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ABREVIATIONS NON CONVENTIONNELLES

Ad : adénovirus humain. Cette abréviation n'est utilisée que suivie
d'un numéro de sérotype, exemple : Ad2, adénovirus humain
sérotype 2. Lorsque 1'on parle d'adénovirus en général, il n'est
pas fait usage d'abréviation.

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

LB : Luria broth, composition p. 51

MEM  : Minimum Essential Medium

PBS : Phosphate Buffer Saline, composition p. 48

SET : Saline EDTA Tris, composition p. 54

SSC  : Saline Sodium Citrate, composition p. 54

TBE : Tris-Borate-EDTA, composition p. 49

TE : Tris-EDTA, composition p. 46
TH : Tris Hypotonique, composition p. 45
u.g. : unité génome

2XTY : Milieu Tryptone-Yeast extract deux fois concentré,

composition p. 52



INTRODUCTION



I. PRESENTATION DU VIRUS

Les adénovirus ont été isolés pour la premiére fois par ROWE et al.
(1953) & partir d'amygdales d'enfants opérés. Rapidement, ce virus fut
identifié comme €tant celui qui avait provoqué de grandes épidémies de
maladies respiratoires aigilies chez de jeunes soldats des forces armées
américaines pendant la seconde guerre mondiale (GINSBERG et al., 1954).
Puis peu a peu on découvrit que ce virus était capable de provoquer
toute une série de maladies, notamment respiratoires, occulaires,
gastrointestinales, urinaires, mais aussi beaucoup d'autres (voir revue
de STRAUS, 1984). Plus récemment, il s'est révélé que 1'adénovirus é&tait
un agent opportuniste redoutable et quelquefois fatal chez les patients
immunodéprimés, notamment atteints de sida (HIERHOLZER et al., 1988a,
1988b).

Mais 1'aspect médical n'est pas toujours celui qui a attiré le plus
fortement 1'attention des chercheurs. En fait, le champ de la virologie
moléculaire a énormément é&volué depuis la découverte des adénovirus et
ceux-ci ont joué un rdéle majeur dans cette évolution. Des mécanismes
trés importants de 1'expression des génes eucaryotes tels que 1'épissage
et la polyadénylation des ARN ont été découverts chez 1'adénovirus et
c'est avec le génome de ce virus qu'a été mis au point Tle premier
systéme de transcription "in vitro" fonctionnel. L'adénovirus humain de
type 12 (Adl2) est le premier virus humain dont on a découvert les
propriétés oncogénes, non pas pour 1'homme mais pour Tle hamster
nouveau-né (TRENTIN et al., 1962). L'adénovirus constitue donc un bon
outil pour étudier les mécanismes de régulation de la cellule eucaryote,
ceci en particulier parce que son génome est suffisamment simple pour

pouvoir étre étudié dans le détail mais suffisamment complexe pour coder
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pour un assez grand nombre de produits responsables de la régulation de
1'expression des génes viraux et cellulaires.

D'autres caractéristiques rendent le systéme adénovirus trés
intéressant du point de vue du biologiste moléculaire, nous en citerons
ici trois parmi les plus importantes :

1) les adénovirus peuvent &tre cultivés facilement et produits en grande
quantité, avec cependant quelques exceptions, comme nous le verrons dans
ce manuscrit,

2) les différents génes viraux sont exprimés a des moments différents au
cours du cycle de multiplication, ce qui facilite les études de
régulation.

3) la séquence nucléotidique compléte de 1'un des sérotypes, Ad2, est

connue.

Les adénovirus sont des virus non enveloppés, de forme icosaédrique,
qui se répliquent et s'assemblent dans le noyau de la cellule infectée.
Les virions contiennent une douzaine de protéines (Fig. I1). Leur
capside posséde 252 capsoméres ; 240 hexons (protéine II) forment les
faces de 1'icosaédre et 12 pentons sont localisés aux sommets de la
particule virale. Les pentons se composent de 1la base du penton
(protéine III) et de la fibre (protéine IV) (VALENTINE et PEREIRA,
1965 ; PETTERSSON, 1984), attachées de maniére non covalente. La fibre
sert & 1'attachement du virion sur son récepteur situé & la surface de
la cellule hote. Le récepteur cellulaire est composé de glycoprotéines
de masses moléculaires 78 kDa, 42 kDa et 34 kDa, il en existe environ
100 000 copies par cellule (HENNACHE et BOULANGER, 1977 ; SVENSSON et
al., 1981). Aprés 1'attachement du virion sur la cellule, les particules

virales pénétrent dans le cytoplasme par endocytose (CHARDONNET et



Polypeptide SDS-gel
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groups of nine hexons

Fig. I1. Mcdéle structural de 1'adénovirus (d'aprés EVERITT et
al., 1975)
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DALES, 1970 ; revue de MARSH et HELENIUS, 1989) et migrent vers le noyau
ou T1'ADN est injecté. L'ADN viral entrant est associé a des protéines
basiques, les protéines V et VII, ressemblant & des histones mais qui
sont codées par le génome viral. Peu de temps aprés 1'infection, la
chromatine de 1'adénovirus prend une structure nucléosomale,
probablement par remplacement des protéines virales par des histones
cellulaires (TATE et PHILIPSON, 1979 ; SERGEANT et al., 1979). Plus
tard, lorsque la réplication de 1'ADN viral fournit de 1'ADN en excés
pour 1'assemblage du virus, 1'ADN est encapsidé dans une téte préformée,
grace a une séquence spécifique Tocalisée & 1'extrémité gauche du génome
(HAMMARSKJOLD et WINBERG, 1980 ; HEARING et al., 1987 ; Revue générale
sur 1'assemblage : PHILIPSON, 1984).

Le génome de 1'adénovirus est un ADN Tinéaire double brin, dont la
masse moléculaire est comprise entre 20 et 25 MDa (GREEN et al., 1967 ;
VAN DER EB et al., 1969). L'ADN de 1'Ad2 contient 35 937 f 9 paires de
bases (ROBERTS et al., 1986). Les deux extrémités du génome viral
fonctionnent comme origines de réplication (TOLUN et PETTERSSON, 1975 ;
WEINGARTNER et al., 1976 ; LECHNER et KELLY, 1977) et une protéine,
appelée protéine terminale, est 1iée de maniére covalente a 1'extrémité
5' de chaque brin de 1'ADN (ROBINSON et al., 1973 ; REKOSH et al., 1977)
par un résidu sérine (DESIDERIO et KELLY, 1981). Les extrémités de 1'ADN
viral contiennent une séquence répétée inversée (GARON et al., 1972 ;
WOLFSON et DRESSLER, 1972) dont la longueur est comprise entre 63 et 165
paires de bases suivant les sérotypes (TAMANOI, 1986).

On distingue 5 unités de transcription précoces, appelées E1lA, EI1B,
E2, E3 et E4 (E = early = précoce ; Fig I2). La région E1A est la
premiére a €tre exprimée au cours du cycle, elle code pour une famille

de protéines responsables pour toute une série d'activations et de
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répressions de génes viraux et cellulaires. Dans les cellules non
permissives de rein de rat nouveau-n&, la région E1A est responsable de
1'immortalisation des cellules tandis que la région E1B, s'exprimant peu
aprés, est impliquée dans le maintien de 1'état transformé. L'ADN de ces
deux régions, introduit dans une cellule primaire, est 3 Tui seul
capabie de transformer cette cellule. On parle donc des oncogénes E1A et
EIB de 1'adénovirus (revue sur E1A : BERK, 1986 ; revue sur EI1B
STILLMAN, 198€).

Le cycle de réplication virale dure de 32 & 36 heures pour la
plupart des adénovirus humains mais plus longtemps pour ceux des
sous-groupes A et F. Il est divisé en deux phases, précoce et tardive.
Par définition, la phase tardive commence en méme temps que la
réplication de 1'ADN, de 6 & 10 heures aprés 1'infection.

Les protéines synthétisées en phase tardive sont pour la plupart des

protéines d'assemblage et de structure du virus.



I1. CLASSIFICATION

Les adénovirus sont les membres de la famille des Adenoviridae
(NORRBY et al., 1976), divisée en deux genres, Mastadénovirus pour les
adénovirus des mammiféres, et Aviadénovirus pour ceux qui infectent les
oiseaux (WIGAND et ADRIAN, 1986). Les mastadénovirus ont été isclés chez
1'homme, le singe, les bovins, le mouton, le porc, le cheval, le chien,
la chévre et la souris. Quant aux aviadénovirus, on les rencontre chez
le coq, la dinde, 1'oie, le faisan et Te canard. Cette liste refléte
bien entendu 1'état de nos connaissances actuelles et il est probable
que la présence d'adénovirus chez d'autres espéces soit détectée dans
les années & venir. Notons encore que des adénovirus ont €té isolés chez
la grenouille et chez la truite mais qu'aucun genre n'a encore €té créé
pour les classer.

La spécificité d'hdte de ces virus est &troite : @ 1'exception d'un
cas connu (LI et WADELL, 1988b), les adénovirus humains ne sont pas

isolés chez 1'animal et vice versa.

Le sérotype, base de la classification

Historiquement, 1les différents types d'adénovirus, comme dans
d'autres familles de virus, ont été différenciés immunologiquement par
des tests de séroneutralisaticn. La séroneutralisation est une méthode
simple d'identification des souches au Tlaboratoire mais ce n'est pas
seulement & cause de sa commodité qu'elle s'est imposée comme une
méthode de choix. En effet, la réponse immunitaire de 1'hite est
importante notamment lorsqu'elle est spécifique du type car elle révéle
une infection passée et une immunité contre la réinfection et la

maladie. L'existence d'anticorps neutralisants est un paramétre trés



important dans les é&tudes séroépidémiologiques et donne des indications
utiles sur la nécessité et le succés d'une immunisation active. IT1 est
vraj cependant que seule une trés petite partie du génome code pour Tes
déterminants antigéniques actifs dans la séroneutralisation.

En 1981, Te Comité International pour la Taxonomie des Virus avait
provisoirement accepté la définition suivante pour 1'espéce adénovirus
(WIGAND et al., 1982 ; MATTHEWS, 1982) : une espéce est définie sur la
base d'une distinction immunologique, par neutralisation quantitative,
en utilisant des antisera animaux. Une espéce ne présente aucune
réaction croisée avec les autres espéces ou, si elle en présente une, le
rapport du titre homologue sur le titre hétérologue doit &tre supérieur
a 16 dans les deux sens.

Mais en 1984, au Congrés de Virologie de Senda?, dJapon, cette
proposition n'a pas été définitivement acceptée, principalement parce
que ce concept ne tient pas suffisamment compte de 1'homologie existant
entre le génome de deux souches. La définition précédente doit donc
s'appliquer au sérotype et non pas @ 1'espéce. Pour parler de nouveau
type, con s'appuiera sur deux critéres : la séroneutralisation et
1'analyse du génome aprés digestion par des endonucléases de restriction
(voir dans le méme chapitre, caractérisation des adénovirus humains a

1'aide d'enzymes de restriction).

La grande majorité des expériences de recherche sur les adénovirus
ont &té faites sur les sérotypes humains 2 et 5 qui sont extrémement
proches 1'un de 1'autre et dans une moindre mesure sur les sérotypes 7
et 12. Bien que le pourcentage d'homologie entre les ADN de deux souches
soit parfois faible, voire trés faible (< 10%), 1'organisation de leurs

génomes est tout & fait similaire et les différentes unités de
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transcription localisées aux mémes endroits. Par exemple, le géne de
1'hexon est situé entre les unités génome 50 et 60 (le génome est diviseé
en 100 unités d'égale longueur) chez les adénovirus humains sérotypes 2,
5 et 12 (FLINT, 1980), 3 (TIBBETTS, 1977), les adénovirus simiens 8 et

16 et 1'adénovirus bovin 3 (HU et al., 1984).

Les adénovirus humains, classification en sous-groupes

Les 47 sérotypes d'adénovirus humains actuellement connus ont été
classés d'aprés des critéres biologiques, immunologiques et
biochimiques.

Tous les adénovirus humains sont capables d'immortaliser et de
transformer morphologiquement des cellules en culture, notamment des
cellules de rat nouveau-né. Cependant, tous ne sont pas capables, comme
1'Ad12, d'induire des tumeurs chez 1'animal. Suivant leur potentiel
tumorigéne estimé d'aprés 1'efficacité et la rapidité avec lesquelles
ils induisent 1'apparition de tumeurs chez le hamster nouveau-né, les
adénovirus ont été classés en 3 catégories, fortement oncogénes,
faiblement oncogénes et non oncogénes (HUEBNER, 1967 ; TRENTIN et al.,
1968 ; GREEN, 1970).

D'autre part, wune classification basée sur les propriétés
d'hémagglutination avait &galement &té proposée par ROSEN (1960). Dans
cette classification, les adénovirus du groupe I agglutinent les
&rythrocytes de singe, ceux du groupe II agglutinent complétement les
érythrocytes de rat tandis que ceux du groupe III ne le font que
partiellement. Quant aux adénovirus classés dans le groupe IV, ils
n‘agglutinent ni les érythrocytes de rat, ni ceux de singe.

Par la suite, d'autres critéres ont été utilisés pour classer les

adénovirus humains tels que Tla longueur de 1la fibre, la masse
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moléculaire de certains polypeptides viraux, le pourcentage GC de 1'ADN
(PINA et GREEN, 1965) et le pourcentage d'homologie de séquence entre
les ADN viraux (GREEN et al., 1979a). En général, les différentes
maniéres de classer les adénovirus humains se recoupent tout-a-fait bien
entre elles, c'est-d-dire que quelque soit le mode de classification
utilisé, on retrouve toujours & peu prés les mémes subdivisions.

De 1'utilisation de cet ensemble de critéres résulte une
classification en 6 sous-genres (ou sous-groupes, terme fréquemment
employé et que nous utiliserons), de A & F. Cette classification,
unanimement adoptée actuellement, est représentée dans le tableau I1.

A la lecture de ce tableau, on remarquera que le pourcentage
d'homologie de séquence entre deux virus appartenant a un méme
sous-groupe est généralement é&levé, entre 89% et 100% pour Tles
sous-groupes B, C et D. Toutefois, on ne retrouve pas un fort
pourcentage d'homologie & 1'intérieur du sous-groupe A. Ce sous-groupe
contient 3 sérotypes réunis par le fait qu'ils possédent tous trois un
fort pouvoir tumorigéne chez le hamster nouveau-né. Quant aux adénovirus
du sous-groupe F, sérotypes 40 et 41, le pourcentage d'homologie de
leurs ADN n'est que de 65% et ces deux sérotypes avaient préalablement
été classés dans deux sous-groupes différents, F et G, mais depuis 1985,
ils ont été regroupés parce qu'ils induisent tous deux le méme type de
pathologie et qu'ils présentent des caractéristiques communes de
croissance tout-a-fait particuliéres (voir Introduction, chapitre III,
gastroentérites, les sérotypes 40 et 41).

Si 1'cn considére deux virus appartenant & deux sous-groupes
distincts, on constate que le pourcentage d'homologie de séquence entre

Teurs deux génomes est souvent trés faible, toujours inférieur & 25%



TABLEAU T1. CLASSIFICATION DES ADENOVIRUS HUMAINS AVEC LEURS PRINCIPALES CARACTERISTIQUES

Degré d'homologie du DNA Tereur en Narbre de Masse moléculaire apparente
base GHC fragrents de des polypeptides majeurs internes Longueur Oncogénicité Groupe
Sous-groupe Serotype intra inter restriction de Ta fibre chez le  d'hémagglutination
sous-groupe sous-groupe obtenus avec ) VI VII (en rm) hams ter
Smal nouveau-né
A 12, 18, 31 48 - 69% 8 - 20% Basse : 4-5 51-51,5 K* 25,5-26 K 17,5-18 K 28-31 Forte Iv
47 - 49%
B 3,7, 11, 14 89 - 94% 9 - 20% Moyenne : 8-10 53,5-54,5 K 24 K 17,8-18 K 9-11 Faible I
16, 21, 34, 35 49 - 52%
C 1,2,5,6 99 - 100% 10 - 16% Haute : 10-12 48,5 K 24 K 18,5 K 23-31 Aucune HI
57 - 59%%
D 8, 9,10,13,15 94 - 99% 4 -17% Haute : 14-18 50-50,5 K 23,2 K 18,2 K 12-13 Aucune I
17,19,20,22,23 57 - 59%
24,25,26,27,28
29,30,32,33,36
37,38,39,42,43
44,45 ,46 ,4
E 4 4 - 23% Haute : 19 48 K 24,5 K 18 K 17 Aucune I
57%
F 40, 41 65% 5% Moyenne : 9-12 46-43,5 K 25,5K 17,2-17,7 K 28-33 Aucune Iv
49 - 52%

D'aprés PETTERSSON et WADELL (1985), modifié.

* K = kilodalton

_ZZ_



Caractérisation des adénovirus humains & 1'aide d'enzymes de

restriction

L'analyse des génomes viraux grdce & 1'ut1iisation des endonucléases
de restriction s'est révélée une méthode de choix pour établir le degré
de parenté entre deux virus. Dans Tle cas de 1'adénovirus, ceci est
grandement facilité par le fait que 1'ADN viral peut étre extrait
directement des celluies infectées (voir Matériels et Méthodes, chapitre
I1I), dans la mesure toutefois ol le virus se réplique convenablement.

