viral codetections- respiratory viral loads- rhinovirus- respiratory syncytial virus- virus-virus-interferences