Dans un premier temps, 1'enzyme de restriction Smal a été utilisé
préférentiellement (WADELL et VARSANYI, 1978 ; WADELL et al., 1980) car
il reconnait la séquence nucléotidique CCCGGG et i1 existe une certaine
corrélation entre le nombre de sites de coupure par cette enzyme et le
pourcentage GC du génome (Tableau I1).

On a ensuite cherché & quantifier le degré de parenté entre deux
génomes. Pour cela, on fait migrer en é&lectrophorése en gel d'agarose
les fragments de restriction provenant des deux génomes et on calcule le
pourcentage de fragments migrant @ la méme distance, appelé pourcentage
de comigration. Pour réaliser cette analyse, il est évidemment
préférable d'utiliser plusieurs enzymes de restriction et de faire le
calcul sur le plus grand nombre possible de fragments, 25 étant
considéré comme un minimum. Plus le pourcentage de comigration entre
deux virus est élevé, plus ces deux virus sont proches.

Cette analyse a été réalisée pour les 41 premiers sérotypes
d'adénovirus humains par ADRIAN et al. (1986). Les profils de
restriction avec 5 endonucléases que ces auteurs ont publiés nous
serviront souvent au cours de notre travail pour la caractérisation de
nouveaux types génomiques. C'est pourquoi nous Tes reproduisons ici

intégralement (Figures I3 & I5). I1 s'agit des ADN de 41 souches
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Figure I3. Profils de restriction des adénovirus humains des

sous-groupes A, B, C, E et F avec les endorucléases

BamHI, BglII, BstEII et HindIIT (d'aprés ADRIAN et

coll., 1586).
Une croix indique la présence d'un doublet

(deux bandes comigrant).
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humains du sous-groupe D avec les endonucléases
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coll., 1986).
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prototypes digérés par les endonucléases BamHI, BglII, BstEII, HindIII

et Smal. A la vue de ces profils, on s'apercoit immédiatement que les
sous-groupes B, C et D présentent des béndes caractéristiques du
sous-groupe qui sont des fragments de restriction communs & tous ou a
presque tous les virus du méme sous-groupe.

Par analyse de restriction, le sous-groupe B a été subdivisé en deux
ensembles, Ad3, Ad7, Adl6 et Ad21 d'une part, Adll, Adl4, Ad34 et Ad35
d'autre part. A 1'intérieur de chaque ensemble, les pourcentages de
comigration sont toujours supérieurs @ 55% mais d'un ensemble a 1'autre,
ils ne dépassent jamais 32%

Dans le sous-groupe C, 1le plus homogéne, les pourcentages de
comigration varient de 60% & 80% et de 37% & 80% dans le sous-groupe D.
Dans le sous-groupe A, ce pourcentage n'est que de 20%, ce qui indique
que ses membres sont assez &loignés les uns des autres.

Les pourcentages de comigration entre deux virus appartenant a deux

sous-groupes différents ne sont que de 5% a 15%.
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I1I1. LES MALADIES CAUSEES PAR LES ADENOVIRUS

Les adénovirus humains sont des virus univérse]s, c'est-a-dire qu'ils
peuvent infecter les é&tres humains, hommes et femmes, appartenant a
toutes les tranches d'dge et d toutes les races.

Certains sérotypes, surtout ceux du sous-groupe C, sont endémiques
dans de nombreuses parties du monde. En Europe et aux Etats-Unis, entre
un tiers et la moitié des enfants possédent des anticorps dirigés contre
ces sérotypes dés 1'dge de 1 an. Des études épidémiologiques ont montré
que le pourcentage d'enfants de 3 ans possédant des anticorps
anti-adénovirus était de 37% en Suéde, de 80% aux Etats-Unis et de prés
de 100% & Tajwan (STERNER, 1962 ; HALL et al., 1971 ; COONEY et al.,
1972 ; FOY et GRAYSTONE, 1976). La vie dans les grandes agglomérations
et le manque d'hygiéne sont deux facteurs favorisant les infections par
ces virus. En réalité, peu d'individus parviennent a 1'dge adulte sans
posséder d'anticorps contre ces adénovirus endémiques.

D'autres sérotypes sont plutét isolés lors d'épidémies. Les Ad3, Ad4
et Ad7 ont été associés & des épidémies de fiévre pharyngoconjonctivale
(BELL et al., 1956 ; D'ANGELO et al., 1979), les Ad4, Ad7, Adll, Adl4 et
Ad21 a des épidémies de maladies respiratoires (HILLEMAN et WERNER,
1954 ; TAI et al., 1960 ; VAN DER VEEN et al., 1969), les Ad8 et Adl9 a
des épidémies de kératoconjonctivite (O'DAY et al., 1976 ; D'ANGELO et
al., 1981) et les Ad40 et Ad4l & des épidémies de gastroentérite (GARY
et al., 1979 ; RETTER et al., 1979 ; YOLKEN et al., 1982).

La transmission d'individu & individu se ferait principalement par la
vocie fécale-orale, tout au moins chez les enfants, et serait favorisée
par le fait qu'un individu ayant été infecté par 1'adénovirus peut

continuer & en excréter pendant une trés longue période (Tableau I2).
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TABLEAU I2. POURCENTAGE DE PERSONNES EXCRETANT DES ADENOVIRUS PENDANT UNE
CERTAINE PERIODE APRES UNE INFECTION INITIALE

Nombre de jours aprés 1'infection Pourcentage
100
2 52
16 44
31 36
61 32
91 26
181 20
361
721

D'aprés FOX et coll. (1969)

Les chiffres sont calculés & partir de 133 patients dont les féces é&taient

adénovirus-positives
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Pour Tles maladies respiratoires, la transmission a Tlieu aussi par
instillation orale des aérosols provenant des sécrétions nasales
contenant le virus.

La période d'incubation des infections @ adénovirus varie de 4 & 10
jours pour les maladies respiratoires, les fiévres pharyngoconjoncti-

vales et les kératoconjonctivites.

Méme si ces virus sont actuellement parmi les plus étudiés au point
de vue biologie moléculaire et quant & leurs interactions avec les
cellules-hdtes, on ne dispose en définitive que de peu d'informations
sur les mécanismes grdce auxquels ils infectent 1'homme et provoquent
des maladies et sur 1les réponses du systéme immunitaire qu'ils
induisent. Ceci est notamment di & 71'absence d'un modéle animal
satisfaisant.

Parmi 1'ensemble des sérotypes d'adénovirus humains, seule une
guinzaine ont été reconnus sans ambiguité respornsables de symptomes
cliniques bien définis, ce qui ne veut pas dire que les autres soient
nécessairement dépourvus de tout potentiel pathogéne. Ce sont les Adl,
Adz, Ad3, Ad4, Ad5, Ad6, Ad7, Ad8, Adll, Adl4, Ad19, Ad21, Ad37, Ad40 et
Ad41.

Dans 1le tableau I3, nous avons indiqué les principales maladies
causées par 1'adénovirus et les sérotypes responsables.

En fait, i1 n'est pas toujours facile d'établir une relation de cause
& effet entre la présence d'un adénovirus chez un individu et un
syndrome particulier présenté par cet individu et ceci pour deux
raisons :

- Beaucoup d'infections associées a 1'adénovirus sont bénignes

- Aprés une premiére infection, il n'est pas exceptionnel qu'un
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TABLEAU I3. PRINCIPAUX SYNDROMES CLINIQUES CAUSEES PAR LES ADENOVIRUS

Syndrome Sérotypes les plus Commentaire
fréquemment associés

Pharyngite 1,2, 3,5,7 Epidémique
Infection 3, 4,7, 21 Epidémique dans les forces
respiratoire aigle armées ; sporadique dans les

populations civiles

Pneumonie 3, 4,7 Peut étre grave chez 1'enfant
Pharyngoconjonctivite 3,7 Epidémique
Conjonctivite 3,4, 7

folliculaire

Kératoconjonctivite 3, 4, 7, 8, 19, 37
Cystite hémorragique 11
Gastroentérite 40, 41 Enfants

D'aprés WIGAND et ADRIAN (1986)
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patient excréte un adénovirus pendant plusieurs mois, voire plusieurs
années (Tableau I12).

Pour établir une relation de cause & effet, il doit étre démontré
statistiquement que 1les individus atteints d'une certaine maladie
excrétent plus souvent le virus que les individus faisant partie d'un
groupe contrdle. Ceci n'a pu étre démontré que dans des études portant
sur de trés vastes populations, et dans des épidémies portant sur

certains syndromes infectieux.

Infections asymptomatiques

En  réalité, beaucoup d'infections par 1'adénovirus restent
asymptomatiques. Par exemple, HILLEMAN (1957) a montré que 80% des
recrues des forces armées américaines étaient infectées par
1'adénovirus, en particulier Ad4 et Ad7, pendant les premiéres semaines
de présence au corps, mais que la moitié de ces infections environ
restaient asymptomatiques. D'une maniére générale, et suivant Tle
critére choisi pour définir la maladie, on estime que 55% & 85% des
infections par 1'adénovirus demeurent @ un stade asymptomatique (STRAUS,
1984). Cette proportion est dépendante du sérotype (BRANDT et al.,
1969).

Infections respiratoires

Les adénovirus peuvent provoquer des rhumes, des pharyngites, des
grippes, des trachéites, des bronchites, des pneumonies et d'autres
infections respiratoires. On estime que pour T1'ensemble de 1la
population, ils sont responsables de 4% a 5% des infections
respiratoires (MONTO & ULLMAN, 1974) et ce pourcentage serait de 10% a

12% chez les enfants (BRANDT et al., 1969), un pourcentage supérieur
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étant attribué a deux virus seulement, le virus syncitial respiratoire
et le virus parainfluenza (KIM et al., 1979).

La fiévre pharyngoconjonctivale est un autre syndrome provoqué par
1'adénovirus. I1 se caractérise par la présence de fiévre, douleur de la
gorge, conjonctivite et aussi par des migraines, des malaises et de
1'anorexie. Des épidémies de fiévre pharyngoconjonctivale caus€es par
1'adénovirus ont é&té décrites (FADEN et al., 1978). Dans un cas au
moins, 1'agent de transmission a é€té identifié : il s'agissait de 1'eau
d'une piscine mal désinfectée dans laquelle avaient séjourné les

personnes atteintes (D'ANGELO et al., 1979).

Patients immunodéprimés

Un bon nombre d'infections par 1'adénovirus, fatales pour 1'individu
atteint, ont &té décrites, notamment chez de jeunes enfants au systéme
immunitaire déficient ou souffrant de malnutrition (ATERMAN et al.,
1973 ; ANDIMAN et al., 1977 ; ZAHRADNIK et al., 1980). Chez 1'adulte, de
telles infections fatales peuvent survenir chez des individus
immunodéprimés parce que souffrant de cancer ou ayant recu une
transplantation de moelle osseuse ou de rein, ou traités avec des
stéro7des ou des drogues cytotoxiques (CARMICHAEL et al., 1979 ;
ZAHRADNIK et al., 1980). Récemment, des adénovirus appartenant & de trés
nombreux sérotypes ont é&té isolés chez des patients souffrant de
sida et les 5 derniers sérotypes découverts 1'ont été chez cette
catégorie de malades (HIERHOLZER et al., 1988b).

Les organes les plus fréquemment touchés par ces infections
opportunistes sont le poumon et le foije. Comme ces infections
surviennent souvent accompagnées de coinfections par des champignons ou

des bactéries, i1 est difficile d'établir dans quelle mesure les
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adénovirus contribuent au décés des individus.

Gastroentérites : les sérotypes 40 et 41

Les adénovirus sont communément isolés & partir des féces de patients
souffrant de maladie respiratoire, méme sans symptomes de
gastroentérite, ce qui indique que 1la détection de virus fécaux
n'implique pas nécessairement une maladie intestinale (BRANDT et al.,
1969 ; FOX et al., 1969). Le réle pathologique d'un adénovirus isolé de
féces d'un patient souffrant de gastroentérite est souvent difficile &
€tablir (JONCAS et PAVILANIS, 1960 ; DUNKIN et HUTCHINSON, 1961). Dans
une é&tude réalisée sur deux groupes d'enfants, les uns souffrant de
gastroentérite, les autres de maladie respiratoire, un méme pourcentage
d'individus excrétait des adénovirus cultivables en culture cellulaire
(BRANDT et al., 1980). Ainsi une relation de cause & effet, entre
présence d'adénovirus et gastroentérite a été beaucoup plus Tongue &
établir que dans le cas des rotavirus par exemple (FLEWETT et al.,
1974 ; KAPIKIAN et al., 1974). Mais la situation a quelque peu évolué
lorsqu'il a été montré que deux sérotypes, 40 et 41, détectés pour la
premiére fois par FLEWETT et al. (1975) en microscopie électronique,
étaient responsables de la grande majorité des cas de gastroentérite a
adénovirus (BRANDT et al., 1985).

Le nombre de cas de gastroentérites virales est actuellement estimé &
200.000.000 par an dans le monde dont environ 30.000.000 seraient dus
aux adénovirus qui constituent la seconde famille de virus en importance
pour ce type de pathologie, aprés les rotavirus. Parmi ces 30.000.000 de
cas, 150,000 a 200.000 sont mortels. Ce sont les enfants du tiers-monde
qui sont les principales victimes de ce fléau.

Les Ad40 et Ad4l, d'abord appelés adénovirus entériques, ont ensuite
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été nommés fastidieux car ils ne peuvent &tre cultivés dans les systémes
de cultures cellulaires utilisées pour les autres adénovirus, Hela, KB,
HEp-2, HEK, etc. (KIDD et MADELEY, 1981 ; DE JONG et al., 1983), ce qui
a considérablement retardé leur découverte. En revanche, ils peuvent
étre produits, bien qu'en quantité restreinte, dans les cellules 293,
lignée cellulaire exprimant les unités de transcription précoce EIA et
E1IB de 1'Ad5 (GRAHAM et al., 1977), ce qui a amené certains auteurs &
émettre 1'hypothése selon laquelle le cycle lytique de ces virus serait
bloqué & un stade précoce dans les lignées cellulaires conventionnelles
(TAKIFF et STRAUS, 1982). Toutefois la détermination de la séquence
nucléotidique des régions E1A et E1B des Ad40 et Ad41 (VAN LOON et al.,
1987 ; ALLARD et WADELL, 1988 ; ISHINO et al., 1988) et la comparaison
avec la séguence correspondante de 1'Ad2 n'ont pas fait apparaitre de

maniére évidente 1a cause de ce défaut de croissance.

Autres syndromes

Dés 1955, peu aprés sa découverte, i1 a été démontré que 1'adénovirus
était wun agent infectieux pouvant provoquer des &pidémies de
kératoconjonctivite (JAWETZ et al., 1955). Ce sont principalement les
Ad8, Ad19 et Ad37 qui sont responsables de ces épidémies (DAWSON et al.,
1970 ; SPRAGUE et al., 1973 ; O'DAY et al., 1976 ; KEMP et al., 1983)
dont les cas ne doivent pas étre confondus avec ceux de kératite
accompagnant parfois Tes maladies respiratoires provoquées par
1'adénovirus. La maladie dure en général deux semaines mais peut, dans
les cas 1es plus graves, entrainer une infirmité visuelle permanente.

Des cas isolés de méningites, méningoencéphalites et encéphalites
dues & des adénovirus ont é&té également décrits dans la littérature,
provoqués notamment par 1'Ad3 et 1'Ad7 (LELONG et al., 1956 ; FAULKNER
et VAN ROOYEN, 1962 ; SIMILA et al., 1970).

Quant au cancer, la question de savoir si 1'adénovirus pouvait
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provoquer des cancers chez 1'homme s'est posée depuis la découverte du
caractére tumorigéne de ce virus vis-a-vis du hamster nouveau-né par
TRENTIN et al. (1962). Les recherches d'ADN d'adénovirus dans les
tumeurs humaines par les techniques d'hybridation moléculaire ont
toujours donné des résultats négatifs (MACKEY et al., 1979 ; GREEN et
al., 1979b ; WOLD et al., 1979) mais le débat n'est pas définitivement
clos car tous les types de cancers humains et tous les sous-groupes

d'adénovirus n'ont pas été testés

Prévention, diagnostic, thérapie

Concernant la prévention, un certain nombre de vaccins, constitués de
virus vivants ou inactivés, ont &t& mis au point (SMITH et al., 1970 ;
TOP et al., 1971a, 1971b ; TAKAFUJI et al., 1979) mais deux facteurs ont
considérablement freiné Tes vrecherches et 1le développement de ces
vaccins. Ce sont :

- la grande variété de ces virus du point de vue immunologique (47
sérotypes),
- le risque potentiel d'oncogénicité pour 1'homme des souches
vaccinales.

Diagnostic : Jusqu'@ ce jour, le diagnostic s'appuie encore largement
sur la méthode traditionnelle d'isolement du virus aprés croissance en
culture cellulaire. Toutefois, le grand inconvénient de cette méthode
est sa lenteur, elle nécessite en effet plusieurs jours a plusieurs
semaines. Des méthodes plus rapides ont €té mises au point ces derniéres
années, utilisant la technique d'hybridation moléculaire de 1'ADN viral
(RANKI et al., 1983 ; VIRTANEN et al., 1983 ; GOMES et al., 1985 ;
HYPPIA, 1985 ; KIDD et al., 1985 ; STALHANDSKE et al., 1985 ; TAKIFF et
al., 1985 ; HAMMOND et al., 1987), des techniques immunoenzymatiques
(JOHANSSON et al., 1985 ; PEREIRA et al., 1985 ; MORTENSSON-EGMUND et
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KJELDSBERG, 1986 ; SINGH-NAZ et NAZ, 1986 ; GOUVEA et al., 1987 ;
HERRMANN et al., 1987 ; SINGH-NAZ et al., 1988), des techniques
d'agglutination (GRANDIEN et al., 1987)} et d'immunomicroscopie
électronique (WOOD et BAILEY, 1987). Un chapitre de cette thése sera
consacré @ la mise au point d'une technique de diagnostic rapide des
adénovirus impliqués dans les gastroentérites.

Thérapie : Aucune thérapie antivirale spécifique des infections &
adénovirus n'existe pour le moment, contrairement aux infections dues

aux virus de 1'herpés et de 1'influenza.



_38_

IV. EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE DES ADENOVIRUS. LES TYPES GENOMIQUES.

En culture cellulaire au laboratoire, 1e§ adénovirus ne présentent
pas une variabilité génétique exceptionnellement élevée. Cultivées dans
trois laboratoires différents et aprés de nombreux passages, 39 souches
d'adénovirus présentaient toujours les mémes profils de restriction avec
trois enzymes (WIGAND et ADRIAN, 1986).

Toutefois, ces virus se présentent dans la nature sous une trés
grande diversité. Comme nous 1'avons vu, 47 sérotypes ont &té mis en
évidence chez 1'homme, sans parler des nombreux sérotypes d'adénovirus
animaux. I1 n'est donc pas é&tonnant que 1'on puisse isoler des souches
variantes dont les ADN sont différents mais dont les propriétés
sérologiques sont les mémes. Pour rendre compte de ces variations,
WADELL et al. (198C) ont introduit le concept de type génomique qui se
définit comme é&tant une souche d'un sérotype donné présentant un ou
plusieurs profils de restriction différents de la souche prototype du
sérotype considéré,

Suivant le nombre d'endonucléases de restriction utilisées et le
nombre de fragments analysés, on révélera une variation plus ou moins
grande du génome. Puisque chaque site de restriction est constitué d'un
petit nombre de paires de bases (souvent 6), on ne pourra pas affirmer
que deux souches présentant les mémes profils de restriction sont
identiques méme si des centaines de fragments ont &té comparés.

Deux systémes de nomenclature des types génomiques ont été proposés.
Le premier est un code numérique (ADRIAN et al., 1985b). Les profils
de restriction de la souche prototype portent le numéro 1. Par exemple,
si six endonucléases de restriction ont été wutilisées avec 1'Adé

prototype, celui-ci est codé Ad6/P : 111111. Les profils de restriction
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différents de celui du prototype prennent les numéros 2, 3, etc., les
enzymes é&tant classées par ordre alphabétique. Par exemple, si les

enzymes utilisées sont : BamHI, BglII, BstEII, EcoRI, HindIII et Smal,

le type génomique Ad6/3 : 123112 présente des profils de restriction
différents de ceux du protoype avec 3 enzymes, BglII, BstEIIl et Smal.

Ce systéme, trés précis, est toutefois un peu compliqué. Un autre
plus simple, proposé par LI et WADELL (1986), lui a été préféré. Dans ce
systéme, la souche prototype est notée p et les souches du méme sérotype
présentant des profils de restriction différents avec 1'endonucléase
BamHI sont désignées a, b, c, etc. dans 1'ordre dans lequel ces types
génomiques sont découverts. Les chiffres arabes placés aprés p, a, b, c,
etc. désignent les types génomiques différenciés par 1'utilisation
d'autres enzymes de restriction. Par exemple, Ad7pl est un type
génomique présentant le méme profil BamHI que 1'Ad7 prototype mais un
profil différent avec une autre enzyme.

Les différents types génomiques d'un méme sérotype peuvent parfois
aussi &tre distingués par 1'utilisation d'anticorps monoclonaux (VAN DER
AVOORT et al., 1989) ou par Tla technique d'immunomicroscopie
électronique en phase solide (SVENSSON et VON BONSDORFF, 1982).

La détermination des types génomiques permet de suivre la
distribution épidémiologique des souches d'adénovirus dans le temps et
dans 1'espace et permet de comparer leurs caractéres biologiques et
pathologiques.

Le terme épidémiologie moléculaire a é&té employé dés que 1'on a pu
caractériser par analyse de restriction les différentes souches virales
jsolées. Le but en est une analyse détaillée de la dissémination des
souches virales, soit sur une petite &chelle pour déterminer comment se

propage une épidémie, soit sur une grande échelle pour des é&tudes
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épidémiologiques plus générales. Cette approche s'est révéiée
particuliérement fructueuse dans le cas des Ad3 et Ad7. Ainsi WADELL et
al. (1985) et LI et WADELL (1986) ont publié une carte de la répartition
des types génomiques d'Ad7 dans le monde.

Un exemple de déduction pouvant étre tirée de ce genre de données
épidémiolcgiques concerne le Japon : Dans ce pays, de nombreuses
maladies respiratoires dues & 1'Ad3 mais peu dues a T1'Ad7 ont été
décrites. En Europe, la situation est inverse. Mais il se trouve qu'au
Japon, les souches isolées étaient Ad7p et Ad3a alors qu'en Europe, il
s'agissait des Ad7b, Ad7c et Ad3p. Ces résultats suggérent que les Ad7p
et Ad3p sont moins virulents que les autres types génomiques.

La cause de 1'apparition d'un nouveau syndrome peut aussi parfois
étre mieux comprise comme dans le cas de la conjonctivite & adénovirus
pour laquelle i1 a €té montré que le type génomique Adl9a était en cause

(WADELL et DE JONG, 1980).

Dans cette thése, nous présentons nos travaux de recherches menés sur
la caractérisation de types génomiques d'adénovirus humains des
sous-groupes B, C, D et E. Pour une meilleure caractérisation de ces
variants, nous avons parfois eu besoin de dresser des cartes de
restriction, elles sont &galement présentées. Les deux derniers
chapitres sont consacrés aux adénovirus fastidieux, sérotypes 40 et 41,
qui sont certainement les plus importants sur le plan médical par les
gastroentérites qu'ils provoquent, mais qui n'ont pour 1'instant été que

trés peu étudiés.
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I. CULTURE CELLULAIRE ET PREPARATION DE VIRUS

Les lignées cellulaires utilisées

Dans ce travail, ncus avons utilisé Tles lignées cellulaires
suivantes : Hela, HEp-2, KB8, KB16, KB18, HRT18 et 293.

Les lignées KB8, KB16 et KB18 ont é&té obtenues & partir de la Tignée
humaine KB par introduction d'un plasmide contenant 1'extrémité gauche
du génome de 1'Ad2. KB8 exprime la région E1A de 1'Ad2, KB16 exprime les
régions EIA et EIB et KB18 exprime 1la région E1B (BABISS et al.,
1983). Nous remercions le Dr. YOUNG (Columbia University College of
Physicians and Surgeons, New-York, N.Y., U.S.A.) qui nous a aimablement
fourni ces trois lignées.

La lignée HRT18 est une lignée humaine provenant d'un adénocarcinome
du rectum (TOMPKINS et al., 1974). Nous tenons & remercier le Dr.
LAPORTE (INRA, Thiverval-Grignon) qui nous a gentiment envoyé cette
Tignée.

La lignée 293 a été 1isolée par transformation de cellules
embryonnaires de rein humain par des fragments d'ADN d'Ad5, elle exprime
les oncogénes E1A et E1B de ce virus (GRAHAM et al., 1977).

En monocouche, les cellules sont cultivées dans des flacons de
marque Falcon 3 une température de 37°C en milieu de Dulbecco (marque
Flow) contenant 5% de sérum de veau foetal et 5% de sérum de veau
nouveau-né, irradié aux rayons , sauf pour les Tignées HRT18 et 293
pour lesquelles on utilise du sérum de veau foetal a 10%.

En suspension, les cellules KB sont cultivées a 37°C en agitation
dans du milieu MEM modifié par Joklik (F13 de Flow) et contenant 5% de
sérum de cheval. Pour les cellules 293, on procéde de la méme maniére

mais on ajoute au sérum de cheval 2% de sérum de veau nouveau-né.
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Propagation des virus en culture cellulaire

La suspension virale est mise au contact de cellules en monocotiche
subconfluentes, dans un volume minimum de milieu de culture sans sérum,
d peine suffisant pour éviter le desséchement des cellules. Aprés une
heure & 37°C, on ajoute du milieu de DULBECCO additicnné de 2% de sérum
de veau. Lorsque 1'effet cytopathique est total, les cellules sont
centrifugées a 2 000 g pendant 10 min et reprises dans 1/5 du volume
initial de tampon TH (Tris 10 mM pH 8, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM). Les
cellules sont alors congelées et décongelées trois fois, elles éclatent
et libérent les virions. Au passage ultérieur, pour infecter un méme

nombre de cellules, on utilise 1/5 de cette suspension virale,

Purification des virus

Elle se fait aprés multiplication virale dans des cellules KB ou 293
en suspension. Les cellules, a la concentration de 4,5 x 105
cellules/ml, sont centrifugées & 2 000 g pendant 10 min. Le culot
cellulaire est repris dans 1/20 du volume initial de milieu F13, sans
sérum. Les cellules sont infectées & raison de 20 particules virales par
cellule. Aprés 1 h d'adsorption virale & 37°C en agitation, Tle
mélange cellules + virus est dilué au 1/20 dans du milieu F13 contenant
2% de sérum de veau nouveau-né,

Le cycle viral se déroule 3 37°C pendant 40 h durant lesquelles les
cellules restent en agitation. Les cellules infectées sont alors
centrifugées a 2 000 g pendant 10 min. Le culot cellulaire est repris
dans le tampon TH. Aprés trois cycles de congélation-décongélation et
addition d'un volume é&gal de fréon F113 (E.I. du Pont de Nemours & Co,
Inc., Wilmington, Del., U.S.A.), 1la suspension est homogénéisée a

T'ultra-Turrax 2 min & 4°C. Les débris cellulaires sont é&liminés par
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centrifugation a 6 500 g pendant 20 min, & 4°C. La phase aqueuse
supérieure est reprise, déposée sur un coussin de CsCl de densité 1,43
et centrifugée 1 h & 65 000 g, & 4°C.‘ Les particules virales,
concentrées en une bande opalescente, sont récupérées & 1'aide d'une
seringue et repurifiées sur gradient isopycnique de CsCl de densité 1,34
par centrifugation & 110 000 g pendant 16 h, & 4°C. Les particules sont

récoltées, mélangées d un méme volume de glycérol et stockées a -20°C.

Extraction des virus directement & partir de féces

La technique employée dont on lira le protocole ci-dessous a &té mis
au point par nous-mémes. Signalons qu'une technique similaire a é&té
publiée par BUITENWERF et al. (1985).

S'ils sont solides, les échantilions de féces sont soumis avant
traitement a trois cycles de congélation-décongélation. On mélange 1 d 2
grammes de féces & 3,5 ml de tampon TE (Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM). On
ajoute un volume é&gal de fréon F113 et 1le mélange est agité
vigoureusement pendant 2 min. Apré&s centrifugation & 2 000 g pendant 10
min le surnageant contenant les particules virales est déposé au sommet
d'un double coussin de chlorure de césium et de saccharose. Le coussin
inférieur est composé de 0,7 ml de CsCl de densité 1,43 et le coussin

supérieur de 0,7 ml de saccharose & 40%. On centrifuge & 110 0CC ¢
pendant 1 h @ 4°C dans un rotor Beckman SW50.1. Un volume de 1 ml est
collecté @ 1'interface CsCl-saccharose, 13 ol viennent se concentrer les

virus, et dialysé 4 fois 30 min contre un litre de TE.
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II. MISE EN EVIDENCE ET CARACTERISATICN DES VIRUS EN CULTURE

ELISA

Les cellules infectées sont congelées et décongelées 3 fois dans leur
milieu de culture et la présence d'antigénes viraux est détectée par
ELISA d'aprés la méthode de PEREIRA et al. (1985). L'anticorps de
capture utilisé pour la sensibilisation des plaques est un sérum de
chévre post-immun anti-adénovirus. Comme antigéne, on wutilise Ila
culture de cellules infectées sans traitement particulier, simplement
congelée et décongelée 3 fois et diluée. L'anticorps détecteur est un
sérum de cobaye anti-adénovirus. Le conjugué de révélation est un sérum
de lapin anti-IgG de cobaye conjugué 3 la peroxydase et mélangé a du
sérum de chévre non immun destiné & bloquer la réaction résiduelle non

spécifique pouvant survenir entre le conjugué et Te sérum de capture,

Séroneutralisation

Les souches virales ont &té testées de la maniére décrite par LEITE
et al. (1985) avec des antisera fournis par le "Central Public Health

Laboratory", Colindale, Londres, Grande-Bretagne.

I1I. PREPARATION DE L'ADN VIRAL

A partir de virus purifiés

Les virus sont dialysés contre du tampon TE puis digérés pendant 3 h
a 37°C par 1 mg/ml de protéinase K en présence de 0,5% de sarcosinate de

sodjum. Aprés addition de CsCl jusqu'd une densité 1,7, 1'ADN est
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centrifugé & 110 0C0 g pendant 72 h a 18°C. La fraction contenant 1'ADN
est repérée sous lumiére ultra-violette aprés addition de bromure

d'éthidium puis dialysée contre le tampon TE et stockée & 4°C.

A partir de cellules infectées

La préparation d'ADN viral se fait par la méthode de HIRT (1967)

modifiée par WADELL et DE JONG (1980). Cette préparation se fait a

6 et 5 x

partir d'une petite quantité de cellules, comprise entre 2 x 10
106. Aprés apparition d'un effet cytopathique total, les cellules sont
centrifugées 10 min & 2 000 g, lavées dans le tampon PBS (NaCl &0 g ;

KCT 2 g Na2HP04, 20 29 g 3 KH2P04 2 g H2

recentrifucées et reprises dans 0,5 ml de tampon Tris 10 mM pH 7,4, EDTA

12 H 0 gqsp 2 500 ml),
10 mM. On additionne 0,6% de SDS et on laisse agir 10 min & 20°C et 5
min & 60°C. Aprés digestion par 50 ug/ml de protéinase K durant 1 h &
37°C, une solution de NaCl 5 M est ajoutée goutte d& goutte jusqu'a
obtenir une concentration finale de 1 M, le Tlysat est alors agité
doucement pendant 10 min puis laissé a 4°C pendant une nuit. Dans ces
conditions, 1'ADN cellulaire précipite alors que 1'ADN viral, beaucoup
plus petit, reste en suspension. On centrifuge ensuite durant 1 h &
12 000 g puis le surnageant est digéré pendant 2 h & 37°C par 30 ug/mi
de RNase A puis 2 h 30 & 1a méme température par 50 ug/ml de protéinase

K. L'ADN est ensuite extrait au phénol, précipité & 1'éthanol, séché et

repris dans un petit volume de tampon TE.

Directement & partir de féces

Aprés dialyse de la fraction contenant les virus (voir Matériels et
Méthodes, chapitre I, extraction des virus directement & partir de

=

féces), le dialysat est digéré pendant 3 h & 37°C par addition de 50
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ug/ml de protéinase K et de 0,5 % de sarcosinate de sodium. L'ADN est
ensuite extrait au phénol, précipité par 1'éthanol 20 min & -70°C et
centrifugé 15 min & 38 000 g & 4°C. Le culot est séché sous vide et
repris dans un petit volume d'eau distillée. L'ADN est alors

suffisamment pur pour étre digéré par les endonucléases de restriction.

IV. PROFILS ET CARTES DE RESTRICTION

Enzymes de restriction

Les enzymes suivantes ont été utilisées dans ce travail : BamHI,

Bcll, BglIl, BstEII, BstXI, Clal, Dral, EcoRI, HindIII, Hpal, KpnI,

Miul, Ndel, Nrul, PstI, Sall, Smal, Sfil, SphI, Xbal et Xhol.

Toutes sont de la marque Boehringer sauf BstXI et Sfil (Biolabs).
Elles sont wutilisées selon 1les prescripticns des fournisseurs.
La firme Boehringer notamment fournit un ensemble de 5 tampons de

digestion qui donne de bons résultats.

Electrophorése en gel d'agarose

Le gel, contenant 0,8% d'agarose, est placé en position horizontale
et immergé dans un tampon TBE (Tris 89 mM pH 8, acide borique 89 mM,
EDTA 2 mM). Aprés 4 h de migration & 80 V, le gel est placé 30 min dans
une solution de bromure d'éthidium & 0,5 mg/ml. Les bandes d'ADN sont
alors visualisées sous lumiére ultra-violette et photographiées avec un
appareil Polaroid. Les films utilisés sont des films Polaroid références
667 (positif seul) ou 665 (positif + négatif).

Les gels contenant des fragments de restriction que 1'cn veut
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hybrider sont dénaturés pendant 30 min dans une solution NaOH 0,5 M,
NaCl 2,5 M puis neutralisés pendant 30 min dans une soluton d'acétate de
sodium 3 M, pH 5,5. L'ADN est ensuite transféré une nuit sur filtre de
nitrocellulose (SOUTHERN, 1975) et fixé par chauffage sur le filtre dans

une étuve sous vide & €G°C pendant 2 h.

Electrophorése en gel de polyacrylamide

Le gel de résolution est un gel & 7,5% polymérisé dans un tampon Tris
pH 8,8, Tle rapport acrylamide / bis-acrylamide est 50/1,3. Le gel
d'espacement est un gel & 3,5% polymérisé dans un tampon Tris pH 6,8
avec le méme rapport acrylamide / bisacrylamide. Le tampon de cuve est

un tampon Tris 0,025 M, Glycocolle 0,192 M pH 8,4.

Construction des cartes de restriction

Pour les sérotypes dont on connaissait déja des cartes de restriction
(sérctypes 2, 3, 4 et 5), 1'emplacement des sites de restriction a été
déterminé comme suit. 1 pg d'ADN d'adénovirus était digéré par
1) une enzyme de restriction X dont la carte de restriction était connue
2) une enzyme Y dont on voulait déterminer 1'emplacement des sites de

restriction
3) les enzymes X et Y simultanément.

Les enzymes X ont été choisies parmi les suivantes : BamHI, BclI, BglII,

EcoRI, HindIII, Hpal, KpnI, Sall et XhoI. Aprés électrophorése en gel

d'agarcse, les fragments de restriction é&taient comparés avec des
fragments de référence et leur masse moléculaire calculée.

Pour les sérotypes 9 et 19 pour lesquels aucune carte de restriction
n'avait é&té préalablement déterminée, 1'orientaticn des cartes de

restriction par rapport & 1'orientation conventionnelle des cartes
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physiques d'adénovirus a été é&tablie par hybridation de fragments de
restriction transférés par la méthode de SOUTHERN (1975) avec des
plasmides recombinants ccntenant des fragments d'ADN d'Ad2 et marqués de
maniére radioactive . Les plasmides utilisés ont é€té choisis parmi les
plasmides que nous avions isolés lors de travaux antérieurs : le pVM214
contient la région s'étendant de 0 & 7,8 unités génome (LEITE et al.,
1986), le pVM562 posséde la région 0-29 unités génome et le pVM521 la
région 29-59 unités génome (D'HALLUIN et al., 1984).

V. CLONAGE ET HYBRIDATIONS MOLECULAIRES

Transformation

La souche bactérienne utilisée est la souche HB101 qui est un hybride

Escherichia coli K-12 - Escherichia coli B. Son génotype est : Pro, Leu,

Thi, LacY, hsd20, endA, recA, rpsL20, ara-14, galK2, xyl-5, mtl-1,
supE44. Elle est employée pour 1'obtention et 1'amplification de
plasmides en vue de leur purification.

Les bactéries sont cultivées sous agitation & 37°C, dans 20 ml de
milieu LB (extrait de levure 5 g/1, peptone 10 g/1, NaCl 5 g/1). Quand
la culture atteint une densité optique de 0,6 & 580 nm, elle est
centrifugée & 6 000 g pendant 10 min, & 4°C. Les bactéries sont lavées
dans 10 ml de CaC12 0,1 M, recentrifugées, reprises dans 10 ml de CaC]2
0,1 M, laissées 20 min & 4°C, centrifugées une dernidre fois, reprises
dans 0,5 ml de CaC12 0,1 M et réparties en aliquotes de 0,1 ml. A chaque
aliquote sont ajoutés 25 pl d'une solution d'ADN transformant. Aprés 20

min dans la glace, cinq cycles de chocs thermiques 37°C - 4°C de 1 min
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chacun sont effectués. La suspension est ensuite conservée 15 min & 4°C
puis 1,5 m1 de milieu 2XTY (extrait de levure 10 g/1, tryptone 16 g/1,
NaCl 5 g/1) sont ajoutés et la suspension est mise en agitation 45 min &
37°C, ce qui permet aux cellules ayant rec¢u le plasmide d'exprimer les
génes de résistance d 1'antibiotique. On étale alors 0,2 ml et 0,8 ml de
culture sur deux boites de Pé&tri contenant du milieu LB gélosé a 15 g/1
et 1'antibiotique servant de marqueur de résistance. Les boites sont
incubées 18 h a 37°C et les clones résistants a 1'antibiotique sont

isolés.

Sélection des clones par la taille

Elle se fait selon la méthode d'ECKHARDT (1979). Chaque clcone est
étalé sur une boite de Pétri contenant du milieu LB gélosé +
antibiotique. Une anse de bactéries est mise en suspension dans 500 ul
de tampon TE. Aprés centrifugation 10 min a 5 000 g, le culot est repris
dans 60 ul d'une solution TBE-25 % saccharose contenant 1 mg/ml de
lysozyme et 50 pg/ml de RNase A. Les bactéries sont ensuite déposées sur
un gel d'agarose a 0,8 %. A chaque é&chantillon, sont additionnés 20 ul
d'une solution de SDS & 1%, bleu de bromophénol 0,05%, saccharose 50%,
puis 1'@lectrophorése est effectuée & 90 V pendant 4 h. Les plasmides
migrant moins vite, et donc ayant une taille plus importante que le

témoin plasmide vecteur, sont sélectionnés comme plasmides recombinants.

Préparation des plasmides

Les clones sélectionnés sont mis en culture dans 30 ml de miljeu LB
contenant un antibiotique (ampicilline 50 pg/ml) pendant 3 h & 37°C,
sous agitation. 10 ml de culture sont ajoutés & 200 ml de milieu LB et

incubés & 37°C, sous agitation, jusqu'a atteindre une densité optique de
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1 @ 580 nm. On ajoute alors 1 ml de chloramphénicol & 34 mg/ml et Ta
culture est laissée 18 h en agitation puis centrifugée 10 min & 6 000 g
et le culot repris dans 3 ml de Tris 50 mM pH 8, saccharose 25%. Les
bactéries scnt placées & 4°C et 1 ml d'une solution de lysozyme & 10
mg/ml est ajoutée. Aprés 5 min, 1 ml d'EDTA 0,2 M est additionné et
aprés 10 min, 5 ml d'une solution Tris 50 mM pH 8, EDTA 20 mM, Triton
0,1% sont ajoutés et Tes débris cellulaires sont sédimentés par
centrifugation a 150 000 g pendant 45 min & 4°C. On mélange alors 8,6 ml
de surnageant, 8,6 g de CsCl et 86 ul d'une solution & 5 mg/ml de
bromure d'éthidium. Aprés centrifugation & 300 000 g pendant 20 h a
16°C, la bande d'ADN plasmidique est récupérée, le bromure d'éthidium

éliminé par extraction & 1'isopropanol et les plasmides dialysés contre

du tampon TE (SINSHEINER, 1977).

Marquage des sondes et hybridations

Le marquage des sondes de maniére non radioactive, 1'hybridation et
la visualisation enzymatique des séquences complémentaires de la sonde
ont &té réalisés suivant la méthode colorimétrique & la peroxydase de
RENZ et KURZ (1984). L'ADN d'Ad2 et un plasmide recombinant contenant un
fragment de restriction d'Ad4l, numéro 41-27, ont été utilisés comme
sondes. Ce plasmide est linéarisé par digestion avec 1'endonucléase de
restriction BamHI. Les ADN sont dénaturés par chauffage & 100°C pendant
5 min suivi d'un brusque refroidissement dans la glace. La peroxydase
préalablement attachée a la polyéthyléneimine est alors 1iée de maniére
covalente & 1'ADN dénaturé comme décrit par RENZ et KURZ (1984).

La préhybridation est effectuée pendant 1 h & 37°C dans la solution

de Denhardt 10 fois concentrée (solution de Denhardt : Ficoll 0,2 % ;

Polyvinylpyrollidone 0,2 % ; Sérumalbumine bovine fraction V 0,2 %) dans
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un tampon 4 x SET (SET : Tris 120 mM pH 8 ; NaCl 0,6 M ; EDTA 4 mM)
additionné de 0,1% de SDS. |

Le filtre est ensuite placé dans la solution d'hybridation (formamide
50% ; polyéthyléne glycol 8 000 6% ; solution de Denhardt 2 fois con-
centrée ; 4 x SET ; SDS 0,1% ; tRNA de levure 30 ug/ml) et incubé en
agitation pendant 1 h & 37°C. La sonde est ensuite ajoutée a la concen-
tration de 0,1 pug/ml et 1'hybridation a 1ieu durant une nuit a 37°C. Le
filtre de nitrocellulose est alors lavé 2 fois 30 min a 37°C dans une
sclution de formamide 50%, SDS 0,4%, 2 x SSC (SSC : citrate de sodium
0,015 M pH 7,2 3 NaCl 0,15M) et 2 fois 30 min & température ambiante
dans du 2 x SSC.

La visualisation des séquences complémentaires de la sonde se fait
par réaction enzymatique entre la peroxydase et 1'orthodianisidine. Le
substrat préparé extamporanément, soit 6 mg d'orthodianisidine dissout
dans 2 ml d'éthanol, est additionné & 10 ml de tampon Tris 100 mM pH
7,4, imidazole 10 mM, Aprés addition de 10 pl d'eau oxygénée a 30 %, on
laisse la réaction se dérouler 5 & 15 minutes dans 1'obscurité a
température ambiante, puis le filtre est lavé dans 1'eau et fixé 30 min
en méthanol 50%, acide acétique 10%, glycérol 10%. I1 est ensuite séché

entre deux feuilles de papier Whatman 3MM & 37°C.
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I. CARTES DE RESTRICTION DES ADENOVIRUS HUMAINS SEROTYPES 2, 3, 5, 9 ET

19

Au cours de notre travail nous nous sommes intéressés d'une part a
1'épidémiologie moléculaire et & la variabilité génomique des adénovirus
humains et d'autre part & la régulation des génes de ces virus. C'est
essentiellement le premier aspect qui sera développé dans ce manuscrit.
Les deux types d'études nécessitent cependant une bonne connaissance de
la structure de 1'ADN viral. On peut distinguer 5 critéres apportant des
informations quant & la structure du génome. Par ordre croissant
d'intérét : le pourcentage GC, le pourcentage d'homologie entre 1'ADN de
deux souches virales, les profils de restriction, les cartes de
restriction et bien entendu 1a séquence nucléotidique de 1'ADN & Etudier
dont Ta détermination nous donne 1'information la plus compléte. Comme
i1 n'est pas possible, dans les conditions actuelles, de déterminer
rapidement la séquence nucléotidique compléte d'une souche d' adénovirus
que 1'on a isolée, la taille du génome étant approximativement de 36 000
paires de bases, la construction de cartes de restriction reste une
méthode de choix d'analyse structurale du génome.

Pour les sérotypes 3, 5 et 19 pour Tlesquels nous avons mis en
évidence de nouveaux types génomiques comme nous le verrons plus bas,
ainsi que pour le sérotype 9, nous avons construit un certain nombre de
cartes de restriction que nous présentons ci-dessous. Le sérotype 2 est
le seul dont la séquence nucléotidique compléte ait été déterminée
(GINGERAS et al., 1982 ; AKUSJARVI et al., 1984 ; ALESTROM et al.,
1984 ; ROBERTS et al., 1984, 1986). Avant publication de cette
séquence, nous avions établi un certain nombre de cartes de restriction

de ce sérotype. Nous présentons ici ces cartes, essentiellement dans un
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but de comparaison avec le sérotype 5, extrémement proche du point de
vue structural. Le sérotype 4 fera 1'objet du chapitre III de ces
résultats ol 1'on trouvera les cartes correspondantes.

Les cartes présentées sont les cartes des souches prototypes & partir
desquelles i1 est relativement aisé de construire les cartes des autres
types génomiques (variants) du méme sérotype car ils possddent toujours
un certain nombre de sites de coupure communs. Les endcrucléases de
restriction choisies ont une spécificité étroite : elles reconnaissent
une séquence de 6 ou 8 paires de bases et de ce fait, le nombre de sites
de coupure est relativement faible, en général inférieur 3 10 pour un
génome contenant environ 36 000 paires de bases. La taille de certains
fragments de restriction est donc importante, de 1'ordre de 40% a 60% du
génome et de grands fragments de ce type sont particuliérement utiles

Torsque 1'on veut construire "in vitro" un ADN viral muté (par
délétions, insertions, substitutions) dans le but d'obtenir un virus

mutant.

Ad3
La figure Rl montre les cartes de restriction que nous avons dressées

pour 1'Ad3. Les enzymes utilisées sont BglII, BstEII, Mlul, Ndel, Nrul

et Sfil. On peut remarquer que deux endonucléases de restriction, Mlul
et Sfil, ne possédent aucun site de reconnaissance sur le génome. Ceci
constituait la premiére observation de 1'absence de clivage d'un ADN
d'adénovirus par une enzyme de restriction.

La figure R2 est une compilation des 19 cartes de vrestriction
actuellement connues pour 1'Ad3. Les cartes de restriction n'ayant pas
été déterminées lors de ce travail avaient &té publiées par D'HALLUIN et

al. (1983) et par TIBBETTS (1977).
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Figure R1. Cartes de restriction de 1'Ad3 avec les enzymes Eglll,
BstEII, Miul, Ndel, Nrul et Sfil. Sous le nom de 1'enzyme
figure la séquence nucléotidique reconnue. La barre indique
1'emplacement exact du site de coupure. Les nombres indiquent
les coordonnées des sites de coupure exprimés en unités
génome. Le génome entier contient 100 unités génome. Les
fragments de restriction ont &té classés par ordre de taille
décroissante : A, B, C, etc.

N : Nucléotide dont 1a nature n'influence pas la
reconnaissance par 1'enzyme.
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Fig. R2. Compilation des cartes de restriction actuellement connues pour

1'Ad3.
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Ad2/Ad5 .

La figure R3 rassemble les cartes de restriction que nous avons
construites pour 1'Ad5 et 1'Ad2. Ces deux sérotypes ont &té groupés car
ils appartiennent au méme sous-groupe C et parce que leurs génomes
présentent un pourcentage d'homologie extrémement élevé, de 1'ordre de
99 %. Pour ces deux sérotypes, les deux mieux connus parmi les
adénovirus humains, nous avons réalisé une compilation portant sur 20
enzymes de restriction et 250 sites de coupure. C'est le schéma de la
figure R4, I1 @&tait intéressant de savoir si certainrs zones du génome
étaient particuliérement variables d'un sérotype & 1'autre. Le tableau
R1 nous apporte quelques é&léments de réponse. Le génome a €té divisé en
4 zones suivant les unités de transcription. Nous pouvons voir que plus
1'on se dirige vers la droite du génome, plus le pourcentage de sites
communs aux deux sérotypes diminue et donc plus la variabilité du géncme
augmente. On notera que tous les sites de restriction situés dans Tes
deux oncogénes El1A et E1B, a 1'extrémité gauche du génome, sont
conservés. D'une maniére générale, 81% de§ sites sont communs aux deux
sérotypes.

En revanche , si 1'on compare les cartes de restriction de 1'Ad3
appartenant au sous-groupe B et celles de 1'Ad2 et de 1'Ad5, du
sous-groupe C, on constate que trés peu de sites de restriction sont

communs aux trois génomes.

Ad9/Ad19

La figure R5 représente les cartes de restriction de 1'Ad9 et de
1'Ad19, deux virus du sous-groupe D, avec 7 endonucléases. Pour Te
sous-groupe D, seules avaient &té publiées des cartes de restriction de

1'Ad8 (TAKACS et al., 1983). Toutefois ce sérotype occupe une position
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Fig. R3. Cartes de restriction des Ad5 et Ad2 avec les enzymes BstEII,
Miul, NdelI, Nrul et Sfil.
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Fig. R4, Compilation des cartes de restriction de 1'Ad5 actuellement
connues et comparaisen avec 1'Ad2.
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TABLEAU R1. COMPARAISON DES SITES DE RESTRICTION SUR LES GENOMES D'ADENOVIRUS

TYPES 2 ET 5
Lone sur Unités de Sites Sites en Pourcentage de
1'ADN en transcription uniques commun sites en commun
u.g. (a) (b) Ad2 Ad5 (c)

0-11,2 E1A, E1B 0 0 24 100
11,2-62,3 E2B, L1, L2, L3 13 9 114 84
62,3-80,0 E2A, L4 5 5 36 78
§0,0-100 E3, L5, E4 11 5 28 64

0-100 Génome complet 29 19 202 81

(a) Le génome de 1'adénovirus est communément divisé en 100 parties égales
appelées unités génome (u.g.). L'unité de transcription E1A, la premiére & 8tre
exprimée durant le cycle lytique, est située prés d'une extrémité du génome.
Par convention, cette extrémité est appelée extrémité gauche et représente

1'u.g. 0.
(b) E = Early = Précoce.
L = Late = Tardif.

(c) Les nombres indiquent le nombre de sites en commun sur les deux génomes. Par
exemple, le nombre 24 (sites en commun) signifie 12 sites sur le génome
d'Ad2 et 12 sites sur le génome d'Ad5.
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Fig. R5. Cartes de restriction des Ad9 et Adl19 avec les enzymes BamHI,
Clal, EcoRI, HindIII, Mlul, Ndel et Sfil.
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tout-a-fait particuliére dans ce sous-groupe car le nombre de fragments
de restriction d'ADN d'Ad8 comigrant avec les fragments de restriction
d'un autre sérotype est beaucoup plus petit que pour n'importe quel
autre sérotype du méme sous-groupe (ADRIAN et al., 1986). Ainsi, en
1'absence de cartes préalablement établies, i1 a été nécessaire, pour
ces sérotypes 9 et 19, de vrecourir & la technique d'hybridation
moléculaire en wutilisant comme sondes des plasmides recombinants
contenant un fragment d'ADN d'adénovirus afin de savoir o0 se trouvaient
la gauche et la droite du génome et de 1'orienter suivant la convention
en vigueur décrite dans la 1égende du tableau R1. En comparant les
cartes de restriction des deux sérotypes comme nous 1'avens fait pour le
couple Ad2/Ad5, on peut observer que dans les 40% situés a gauche du
génome, tous les sites sont communs aux deux sérotypes, et qu'en
revanche la majorité des sites localisés dans le quart droit du génome
ne le sont pas, ce qui semble indiquer, 13 encore, une variabilité

génétique plus grande dans cette région,
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II, MISE EN EVIDENCE DE NOUVEAUX TYPES GENOMIQUES D'ADENOVIRUS HUMAINS

A. NOUVEAUX TYPES GENOMIQUES D'Adl, Ad3 ET Ad5 (SAC PAULG)

Les adénovirus sont couramment isolés dans les féces de patients,
souvent trés jeunes, atteints de gastroentérite. Ils ont également é&té
isolés, a des fins de recherche, chez des sujets en bonne santé. Des
adénovirus provoquant des maladies respiratoires peuvent également Etre
excrétés durant la maladie. Certains auteurs ont trouvé que chez les
patients ayant une diarrhée, la fréquence d'isolement des adénovirus
était plus grande que dans le groupe contrdle (GARDNER et al., 1960 ;
MOFFET et al., 1968). Pour d'autres auteurs en revanche, cette
fréquence était similaire (YOW et al., 1970). Une é&tude assez ancienne
mais portant sur un trés grand nombre de cas, a montré que 0,5% des
enfants en bonne santé de moins de 4 ans excrétaient des adénovirus, ce
pourcentage étant d'autant plus élevé que les enfants é&taient plus
jeunes  (GALBRAITH, 1965). Les types retrouvés, identifiés par
séroneutralisation, étaient, par ordre décroissant, Ad2, Adl, Ad5, Ad?l,
Ad3 et Ad15. Mais jusqu'a maintenant rien n'était connu sur les types
génomiques présents dans les féces de sujets non malades car 1'analyse
de restriction n'en avait jamais été faite. La caractérisation des types
génomiques présente pourtant un grand intérét du point de vue
épidémiologique et aussi pour déterminer si @ un type donné correspond
ou non une plus grande virulence. Nous avons procédé a 1' identification
de ces types génomiques & partir des féces de jeunes enfants vivant a
Sao Paulo, Brésil. De nombreux types génomiques (variants) avaient déja
été isolés chez 1'adénovirus, sérotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11,

19, 21, 31, 37, 40 et 41 ( voir revue de WIGAND et ADRIAN, 1986) mais
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trés peu 1'avaient été en Amérique Latine, et aucun dans 1'Etat de Sao
Paulo, ce qui accroissait, a priori, la probabilité de rencontrer de
nouveaux types génomiques.

Des échantillons fécaux donc ont été collectés & partir de 1060
enfants, 59 filles et 41 gargons, vivant tous dans le méme quartier
pauvre (bidonville) de la ville de Sao Paulo. Chaque ~fant a &té suivi
de la naissance & 1'dge de 18 mois. Les féces étaient collectées
systématiquement tous les mois et une collecte supplémentaire était
faite chaque fois qu'un enfant é&tait malade, qu'il s'agisse d'une
gastroentérite ou non. La présence d'antigénes d'adénovirus dans Tles
féces a été détectée par ELISA. Sur un total de 1345 échantillons, 53
(3,9%) contenaient des antigénes d'adénovirus. Sur ces 53, 29
provenaient d'enfants en bonne santé, 16 d'enfants malades, et 8
d'enfants dont 1'état de santé n'avait pas été enregistré lors de la
collecte. Les données concernant ces &chantillons positifs figurent dans
e tableau RZ2. Sur 1'ensemble des prélévements, des antigénes
d'adénovirus ont été détectés dans les féces de 35 enfants, 19 filles et
16 garcons, soit 35% de 1'échantillonage, ce qui est un pourcentage
considérable.

Nous avons infecté des cellules HEp-2 avec des suspensions fécales
provenant de 37 échantillons Ad-positifs et les virus contenus dans ces
suspensions ont été cultivés jusqu'a apparition d'un effet cytopathique.
Nous ne sommes parvenus qu'd cultiver 16 souches (43% des é&chantillons
Ad-positifs). Tous les é&chantillons pour lesquels nous n'avons pas
obtenu de croissance virale sur cé]]u]es HEp-2 ont é&té inoculés sur
cellules 293, ceci afin de détecter d'éventuels adénovirus fastidieux,
sérotypes 40 et 41, dont la croissance sur ce dernier type de cellules

est satisfaisante alors qu'elle ne 1'est pas sur HEp-2. Cependant, aprés
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TABLEAU R2. ECHANTILLONS DE FECES CARACTERISES COMME Ad-POSITIFS EN ELISA

e - = o - e S B S e sy S D D S SR e G B G G e B D SR e T W R E SR N SR AR e G e e e e M N A A Gm e R e BN WD SR R M e es e G S W S W e

Echantillon Date de Sexe Age Diagnostic
(a) collecte

01-02 09/84 F 2 mois sain
02-10 11/85 F 16 mois MR (b)
11-07 12/84 F 3 mois fiévre
14-12 12784 F 4 mois sain
20-13 11/84 F 4 mois sain
21-05 11/84 M 3 mois sain
22-07 01/85 M 4 mois sain
22-09 03/85 M 6 mois sain
22-10 07/85 M 10 mois diarrhée
23-12 07/85 M 11 mois ?
24-06 11/84 M 4 mois MR
25-02 09/84 F 1 mois sain
25-10 04/85 F 8 mois fiévre - MR
26-21 10/85 M 14 mois sain
26-22 10/85 M 14 mois sain
30-03 11/84 F 3 mois ?
30-05 01/85 F 5 mois MR
32-03 09/84 F 1 mois sain
32-10 01/85 F 5 mois ?
33-04 11/84 M 3 mois sain
33-05 11/84 M 3 mois ?
33-07 12/84 M 4 mois MR
35-02 10/84 M 2 mois sain
36-03 11/84 F 3 mois ?
37-02 11/84 F 2 mois ?
38-09 02/85 F 5 mois sain
39-04 10/85 M 13 mois varicelle
42-05 01/85 F 4 mois sain
53-02 10/84 F 1 mois sain
58-08 12/84 M 3 mois sain
60-09 08/85 M 11 mois sain
62-08 11/84 M 2 mois sain
62-15 03/85 M 6 mois ?
62-22 10/85 M 13 mois ?
63-03 10/85 F 13 mois diarrhée
63-04 11/84 F 2 mois sain
63-05 11/84 F 2 mois sain
65-17 10/85 F 13 mois sain - anémie
66-04 10/84 M 1 mois sain
68-15 06/85 M 10 mois MR - fiévre
74-04 10/84 F 2 mois sain
75-06 12/85 F 3 mois sain
91-06 01/85 F 3 mois diarrhée
92-07 01/85 M 3 mois sain
95-06 01/85 M 3 mois sain
96-05 01/85 F 2 mois diarrhée
96-06 01/85 F 3 mois MR
96-07 03/85 F 5 mois sain - anémie
97-05 01/85 F 3 mois diarrhée
97-08 03/85 F 5 mois sain - anémie
97-09 04/85 F 6 mois fiévre
97-10 05/85 F 7 mois sain
97-11 05/85 F 7 mois MR

- W GT  — —t  W ED ER  En e B e = S o o A D G R R R SR AN D N D SR e e e G R g e A WE S T D D N D G G N W S e G S D N SN N R S G N W W G W OB AR e e S e e

a) N° de 1'enfant - n° du prélévement ; b) MR : maladie respiratoire
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3 passages sur cellules 293, nous n'avons observé aucun effet
cytopathique et aucun Ad40 ni Ad4l n'a été isolé durant cette étude.

Le typage des souches a été réalisé par analyse de restriction et par
séroneutralisation. Dans un premier temps, 1'ADN viral était extrait &
partir des cellules infectées, digéré par 1'enzyme de restriction BamHI
et soumis d wune é&lectrophorése sur gel d'agarose. De maniére
surprenante, Tles profils BamHI d'une large majorité des souches
différaient de ceux des 42 prototypes d'adénovirus humains actuellement
connus (ADRIAN et al., 1986 ; WIGAND et al., 1987). Cependant,
certains fragments de restriction étaient communs 3 une souche isolée et
d un ou plusieurs prototypes. Ceci nous a permis pour chaque souche de
déterminer & quel sous-groupe elle appartenait. Les résultats sont
consignés dans le tableau R3.

Ainsi, sur les 16 souches virales isolées, 5 appartenaient au
sous-groupe A, toutes les 5 montraient des profils de restriction
différents de tous les types génomiques du groupe A actuellement
caractérisés, Adl2p, Adl18p, Ad3lp et Ad3la (HAMMOND et al., 1985). 5
souches appartenaient au sous-groupe B, 4 au sous-groupe C et 2 au
sous-groupe D. Aprés cette premiére classification, nous avons typé les
souches par séroneutralisation en utilisant pour chaque souche les
antiséra dirigés contre les adénovirus du sous-groupe auquel appartenait

la souche,

Sous-groupe B

Cing souches appartenant au sous-groupe B ont &té isolées, provenant
de 4 enfants. Quatre de ces souches, 14-12, 22-09, 22-10, 25-10 (voir
tableau R3), provenant de 3 enfants malades ou sains, ont é&té

neutralisées par un antisérum anti-Ad3, ces 4 souches présentaient
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TABLEAU R3. CARACTERISTIQUES DES ADENOVIRUS ISOLES PENDANT L'ETUDE
EPIDEMIOLOGIQUE DE SAQ PAULO

Echantillon

(a)

Date de
collecte

Sexe

Scus-groupe Sérotype

Type
G&nomique

- - e e Sm e S S S S N R S G G e G S e e N N R R G G S S R R G e T T A e e e e P M W S S e = -

01/1985
09/1984
10/1985
01/1985
01/1985

12/1984
03/1985
07/1985
04/1985
02/1985

11/1985
07/1985
08/1985
05/1985

10/1985
01/1985

m m X =E M

m 2 =T

(8]

10

oo

16
11
11

13

MR (c)
Diarrheée

Sain
Sain
Diarrhée
MR, Fiévre
Sain

MR

?
Sain
Sain

Varicelle
Sain

(ool oo B vo B ve B w o

YOO O

o o

Ad3
Ad3
Ad3
Ad3
Ad7

Adl
AdS
Adb
Adl

Ad10
ND

Ad3el
Ad3el
Ad3el
Ad3el
Ad7b

Adlp
Ad5al
Adb5a?
Adld

ND
ND

a) Numéro de 1'enfant - Numéro du prélévement

b) ND
c) MR

: non déterminé

: maladie respiratoire



toutes les mémes profils de restriction avec les endonucléases BamHI et
BstEII. La figure R6 montre 1les profils de restriction de 1'Ad3
prototype (Ad3p) et de la souche 22-10, représentant ce groupe de 4,
avec les enzymes de restriction BglIl, HindIII, EcoRI et BamHI. On voit
que les profils de restriction de la souche 22-10 sont différents de
ceux de 1'Ad3p. Les profils BglII et HindIII de la souche 22-10 étaient
également différents de ceux des 17 types génomiques d'Ad3 connus
jusqu'alors (LI et WADELL, 1988a). Les profils BamHI et EcoRI de cette
souche étaient toutefois identiques & ceux du type génomique Ad3e. Le
fait que 1'Ad3e et la souche 22-10 présentent les mémes profils de
restriction avec 1'enzyme BamHI nous a amené & proposer le nom d'Ad3el
pour ce ncuveau type génomique suivant la terminologie proposée par LI
et WADELL (1986). Dans ce systéme, deux souches du méme sérotype
présentant des profils de restriction avec BamHI différents sont
désignées a, b, c, etc. dans 1'ordre dans Tlequel ces types génomiques
sont découverts. Les chiffres arabes placés aprés a, b, c, etc.
désignent les types génomiques différenciés par 1'utilisation d'autres
enzymes de restriction.

La souche 38-09, également du sous-groupe B, était neutralisée par le
sérum anti-Ad7. Ses profils BgllI, HindIII et BamHI étaient identiques a
ceux de 1'Ad7b (LI et WADELL, 1986) qui est un type génomique trés
proche de 1'Ad7e déja isolé au Brésil (WADELL et al., 1985).

Sous-groupe C

Quatre échantillons de ce sous-groupe ont été isolés. Les souches
23-12 et 60-09 étaient neutralisées spécifiquement par Te sérum
anti-Ad5. La figure R7 montre les profils de restriction avec BglII,

HindIII, EcoRI et BamHI de 1'Ad5p et des souches 23-12 et 60-09 ainsi
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T 2 1 2

Fig. R6. Profils de restriction en électrophorése en gel d'agarose de
1'Ad3p (pistes 1) et de la souche 22-10 (pistes 2) aprés
digestion par les endonucléases de restriction suivantes.

Bg : BglII. H : HindIII. E : EcoRI. B : BamHI.
La souche 22-10 a é€té désignée Ad3el.
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que le profil BamHI de 1'Ad2p. Les profils de restriction de 1'AdSp et
de la souche 60-09 avec HindIII sont identiques, sauf pour le fragment I
de la souche 60-09 qui est plus petit d'environ 50 paires de bases que
son homologue de 1'Ad5p. Sachant que cette bande HindIII-I de 1'Ad5p a
€té Jocalis@e & 1'extrémité droite du génome (BROKER, 1980), on en
déduit que cette différence de taille est révélatrice d'une petite
délétion dans cette partie du génome de la souche 60-09, entre les
coordonnées 97,2 et 100. Le profil de digestion par HindII1l de la souche
23-12 ne posséde pas la bande D de 1'Ad5p, en revanche 2 plus petites
bandes apparaissent en suppiément. Ce profil est identique & ceux déja
publiés des Ad5b, Ad5c et Ad5d (WEBB et al., 1987).

La masse moléculaire de la bande BglII-A des deux souches isolées est
supérieure a celle de la bande correspondante de 1'Ad5p et le fragment
K, Tong d'environ 1500 paires de bases, n'apparait pas. Pour ces deux
souches, la bande BglII-A est donc le résultat de 1'addition des bandes
A et K de 1'Ad5p. On peut donc en déduire que le site de restriction
BglIl localisé au nucléotide 10411 chez 1'Ad5p (DEKKER et VAN ORMONDT,
1984) n'existe pas chez ces deux scuches. La petite déléticn a
1'extrémité droite du génome de la souche 60-09 a pu également étre
visualisée avec 1'endonucléase BglII. En effet, le fragment BglII-J
localisé entre 95,7 et 100 unités génome (BROKER, 1980) est inférieur
d'environ 50 paires de bases chez Ta souche 60-09.

Le profil EcoRI de la souche 60-09 est identique a celui de 1'AdS5p,
alors que celui de la souche 23-12 présente une bande supplémentaire
comme décrit pour 1'Ad5b et 1'Ad5d (WEBB et al., 1987). Les profils de
digestion par BamHI des deux souches sont identiques & ceux de 1'Ad2p et
de 1'Ad5a (BRUCKOVA et al., 1980) mais non des Ad5b, Ad5c et AdS5d

(WEBB et al., 1987). Nous avons donc proposé la désignation suivante
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Fig. R7. Profils de restriction en électrophorése en gel d'agarose de
1'Ad5p (pistes 1), de la souche 23-12 (pistes 2) et de 1la
souche 60-09 (pistes 3) aprés digestion par les endonucléases
de restriction suivantes. Bg : BglII. H : HindIII. E : EcoRI.
B : BamHI. Piste 0 : AdZp.

Les souches 23-12 et 60-09 ont été désignées respectivement
Adbal et Ad5a2.
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pour ces nouveaux types génomiques : Adbal pour Tla souche 23-12 et Ad5aZ
pour la souche 60-09.

Deux autres 1isolats du sous-groupe C ont &té ddentifiés par
séroneutralisation comme é&tant de 1'Adl. Le virus 2-10 présente des
profils de restriction avec BamHI, BglII et HindIII identiques & ceux de
1'Adlp. L'autre virus, numéro 97-10, montre un profil BamHI différent de
celui de 1'Adlp (Fig. R8). Les profils EcoRI de 1'Adlp et de la souche
97-10 sont identiques. Puisque trois types génomiques Adla, Adlb et Adlc
avaient déja été decrits (FIFE et al., 1985a), nous avons proposé Tle

nom d'Adld pour ce nouveau type génomique.

Sous-groupe D

Deux souches de ce sous-groupe ont été isolées. La souche 39-04
provenant d'un enfant atteint de varicelle était neutralisée par le
sérum anti-Ad10, Cependant, ses profils de restriction avec BglII,

HindIII et BamHI étaient différents de ceux de 1'Adl0 prototype.

B. NOUVEAU TYPE GENOMIQUE D'ADENOVIRUS DU SOUS-GROUPE D

(RIO DE JANEIRO)

Au cours d'un autre travail, nous avons également mis en évidence un
nouveau type génomique du sous-groupe D. Afin de mettre au point une
technique de détection rapide des adénovirus dans Tes féces de sujets
atteints de gastroentérite, nous avons procédé a 1'analyse de ces virus

directement aprés leur extraction de féces, sans culture. La majorité
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Fig. R8. Profils de restriction en électrophorése en gel d'agarose de
1'Adlp (pistes 1) et de la souche 97-10 (pistes 2) aprés
digestion par les endcnucléases de restriction suivantes.

E : EcoRI. B : BamHI.
La souche 97-10 a &té désignée Adld.



- 77 -

des virus extraits a pu €tre typé par 1'analyse de restriction de leur
ADN aprés électrophorése en gel d'agarose (voir Résultats, chapitre IV).
A partir d'un de ces virus, souche numéro 208, extrait de féces
provenant d'un enfant de 2 ans qui se trouvait sous traitement pour
gastroentérite aiglie a Rio de Janeiro, Brésil, nous avons obtenu une
quantité d'ADN assez considérable, de 1'ordre de 50 ng/g de féces. De
plus, 1'ADN de cette souche présentait des profils de restriction non
décrits jusqu'alors. Pris ensemble, les profils de restriction avec les
enzymes BamHI, HindIII et Smal de la souche 208 étajent différents de
ceux de tous les types a'adénovirus humains connus. Nous avons donc
décidé de caractériser cette souche plus complétement.

Nous avons purifié ce virus aprés 1'avoir cultivé en grande quantité
sur cellules 293. Ce virus a été soumis a& des tests d'hémagglutination
et de séroneutralisation. I1 agglutinait entiérement les &rythrocytes de
rat et de singe rhésus, ce qui est une propriété du sous-groupe D. La
croissance de ce virus €tait considérablement ralentie par un sérum
anti-Ad19.

Les ADN des Ad9 et Adl9 et de la souche 208 ont été préparés a partir
de virions purifiés et digérés par 18 enzymes de restriction. La figure
R9 montre les profils de restriction obtenus. Tous les fragments de
restriction supérieurs & 800 paires de bases sont visibles. Le nombre
total de fragments visibles est de 117 pour 1'Ad9, 123 pour 1'Adl9 et
112 pour la souche 208. Les profils de restriction de ces trois virus
moritrent une certaine similitude. Afin d'estimer le degré de similitude
entre les génomes nous avons calculé Tle pourcentage de fragments de
restriction comigrant, ceci par comparaison 2 & 2. L'Ad9 et 1'Adl9
présentaient 74 (62%) fragments comigrant. Entre 1'Ad9 et la souche 208
le pourcentage était de 60% et entre 1'Ad19 et la souche 208, il était
de 57%.
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Fig. R9. Profils de restriction en &lectrophorése en gel d'agarose des

Ad9 (pistes 1), Adl19 (pistes 2) et de la souche 208 (pistes 3)
aprés digestion par les endonucléases de restriction indiquées.
Pistes 0 : Marqueur de taille, ADN d'Ad2 digéré par EcoRI; la

taille des fragments est de 21338, 4295, 3673, 2674, 2218 et
1739 paires de bases.



De 1a méme maniére que nous avions construit Tles cartes de
restriction de 1'Ad9 et de 1'Adl9 (Fig. R5), nous avons également
construit les cartes de restriction de 1la éouche 208 avec les mémes
enzymes. Avec 1'enzyme BamHI, la carte de la souche 208 était la méme
que celle de 1'Ad19, avec 1'enzyme Clal 1la carte du virus isolé était
identique d celle de 1'Ad9 et avec 1'enzyme Sfil les cartes des 3 virus
étaient identiques. Toutefois, avec les enzymes EcoRI, HindIII et Mlul,
la souche 208 présentait des profils de restriction différents de ceux
de 1'Ad9 et de 1'Ad19.

Par la suite, nous avons constaté par des tests de séroneutralisation
que la souche 208 appartenait au sérotype 26. Ceci ne pouvait absolument
pas é&tre détecté par 1'analyse de restriction car les profils de
restriction de 1la souche 208 et de T1'Ad26p sont également treés

différents.

C. INTERET DE L'ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE DANS LA
DIFFERENCIATION DES TYPES GENCMIQUES .

Comme nous 1'avons vu précédemment, la notion de type génomique est
basée sur 1'existence sur le génome viral de séquences nucléotidiques
qui sont reconnues spécifiquement par les endonucléases de restriction.
Aprés digestion, Tles fragments d "ADN générés sont séparés par
électrophorése. Le support d'électrophorése généralement utilisé est
1'agarose, qui permet une séparation selon la taille des fragments.

L'autre support utilisé en électrophorése est le gel de polyacrylamide.
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Ce dernier a été utilisé pour distinguer les rotavirus des adénovirus
dans des infections ol ces deux types de virus sont susceptibles d'étre
présents. En utilisant un gel de po]yacry]amide de concentration et de
réticulation adéquates, on peut facilement distinguer les génomes, non
digérés, de ces deux virus : 1'ADN d'adénovirus non digéré pénétre &
peine dans le gel tandis que le RNA double brin segmenté du rotavirus
donne naissance & une douzaine de bandes caractéristiques de ce virus.
Toutefois, le support polyacrylamide n'avait pas été utilisé chez
1'adénovirus dans la mise en évidence de nouveaux types génomiques.

En gel d'agarose, la migration des molécules d'ADN linéaire double
brin est trés peu affectée par la structure (séquence nucléotidique) de
la macromolécule, mais presque exclusivement par sa taille. La situation
est différente en gel de polyacrylamide dans lequel deux ADN linéaires
couble brin de méme taille peuvent migrer de maniére sensiblement
différente.

Nous avons mis a profit cette propriété du gel de polyacrylamide pour
tenter de différencier des souches qui présentaient des profils de
restriction identiques en gel d'agarose et donc avaient &té classées
dans le méme type génomique. Le modéle que nous avons choisi est
1'ensemble des 4 souches appartenant au type génomique Ad3el (tableau
R3). Ces 4 souches, numéros 14-12, 22-09, 22-10 et 25-10, isolées au
cours de 1'étude épidémiologique menée & Sao Paulo, proviennent de 3
enfants ; deux de ces souches, 22-09 et 22-10, ayant é&té isolées a
partir de deux échantilions de féces du méme enfant, collectés & guatre
mois d'intervalle. Au moment de la premiére collecte, cet enfant n'était
pas malade, mais & la deuxiéme collecte, i1 avait une diarrhée. Les ADN
de 1'Ad3p et des 4 souches d'Ad3el ont été digérés par 4 enzymes de

restriction, BamHI, BglII, BstEII et HindIII, et soumis & électrophorése




en gel d'agarose et en gel de polyacrylamide. Les résultats sont
indiqués dans le tableau R4. Le gel de polyacrylamide permet avec
chacune des enzymes utilisées, de diviser les quatre souches d'Ad3el en
deux groupes, le couple 14-12/25-10 et le couple 22-09/22-10, les deux
souches d'un méme couple présentant pour chaque enzyme le méme profil de
restriction et ayant des profils différents de ceux des membres de
1'autre couple. En revanche, seules deux enzymes, BglII et HindIII, nous
permettent de faire cette différenciation lorsqu'on utilise 1'agarose
comme  support et dans le cas d'HindIII, le comportement
électrophorétique aes fragments d'ADN des souches 14-12 et 25-10 est le
méme que celui des fragments d'ADN d'Ad3p. Quant aux enzymes BamHI et
BstEII, elles ne permettent pas, en utilisant 1'&lectrophorése en gel
d'agarose, de faire une distinction entre les quatre souches. La figure
R10 montre Tes profils de restriction de 1'Ad3p et des 4 scuches avec
les enzymes BglIl et HindIII. Sur la droite de la figure, apparaissent
les fragments d'ADN de 1'AdZ et de 1'Ad6 digérés par BamHI. Ces deux
virus appartiennent au méme sous-groupe C et Tleurs profils de
restriction avec BamHI en gel d'agarose sont rigoureusement identiques.
On voit dci qu'en gel de polyacrylamide, ces deux profils sont
1égérement différents.

Dans nos conditions expérimentales, avec visualisation des fragments
d'ADN sous lumiére ultra-violette, aprés coloration avec le bromure
d'éthidium, le gel de polyacrylamide présente aussi 1'avantage de
permettre la détection de quantités 10 fois plus petites d'ADN, la
consistance du polyacrylamide permettant de travailler avec des gels
beaucoup plus minces et la diffusion de 1'ADN dans ce support étant

moindre.
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TABLEAU R4. PROFILS DE RESTRICTION D'Ad3p ET DES SOUCHES D'Ad3el EN
ELECTROPHORESE EN GELS D'AGAROSE ET DE POLYACRYLAMIDE

Agarose Polyacrylamide
Enzyme de  —m=mcmmm e e eme e
Restriction Profil Profil Profil Profil Profil Profil
Al A2 A3 P1 Pe P3
BamHI Ad3p 14-12 - Ad3p 14-12 22-09
22-09 25-10 22-10
22-10
25-10
BglII Ad3p 14-12 22-09 Ad3p 14-12 22-09
25-10 22-10 15-10 22-10
BstEIl Ad3p - - Ad3p 14-12 22-09
14-12 25-10 22-10
22-09
22-10
25-10
HindIII Ad3p 22-09 - Ad3p 14-12 22-09
14-12 22-10 25-10 22-10

25-10
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Fig. R10. Profils de restriction en &lectrophorése en gel de
polyacrylamide de 1'Ad3p et des souches d'Ad3el aprés
digestion par les endcnucléases de restriction suivantes.
Bg : BglII. H : HindIII.

ProfiTs BamHI (B) de 1'Ad2p et de 1'Adé6p.
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IIT. LE TYPE GENOMIQUE Ad4a, RESPONSABLE DE CONJONCTIVITES ET DE

MALADIES RESPIRATGIRES

Dans le chapitre précédent, ol 1'étude était effectuée sur un groupe
d'individus pris au hasard et suivis dans le temps et non pas choisis en
raison d'une pathologie particuliére, nous avons vu qu'il n'était pas
facile d'établir une relation de cause & effet entre la présence d'un
certain type d'adénovirus dans les féces d'un individu et les symptomes
cliniques observés chez cet individu. Nous commenterons plus amplement
ce point dans la discussion.

Dans le cas que nous allons voir maintenant, qui concerne le sérotype
4, cette relation de cause & effet peut étre établie avec certitude.
L'Aa4, bien que ne représentant, d'aprés les données de 1'Organisation
Mondiale de la Santé, que 2 & 3% des adénovirus isolés dans le monde,
revét une certaine importance sur le plan médical. En effet, ce sérotype
a été associé a des épidémies de maladies respiratoires survenues dans
des régiments de jeunes soldats, notamment dans les forces armées
américaines. Ceci a d'ailleurs conduit & 1la mise au point et a
1'administration, au moins & titre expérimental, d'un vaccin chez ce
groupe de sujets a vrisque (TAKAFUJI et al., 1979). L'Ad4 a par
ailleurs été décrit comme responsable d'épidémies de conjonctivite en
Europe (MUZZI et al., 1975), aux Etats-Unis (LEWANDOWSKI et RUBENIS,
1981) et au Japon (AOKI et al., 1982). Quant & 1'Amérique du Sud, rien
n‘avait été publié ayant trait spécifiquement & 1'Ad4. Nous avons
réalisé avec ce sérotype une étude d'épidémiologie moléculaire divisée
en deux parties, 1'une concernant une épidémie de fiévre
pharyngoconjonctivale survenue a Bélem, dans le Nord du Brésil (Etat du

Para) et 1'autre, plus générale, de caractérisation de souches isolées
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sur une périodé de plusieurs années dans les agglomérations de Rio de
Janeiro et Bé&lem, distantes d'environ 3000 kilométres. Dans les deux
cas, nous avons aéterminé quel était le type génomique d'Ad4 en cause.

De Juin & Novembre 1976, eut lieu dans la ville de Bélem une épidémie
de fiévre pharyngoconjonctivale. Les symptomes cliniques le plus souvent
observés é&taient : conjonctivite papillaire et folliculaire, congestion
de la conjonctive et hémorragie subconjonctivale. Des échantillons ont
€té prélevés au niveau de 1'oropharynx et de la conjonctive sur 89
patients (51 hcmmes, 38 femmes) s'étant présentés dans une des cliniques
de la ville ou faisant partie du personnel de 1'Institut Evandro Chagas
ol ont été réalisés les prélévements. Dans ce groupe de patients, toutes
les classes d'dge étaient représentées. Le tableau R5 indique le nombre
et 1'origine de chaque type de virus isolé durant cette épidémie. Nous
avons identifié 1'Ad4 comme agent causal de 1'épidémie et celui-ci a été
iso1é dans 82 % des cas. La présence d'autres types d'adénovirus et méme
d'un virus de 1'herpés était détectée mais dans un trés petit nombre de
cas.

Dix souches d'Ad4 provenant de 1'épidémie ont été cultivées et leur
ADN extrait a partir de cellules infectées et digéré par les
endonucléases de vrestriction BamHI et EcoRI. Toutes ces souches
présentaient des profils de restriction identiques & ceux de 1'Ad4a
identifié par WADELL (1984).

Puisque 1'Ad4a était responsable de cette épidémie de conjonctivite,
nous avens voulu savoir si ce type génomique pouvait étre fréquement
isolé au Brésil et s'il était répandu géographiquement, d'oll la deuxiéme
partie de 1'étude conduite dans les métropoles de Rio de Janeiro et
Bélem.

A Bélem, 43 adénovirus ont &té isolés durant la période 1977-1986.
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TABLEAU R5. VIRUS ISOLES DES PRELEVEMENTS DE L'OROPHARYNX ET DE LA CONJONCTIVE
DE 89 PATIENTS ATTEINTS DE FIEVRE PHARYNGOCONJONCTIVALE (EPIDEMIE DE

BELEM)
Nombre de souches isolées de
Virus e et Total
Conjonctive et Conjonctive Oropharynx
oropharynx seulement seulement
Adl 1 0 0 1
Ad2 0 0 1
Ad3 2 0 0 2
Ad4 58 8 7 73
Ad7 1 0 0 1
Ad non typé 1 0 0 1
HSV (a) 1 0 0 1
Aucun - - - 9
Total 65 8 7 _ 89

(a) HSV : Herpes Simplex Virus
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Treize d'entre eux, soit 30 %, étaient neutralisés par un sérum
anti-Ad4. Ces 13 souches ont été isolées & partir de 12 adultes
présentant une maladie occulaire et d'un enfant atteint d'une maladie
respiratoire aiglie. A Rio de Janeiro, la population étudiée était
composée d'enfants de 0 & 5 ans vivant dans les quartiers pauvres. Entre
1979 et 1985, 134 adénovirus ont été isolés, 5 % d'entre eux appartenant
au sérotype 4.

Les données concernant les 7 souches d'Ad4 pour lesquelles nous avons
pu déterminer le type génomique figurent dans le tableau R6. Toutes les
souches ont été caractérisées comme étant de 1'Ad4a. Ce type génomique
est donc capable de provoquer des fiévres pharyngoconjonctivales, des
maladies occulaires et des maladies respiratoires, ce dernier type de
mal pouvant étre associé da une diarrhée.

Chez 1'Ad4, trois types génomiques avaient &té caractérisés et nommés
Ad4p, Ad4a (WADELL et al., 1980) et Ad4b (BAILEY et RICHMOND, 1986).
Au cours de cette &tude, nous n'avons rencontré ni Ad4 prototype (Ad4p),
ni Ad4b. En revanche, une opportunité nous était offerte d'approfondir
la connaissance du génome de 1'Ad4a. C'est ce que nous avons fait,
notamment par comparaison avec le génome de 1'Ad4p. Nous avons ainsi
digéré les ADN d'Ad4p et d'Ad4a avec les enzymes de restriction

suivantes : BamHI, Bcll, BglII, BstEII, Clal, EcoRI, HindIII, Hpal,

Mlul, PstI, Sall, Smal, et Xbal. Les profils de restriction des deux

types ont €té comparés. Sur un total de 87 fragments de restriction pour
1'Ad4p et de 80 pour 1'Ad4a, 42 fragments comigraient, ce qui donne un
pourcentage de comigration de 2 x 42 / 87 + 80 = 50 %. Les cartes de
restriction d'Ad4p avaient été publiées avec un certain nombre
d'endonucléases (KITCHINGMAN, 1982 ; TOKUNAGA et al., 1982). Nous avons

déterminé les positions des sites de clivage par les endonucléases de
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TABLEAU R6. TYPAGE GENOMIQUE DE SOUCHES D'Ad4 ISOLEES A RIO DE JANEIRO ET A

BELEM ENTRE 1977 ET 1986 (HORS EPIDEMIE).

Isolement

Age du
patient

Symptomes

Type
génomique

. RS e e S e e G B R SR R P M SR S GD R R AL K R W BRGNS B e M SR R R AR AR M e mm e E S G e A S G S SR D SR e e e e . S= e e e e S R R e

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Ric de Janeiro
Bélem
Bélem
Bélem

1980
1981
1982
1983
1985
1985
1986

3 ans
2 ans
6 mois
10 mois
3 ans
49 ans
25 ans

FPC

MR + Diarrhée

MR
MR
MR
M0
MO

Ad4a
Adda
Ad4a
Adda
Adda
Adda
Ad4a

FPC : Fiévre pharyngoconjonctivale

MR : Maladie respiratoire
MO : Maladie occulaire
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Fig. R11. Cartes de restriction de 1' Addp et de 1'Ad4a avec les

endonucléases BamHI, Bc1I, Clal, EcoRI, HindIII, Hpal, Mlul,

Sall et Xbal.
Les cartes de 1'Ad4p sont reprises des travaux de TOKUNAGA et

coll. (1982) pour les enzymes BamHI, Bcll, EcoRl et Xbal et de
ceux de KITCHINGMAN (1982) pour Tes enzymes HindIII, Hpal et

Sall.
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restriction Clal et Mlul sur 1'ADN d'Ad4p et construit les cartes de
restriction d'Ad4a avec 9 enzymes (Figure R11). Sept cartes de
restriction sont différentes d'un type génomique a 1'autre et onze sites
de restriction ne sont pas communs. Contrairement aux autres sérotypes
pour lesquels nous avons construit des cartes de restriction (voir
Résultats, chapitre I), nous n'avons pas trouvé de région du génome a
variabilité particuliérement grande (proportion de sites uniques plus

élevée).



IV. MISE AU POINT D'UNE METHODE DE DETECTION RAPIDE DES ADENOVIRUS

FASTIDIEUX, SEROTYPES 40 ET 41, DANS LES FECES

Comme nous 1'avons vu dans le chapitre précédent, les adénovirus
peuvent provoquer des maladies respiratoires et occulaires. Cependant,
c'est au niveau intestinal que 1'action pathogéne de 1'adénovirus est la
plus redoutable. En effet, ce virus continue aujourd'hui de provoquer un
nombre é&norme de gastroentérites infantiles. Dans le tiers-monde, son
action se conjugue a une alimentation insuffisante et & de mauvaises
conditions d'hygiéne et c'est 13 que sont recensés les cas les plus
graves pouvant aller, dans un trop grand nombre de cas, Jjusqu'au décés
de 1'enfant. Parmi les 47 sérotypes connus & ce jour, deux d'entre eux,
Ad40 et Ad4l, ont été décrits comme responsables de la grande majorité
des cas de gastroentérites & adénovirus (BRANDT et al., 1985). Ces
deux sérotypes, bien que retrouvés souvent en quantité trés importante
dans les féces de jeunes enfants, présentent des difficultés de
croissance sur cultures cellulaires conventionnelles et ont pour cela
été appelés fastidieux.

La méthode de diagnostic actuellement utilisée pour 1'adénovirus
nécessite la croissance de ce virus sur culture cellulaire. C'est donc
une méthode trés lente qui ne donne des résultats qu'aprés plusieurs
Jours, voire plusieurs semaines. Nous nous sommes attachés & mettre au
point une technique pouvant étre utilisée dans le diagnostic des
gastroentérites & adénovirus. Cette technique devait répondre aux 3
critéres suivants :

1) Etre rapide

2) Etre utilisable dans des laboratoires d'analyses médicales ou

de surveillance épidémiologique
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3) Pouvoir différencier les adénovirus fastidieux, agents
pathogénes importants, des adénovirus non fastidieux pouvant
exister dans les féces sans étre 1'agent pathogéne (voir
Résultats, chapitre II).

La technique que nous avons mise au point répond & ces trois
critéres. Elle est rapide car Tles adénovirus contenus dans les féces
sont extraits directement, sans culture, ce qui permet de gagner un
temps considérable. Leur présence est ensuite détectée par mise en
évidence de 1'ADN viral par hybridation moléculaire. La sonde utilisée
est une sonde que nous avons construite et qui reconnait spécifiquement
Tes adénovirus fastidieux. Cette sonde n'est pas marquée de maniére
radioactive, il n'est donc pas nécessaire d'utiliser des nucléotides
marqués au 32P qui sont colteux, dont il faut se protéger et dont la
demi-vie, trés courte, nécessite un constant renouvellement, leur emploi
étant par 13 méme exclu, au moins pour le moment, de la plupart des

laboratoires d'analyses médicales.

Construction de la sonde

Notre but était 1'obtention d'une sonde reconnaissant spécifiquement
les adénovirus fastidieux. Nous avons digéré 1'ADN d'Ad41 avec Tles
endonucléases de restriction BamHI et EcoRI. Le mélange de fragments de
restriction obtenus a été cloné dans le plasmide vecteur pBR322,
préalablement coupé par les mémes enzymes. Trois plasmides recombinants
dont la taille &tait supérieure a celle du pBR322 ont &té sélectionnés.
Les tailles des inserts de ces plasmides, déterminées par comparaison
avec des ADN standards de poids moléculaires connus étajent
approximativement de 3500, 1CGO et 800 paires de bases. Ces plasmides

ont été digérés avec EcoRI et BamHI, soumis & électrophorése, transférés



sur des filtres de nitrocellulose et hybridés contre de 1'ADN d'Ad2 et
d'Ad4l. Avec la sonde Ad4l, une bande d'hybridation était détectée pour
chacun des trois clones. Cependant, le plus petit clone n'hybridait pas
avec la sonde Ad2. Nous avons alors utilisé ce clone, numéro 41-27,

comme sonde.

Marquage non radioactif et caractérisation de la sonde

En vue d'une éventuelle utilisaticn de la technique ici mise au point
par des wutilisateurs extérieurs & la recherche scientifique
(laboratoires d'analyses médicales, notamment du tiers-monde ol le
probléme des gastroentérites infantiles se pose avec le plus d'acuité),
nous avons choisi d'utiliser notre sonde en la marquant de maniére non
radioactive, ce qui permet d'éviter les inconvénients de 1'utilisation
des radioisotopes : perte trés rapide du marquage dans le temps,
notamment pour Tes molécules marquées au 32P, d'ol nécessité d'un
constant réapprovisionnement et donc é&lévation considérable des coits,
danger potentiel dﬁl aux rayonnements ionisants, notamment pour un
personnel étant appelé& & utiliser la technique d'une maniére routiniére,
donc sur de trés longues périodes.

Le marquage de la sonde, les hybridations moléculaires et Tla
visualisation enzymatique des hybridations ont été réalisés suivant la
méthode colorimétrique & la peroxydase de RENZ et KURZ (1984) décrite
dans "Matériels et Méthodes". I1 est & noter que cette méthode présente
un avantage supplémentaire par rapport aux techniques utilisant de 1'ADN
marqué au 32P dans le cas décrit ci-aprés. Lorsque deux bandes proches
1'une de 1'autre hybrident avec la sonde, 1'une donnant un signal trés
fort, et 1'autre un signal faible, i1 est parfois impossible en

utilisant 1'autoradioagraphie de visualiser les deux bandes. Si on
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laisse le filtre peu de temps en autoradiographie, les bandes mineures
n'apparaissent pas et si on le laisse longtemps la bande a fort signal
se transforme en tache et masque la présence de la bande mineure
voisine. Avec la méthcde & la peroxydase, les deux bandes apparaissent,
bien visibles.

En vue de vérifier sa spécificité envers les adénovirus fastidieux,
notre clone 41-27, marqué a la peroxydase, a &té hybridé avec des ADN
digérés par BamHI d'Adlz, Ad7, Ad2, Adl5 et Ad4 (représentants
respectifs des groupes A & E, adénovirus non fastidieux) et Ad40 et
Ad4l, du sous-groupe F. Un signal d'hybridation avec ce clone était
obtenu uniquement avec les ADN des sérotypes 40 et 41. La figure R12
représente un exemple d'hybridation du clone 41-27 avec les ADN d'Ad2,
Ad7, Ad40 et Ad4l clivés par différentes endonucléases de restriction.
On peut observer un signal d'hybridation dans toutes les pistes
contenant de 1'ADN d'Ad40 ou d'Ad4l. En revanche, aucune hybridation
n'était observée dans les pistes contenant de 1'ADN d'adénovirus non
fastidieux, ce qui montre la spécificité du clone 41-27 pour les
adénovirus fastidieux. La sonde a également é&té hybridée contre
elle-méme comme contrdle (Fig. R12A, 1ligne 12). Une hybridaticn était
d'autre part constatée avec les sérotypes et fragments de restriction
suivants (voir pistes correspondantes de la figure R12B) : Ad40 BamHI-D
(piste 4), Ad41 BamHI-B (piste 5), Ad4l EcoRI-E (piste 7), Ad4l Sall-B
(piste 9), Ad4l HindIII-B (piste 10) et Ad4l ClaI-D (piste 11). D'aprés
les cartes de restriction des Ad40 et Ad4l précédemment publiées (TAKIFF
et al., 1984 ; ALLARD et al., 1985 ; VAN LCON et al., 1985), tous
ces fragments de restriction sont situés dans 1'extrémité gauche du
génome. Or, cette extrémité ne contient qu'un seul site EcoRI situé a

7,6 unités génome. Le fragment de restriction cloné dans le plasmide
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A B

1 234 56789101112 12 345 67 8 9101112

Fig. R12. A. Electrophorése en gel d'agarose des ADN d'Ad2, Ad7, Ad40 et

Ad41l digérés avec plusieurs endonucléases de restriction.
B. Hybridation des mémes ADN avec la sonde 41-27 ncn
radioactive.
Pistes : 1. Ad2, BamHI. 2. Ad7, BamHI. 3. Adénovirus de féces non

typé, BamHI. 4. Ad40, BamHI. 5. Ad41, BamHI. 6. Ad41, BamHI
+ EcoRI. 7. Ad41l, EcoRI. 8. Ad4l, EcoRl + Sall. 9. Addl,
Sall. 10. Ad41l, HindIII. 11. Ad4l, Clal. 12. Clone 41-27
non digéré,
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41-27 contient environ 800 paires de bases (2,2 unités génome) et par
consultation des cartes de restriction de 1'Ad4l, on en déduit que le
fragment EcoRI - BamHI cloné s'étend de 5,4 @ 7,6 unités génome, région
du génome entiérement incluse dans 1'unité de transcription précoce E1B
de 1'Ad41 s'étendant de 4,5 & 11 unités génome. Une forte hybridation de
la sonde avec le fragment de restriction EcoRI - BamHI de bas poids
moléculaire de 1'Ad41 correspondant a 1'insert de la sonde plasmidique
peut étre observée sur la Fig. R12B, piste 6. Les deux bandes
d'hybridation que 1'on peut voir sur la piste 8 de la Fig. R12B sont le

résultat d'une digestion incompléte de 1'ADN d'Ad41 par EcoRI et Sall.

Extraction de 1'ADN viral & partir de féces

Les échantillons fécaux que nous avons utilisés avaient €té collectés
entre 1981 et 1985 et provenaient d'enfants de moins de 5 ans se
trouvant alors sous traitement pour gastroentérite aigiie dans la ville
de Rio de Janeiro. Ces é&chantillons avaient é&té caractérisés au
préalable comme contenant des adénovirus, ceci par immunomicroscopie
électronique et ELISA (LEITE et al., 1985). La technique que nous
avons mise au point permettant 1'extraction directe de 1'ADN du virus a
partir des matiéres fécales est décrite dans le détail dans la partie
MATERIELS ET METHODES. Rappelons simplement que le virus est extrait des
féces au Fréon, purifié par ultracentrifugation, et que 1'ADN viral est

extrait de ces virus purifiés,

Analyse des ADN viraux extraits de féces

L'ADN viral était digéré par 1'enzyme de restriction BamHI et divisé
en deux parties égales qui étaient toutes deux soumises & électrophorése

sur 2 gels différents., Aprés électrophorése (la Figure R13A montre un
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A B
12345678

12 3456 78

Fig. R13. Electrophorése en gel d'agarose (A) et hybridation avec les
sondes non radicactives, ADN viral d'Ad2 (B) et clone 41-27
(C), des ADN d'adénovirus extraits directement de féces.

Pistes : 1. Ad7 contrdle, BamHI. 2. Ad41l contrdle, BamHI. 3 & 8. ADN
extraits de féces, BamHI.
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exemple), les ADN étaient transférés sur une membrane de nitrocellulose
et hybridés contre 1'ADN entier d'Ad2 (Fig. R13B) et contre le clone
41-27 (Fig. R13C), tous deux marqués de maniére non radioactive. Nous
avons pu typer un certain nombre d'échantillons par analyse de
restriction, notamment des échantillons d'Ad7 et d'Ad40 (Fig. RI13A,
pistes 7 et 8). L'hybridation avec la sonde ADN génomique d'Ad2 nous
permettait de savoir si 1'ADN des é&chantillons était bien de 1'ADN
d'adénovirus. Sur Tla piste 6 de la Figure R13A, on peut voir que la
bande principale n'hybride avec aucune des deux sondes, il s'agit donc
d'un ADN d'une autre origine que 1'adénovirus. Nous avons digéré cet ADN
d'environ 5 00C paires de bases avec plusieurs enzymes de restriction.
Cet ADN ne posséde pas de site BamHI, HindIII et Smal mais plusieurs
sites Tagql. L'échantillicen de féces correspondant examiné au microscope
électronique nous a révélé la présence d'adénovirus et de virus associé
a 1'adénovirus (AAV).

La technique d'hybridation & la peroxydase s'est révélée trés
sensible. Elle nous a permis de détecter des quantités d'ADN trés
faibles, de 1'ordre de 10 pg. Sur la piste 3 de la figure R13 par
exemple, on peut voir que bien qu'aucune bande n'apparaisse aprés
coloration avec le bromure d'éthidium ni aprés hybridation avec la sonde
41-27, au moins trois bandes hybridaient avec 1'ADN d'Ad2 total (Fig
R13B). La quantité et la pureté des ADN extraits des féces étaient trés
variables d'un échantillon & 1'autre. L'hybridation avec le clone 41-27
nous a permis de faire la distinction entre adénovirus fastidieux et
adénovirus non fastidieux notamment dans les échantillons dans lesquels
1'ADN était dégradé ou présent en petites quantités. L'hybridation avec
cette sonde nous a révélé la présence d'ADN provenant d'adénovirus

fastidieux (Fig. R13C, pistes 4, 5, 6 et 8). Les autres ADN pour



lesquels aucune hybridation avec le clone 41-27 n'était notée (Fig.
R13C, pistes 3 et 7), provenaient d'adénovirus non fastidieux.

Les résultats obtenus par combinaison de 1'analyse de restriction et
des techniques d'hybridation sont résumés dans Tle tableau R7. Dix
échantillons contenaient des adénovirus non fastidieux, deux d'entre eux
appartenant au sous-groupe B et deux au sous-groupe C. Pour ces deux
derniers i1 s'agissait du type 2 ou du type 6 mais nous n'avons pas pu
différencier entre ces deux types car leur profil de restriction avec
1'enzyme BamHI est Tle méme. Quatre échantillons appartenaient au
sérotype 40, tous Tles quatre présentant un profil BamHI identique a
celui de la souche HoviX (KIDD et al., 1984). De la méme maniére étaient
mis en évidence deux échantillons d'Ad4l présentant le méme profil de
restriction que la souche 1105 (TAKIFF et al., 1985). L'Ad4l provenant
de 1'échantillon contenant le virus associé a 1'adénovirus (AAV)
présentait le méme profil BamHI que la souche Tak. Cn peut constater que
sur 19 souches, 9 appartiennent au sous-groupe F, soit 47%, pourcentage
inférieur d celui de 80% calculé par BRANDT et al. (1985). Toutefois, le
nombre de souches analysées dans notre cas est trop faible pour que

notre chiffre puisse avoir une réelle valeur statistique.
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TABLEAU R7. ADENOVIRUS PRCVENANT DE FECES IDENTIFIES PAR LA METHODE DE DETECTION

RAPIDE

Sous-groupe (sérotype)

Nombre
d'échantillons

Quantité d'ADN viral
(ng/g de féces) (a)

- — Tt = e D R R N SR W Gn S G e e A R P NN R MR S A G O W S B e S e e e e S R NN N A e e G B R SR P me R A b e e S A A

Adénovirus non fastidieux
B (3 ou?7)
C (2 ou 6)
Inconnu (inconru) (b)

Adénovirus fastidieux
F (40, souche HoviX)
F (41, souche 110%)
F (41, souche Tak) + AAV
F (inconnu)

N = N P

300
60, 150
1-50

150-800
10, 1 000
20 (Ad), 80 (AAV)
10, 50

AAV : Virus associé a 1'adénovirus

(a) : Quantité d'ADN viral estimée, aprés électrophorése en gel d'agarose et

jllumination sous ultra-violet, par comparaison avec des contrdles

contenant une quantité connue d'ADN.

(b) : Adénovirus non typé
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V. RECHERCHE D'UNE LIGNEE CELLULAIRE PERMISSIVE AUX ADENOVIRUS

FASTIDIEUX

Les adénovirus fastidieux, outre leur importance en tant qu'agents
pathogénes, constituent un phénoméne intéressant du strict point de vue
fondamental. En effet, bien qu'on les retrouve parfois en cquantité trés
importante dans les féces, ce qui a d'ailleurs permis leur découverte en
microscopie électronique, ils présentent la caractéristique de ne pas
pouvoir se multiplier de maniére satisfaisante dans Tles lignées
cellulaires conventionnelles permissives aux autres adénovirus, KB,
HeLa, HEK, WI-38, etc. Ceci néanmoins ne peut étre généralisé a toutes
les souches d'adénovirus 40 et 41 car récemment PERRON-HENRY et al.
(1988) ont isolé un certain nombre de souches pouvant se multiplier sur
la lignée cellulaire HEp-2.

Une fonction, permettant normalement la croissance chez ces cellules
conventionneiles, serait absente chez les Ad40 et Ad4l prototypes. On
peut émettre 1'hypothése selon laquelle cette fonction serait présente
dans les entérocytes du jeune enfant ol les adénovirus fastidieux se
multiplient remarquablement bien. Au cours de 1'évolution, ces virus se
seraient spécialisés dans 1'infection de ce type de cellules et auraient
perdu cette fonction indispensable & leur réplication dans d'autres
types cellulaires.

D'autre part, un certain nombre d'auteurs ont observé que 1'Ad4l
pouvait étre propagé de maniére satisfaisante dans la lignée cellulaire
293 qui est une lignée provenant de cellules embryonnaires de rein
humain transformées par des fragments d'ADN d'Ad5. Cette lignée exprime
les oncogénes E1A et E1B d'Ad5 (GRAHAM et al., 1977). L'hypothése a donc

été émise selon laquelle les produits de ces génes synthétisés dans
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cette 1lignée pourraient complémenter 1la fonction défective des
adénovirus fastidieux. Toutefois, 1'Ad40 ne présente qu'une croissance
faible sur la lignée 293, ce qui ne permet pas 1'obtention de stocks
suffisants pour 1'@tude approfondie de ce virus. Récemment, la séquence
nucléotidique des oncogénes E1A et E1B des Ad40 et Ad4l a €té déterminée
(ALLARD et WADELL, 1988 ; ISHINO et al., 1988 ; VAN LOON et al., 1987)

mais ceci n'a pas permis d'identifier la cause de 1'absence de
multiplication virale sur lignées cellulaires conventionnelles.

Désireux de réaliser des études de biologie moléculaire sur ces virus
et de déterminer avec précision quelle est la fonction qui leur manque,
nous nous sommes fixé&s pour premier objectif la recherche d'une lignée
cellulaire totalement permissive & ces virus, afin de pouvoir en obtenir
de grandes quantités en laboratocire.

Pour cette é&tude, nous avons wutilisé six lignées cellulaires
humaines. La lignée HEp-2 a été employée comme contrdle négatif et la
lignée 293 a servi de contrdle positif, mais seulement pour 1'Ad4l car,
comme nous 1'avons vu ci-dessus, elle n'est pas trés permissive a
1'Ad40. Les lignées KB8, KB16 et KB18 ont &té choisies par analogie avec
les cellules 293 : ce sont des cellules de type KB qui ont intégré et
expriment un ou les deux oncogénes de 1'AdZ. KB8 exprime E1A, KB16
exprime E1A + E1B et KB18 exprime E1B. Enfin nous avons choisi 1a.1ignée
HRT18, qui provient d'un carcinome du rectum, car elle avait &té décrite
comme étant permissive aux coronavirus bovins fastidieux (LAPORTE et
al., 1980). Ces Tlignées cellulaires ont &té infectées avec Tles
prototypes Ad40 (souche Dugan) et Ad4l (souche Tak). La mesure de la
croissance a été faite de la maniére suivante. Les cellules ont été
infectées avec un méme volume d'inoculum viral et trois passages

consécutifs ont été effectués. Chaaue passage avait une durée maximale
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de 7 jours mais était interrompu auparavant dés qu'un effet cytopathique
total était observé. Aprés le troisiéme passage, nous avons mesuré par
ELISA le taux d'antigénes d'adénovirus dans les cultures. Les résultats
figurent dans le tableau R8.

Dans les lignées cellulaires HEp-2, KB8 et KB16, les taux d'antigénes
étaient trés faibles, ce qui indique que Tles deux virus ne s'y
multipliaient pratiquement pas. Ces taux étaient p]u; forts pour 1la
lignée KB18, celle qui exprime la région E1B d'Ad2. Dans les cellules
293, 1'Ad4l se multipliait trés bien, mais 1'Ad40 ne présentait pas un
taux trés élevé d'antigénes. Quant & 1la lignée HRT18, 1'Ad40 vy
produisait un taux relativement élevé d'antigénes mais pas 1'Ad4l.

Pour confirmer la sensibilité des cellules HRT18 a 1'Ad40, nous avons
continué a passer ce virus sur cette lignée. Nous avons alors observé
une augmentation continue du taux d'antigénes. Au 7eme passage, le
résultat en ELISA restait positif Jjusqu'd la dilution 1/640. Aprés le
10eme passage, nous avons purifié le virus a partir de 10 flacons de 175
cm2 de surface et obtenu une bande visible aprés centrifugation en
gradient de chlorure de césium & une densité apparente de 1,34,

Nous avons alors infecté des cellules HRT18, HeLa, KB8, KB16 et KB18
avec le virus purifié, extrait 1'ADN viral et digéré celui-ci avec
1'enzyme de restriction BamHI. Un profil d'Ad40 était alors observé sur
toutes les pistes (Fig. R14). Ceci constituait bien sir une vérification
de 1'identité du virus obtenu mais signifiait également que la synthése
d'ADN avait lieu, au moins au premier passage, dans toutes ces lignées

cellulaires,
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DETECTION PAR ELISA DES ANTIGENES D'Ad40 ET Ad41 EN CULTURE APRES LE

TROISIEME PASSAGE DANS DIFFERENTES LIGNEES CELLULAIRES HUMAINES

Sérotype

Ad40

Ad4l

Inverse de la plus haute dilution ELISA-positive (a)

P e R S o e e e e L e R e ]

HEp-2 KB8 KB16 KB18 HRT18 293
20 10 20 160 160 §C
10 10 20 80 10 1280

(a) Exemple :

Le nombre 10 signifie que la dilution 1/10 donne un résultat
positif et que la dilution 1/20 donne un résultat négatif
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Fig. R14. Profils de restriction avec 1'endonucléase BamHI de 1'Ad40
cultivé dans différentes lignées cellulaires.

Pistes : 1. KB8. 2. KB18. 3. HRT18. 4. KB16. 5. Hela.
La bande de plus haut poids moléculaire résulte de la
digestion partielle de 1'ADN.
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Lorsqu'on isole une souche d'adénovirus humain, les deux moyens les
plus performants dont on dispose actuellement pour la caractériser sont
la séroneutralisation et 1'analyse de restriction.

La séroneutralisation est une méthode rapide et d'une technologie
facile & mettre en oceuvre. Elle posséde néanmoins deux inconvénients de
taille :

- elle nécessite une trés grande variété de sérums. En effet, le
nombre de sérotypes d'adénovirus humains actuellement connus est de 47,
ce nombre n'a fait qu'augmenter au cours des derniéres années et 1'on
peut penser qu'il augmentera encore. Ce qui veut dire qu'il faudra
bientdt, pour séroneutraliser une souche nouvellement isolée, la faire
réagir contre plus de 50 sérums différents, ce qui est un nombre
considérable. De nombreux laboratoires effectuent la séroneutralisation
en n'utilisant que les sérums dirigés contre les sérotypes 1 a 7, les
plus répandus dans la nature, mais ceci ne peut é&videmment donner
naissance qu'a de nombreuses erreurs dans 1'identification des souches.

- le deuxiéme inconvénient de la séroneutralisation est que toutes
les souches ne sont pas typables par ce procédé. I1 a ainsi été isolé,
notamment dans les sous-groupes B et D, des souches intermédiaires ne
pouvant é&tre classés dans aucun sérotype (ADRIAN et al., 1985a, 1987a,
1987c 3 ADRIAN et WIGAND, 1986 ; HIERHOLZER et al., 1988a ; WIGAND et
ADRIAN, 1989).

FIFE et al. (1985b), comparant les techniques de séroneutralisation
et d'analyse de restriction pour le typage des souches, ont montré que
1'analyse de vrestriction donnait généralement des résultats plus

satisfaisants.
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Au vu de nos résultats, nous pouvons dire que 1'analyse de
restriction posséde un grand avantage, c'est qu'en digérant 1'ADN d'une
souche avec une seule endonucléase de restriction, BamHI dans notre cas,
il est possible de déterminer le sous-groupe auquel appartient cette
souche. Cependant, 1lorsque les profils de restriction de 1la souche
considérée sont trop éloignés de ceux de la souche prototype, il n'est
pas possible avec cette méthode de déterminer 1le type. Ainsi nous
n‘avens pas pu déterminer le type de la souche 208, méme aprés examen
d'un nombre élevé de profils de restriction (18), ceci n'ayant pu étre
obtenu que par séroneutralisation,

Mais p]us-grave encore que de ne pouvoir typer une souche serait lui
attribuer un sérotype qui n'est pas le sien. C'est pourtant Te risque
auquel on s'expose en ne procédant & 1'analyse que d'un seul profil de
restriction. Ainsi Tes types génomiques Ad5al et Adbal présentent un
profil de restriction avec BamHI identique & celui de 1'AdZp et
différent de celui de 1'Ad5p, ce qui aurait pu conduire & une erreur
d'identification.

Aucune des deux techniques, séroneutralisation et analyse de
restriction, n'apparait donc sans défaut et c'est pourquoi il nous
parait indispensable de les wutiliser toutes deux pour toute

caractérisation s{re d'adénovirus humain.

Cette derniére maniére de procéder nous a permis d'isoler des types
génomiques d'adénovirus Jjusqu'alors inconnus. Ceux-ci ont été
détectés dans des féces d'enfants pris au hasard dans une population a
trés bas niveau de vie de la ville de Sao Paulo, Brésil.

Des adénovirus avaient été détectés dans des féces d'enfants n'ayant

pas de diarrhée (BRANDT et al., 1979) et sont communément isclés chez
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des individus bien portants (BRANDT et al., 1969, 1972 ; FOX et al.,
1969). Dans une étude & grande échelle portant sur 25 600 enfants
britanniques sains dgés de moins de 5 ans, GALBRAITH (1965) a trouvé que
0,5%4 des enfants excrétaient des adénovirus, parmi ceux-ci 78%
appartenaient au sous-groupe C. Le pourcentage d'enfants infectés
déclinait trés vite avec 1'dge, de 0,9% pour les enfants de moins de 1
an a 0,2% pour les enfants de 4 ans.

La population sur laquelle nous avons travaillé ne comprenait que des
enfants n'ayant pas atteint 1'dge de 18 mois. Un total de 100 enfants
ont été suivis de la naissance jusqu'd 18 mois et 1345 &chantillons de
féces ont été collectés & partir d'enfants bien portants et malades.
Nocus avons retrouvé des antigénes d'adénovirus dans 53 échantillons,
soit 3,9% et 35 enfants (35%) ont, au moins une fois pendant ces 18
mois, excrété des antigénes d'adénovirus.

La détection de ces antigénes ayant été faite par la méthode ELISA
qui n'est pas une méthode d'une grande sensibilité, on peut penser que
les taux d'adénovirus présents dans les échantillons de féces pcsitifs
sont assez importants. Cependant, nous n'avons réussi a cultiver que 43%
de ces adénovirus. Il est possible que ceci soit di & une perte de
1'infectivité survenue durant le stockage des souches plusieurs années a
-20°C.

Aucun Ad40 ou Ad4l n'a été isolé aprés culture cellulaire. Il est
donc possible qu'aucun enfant n'ait é&té contaminé par un de ces
sérotypes pendant la période considérée. A ce sujet, remarquons
qu'aucune épidémie de gastroentérite n'a frappé la communauté étudiée
pendant les 18 mois ol ont été effectués les prélévements. Notons aussi
le petit nombre d'enfants souffrant de diarrhée (5) parmi ceux qui ont

excrété des adénovirus.
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Nous avons détecté chez ces enfants la présence d'adénovirus des
sous-groupes A, B, C et D. Parmi les 16 souches caractérisées, 14
appartenaient d@ un type génomique inconnu jusdu'a]ors. Cette proportion
surprenante car trés élevée peut s'expliquer en partie par le fait que
la recherche de types génomiques a é&té essentiellement menée jusqu'a
présent en Amérique du Nord, en Europe ou au Japon et que presque rien
n‘a encore été fait en ce domaine en Amérique Latine. Ceci confirme en
tout cas la grande variabilité génétique de ces virus.

Au cours des derniéres années, des types génomiques ont été mis en
évidence pour un certain nombre de sérotypes (Tableau D1).

Au cours de notre travail effectué sur les échantillons de Sao Paulo,
quatre nouveaux types génomiques ont été caractérisés que nous avons
nommés Adld, Ad3el, Adbal et Ad5a2 suivant la nomenclature de LI et
WADELL (1986). Nous avons attribué le type génomique Ad3el aux quatre
souches d'Ad3 isolées car elles présentaient un profil de restriction
avec BamHI identique & celui de 1'Ad3e préalablement identifié.
Toutefois, une analyse plus fine, employant notamment 1'électrophorése
en gel de polyacrylamide, nous a permis de séparer ces quatre souches en
deux sous-ensembles de deux souches chacun. Dans 1'un des deux
sous-ensembles, on trouve deux souches isolées chez le méme enfant, d 4
mois d'intervalle. Lors du premier prélévement, cet enfant n'était pas
malade et lors du second, il souffrait de diarrhée. Dans ce cas, et
comme pour les autres isolats, nous n'avons donc pas pu établir de
relaticn entre type génomique et pathogénicité.

Plusieurs @&tudes épidémiologiques ont montré une hétérogénéité
considérable & 1'intérieur d'un méme sérotype (ADRIAN et al., 1985b ;
BAILEY et RICHMOND, 1986 ; O'DONNELL et al., 1986). D'autre part,

d'autres études ont révélé une homogénéité génétique (ADRIAN et al.,
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TABLEAU D1. SEROTYPES D'ADENOVIRUS HUMAINS POUR LESQUELS DIFFERENTS TYPES
GENOMIQUES ONT ETE MIS EN EVIDENCE CES DERNIERES ANNEES

Sous-groupe Sérotype Auteurs Année

A Ad31 ADRIAN et al., 1987b
ADRIAN et WIGAND, 198%a

HAMMOND et al., 1985

B Ad3 ADRIAN et al., 1989
BRUMMITT et CHERRINGTON, 1988

GUO et al., 1988a ; 1988b

LI et WADELL, 1988a

O'DONNELL et al., 1986

WADELL , 1984

Ad7 LT et WADELL, 1986

KANNEMEYER et al., 1988

WADELL , 1984

WADELL et al., 1985

Adll ADRIAN et al., 1985¢

AdZ1 VAN DER AVOORT et al., 1986

C Adl FIFE et al., 1985a
Ad2 AIRD et al., 1983

HAMMOND et al., 1985

Mc FARLANE et al., 1986

Ad5 BRUCKOVA et al., 1980

WADELL , 1984

Adé ADRIAN et al., 1985b

D Ad8 FUJII et al., 1983
KEMP et HIERHOLZER, 1986

Ad19 MENG et al., 1986

NODA et al., 1988

WADELL et DE JONG, 1980

Ad37 MENG et al., 1986

NODA et al., 1988

E Add LI et WADELL, 1988b
REN et al., 1985

WADELL, 1984

F Ad4o BROWN et al., 1984
HAMMOND et al., 1985

KIDD et al., 1984

SHINOZAKI et al., 1988

VAN DER AVOORT et al., 1989

Ad41l HAMMOND et al., 1985

KIDD 1984

SHINOZAKI et al., 1988

VAN DER AVOORT et al., 1989
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1988 ; ARENS et DILWCRTH, 1988). Dans notre é&tude, le nombre
d'échantillons caractérisés est insuffisant pour évaluer avec précision

le degré d'homogénéité d'un sérotype donné dans un environnement local.

En ce qui concerne notre travail réalisé sur des souches d'Add
isolées a Bélem et a Rio de Janeiro, la situation est un peu différente
car il ne s'agissait plus d'isoler un nouveau type génomique mais de
déterminer quels types génomiques d'Ad4 <circulaient dans ces
agglomérations et les maladies qu'ils provoquaient.

Les données de 1'Organisation Mondiale de la Santé indiquent que
1'Ad4 représente de 2% a 3% des adénovirus isolés dans le monde (SCHMITZ
et al., 1983). Cependant, la plupart des isolements recensés ont été
effectués en Amérique du Nord et en Europe, il y en a eu tré&s peu en
Amérique du Sud. Nos résultats montrent que 1'Ad4 ne représente
effectivement qu'un faible pourcentage des adénovirus isolés entre 1979
et 1965 dans 1'agglomération de Rio de Janeiro, soit 4% des adénovirus
chez les enfants atteints de maladies respiratoires. Il n'en est pas de
méme & Bélem, situé dans le nord du Brésil, a environ 3 000 km au nord
de Rio de Janeiro et ou 1'incidence de 1'Ad4 atteint 30% durant la
période 1977-1986, ceci en ne considérant que des cas sporadiques, non
1iés aux épidémies. La majorité des souches d'Ad4 isolées dans la région
de Bélem 1'ont é&té a partir de patients souffrant de maladies
occulaires. Quoique <calculé sur un nombre relativement faible
d'adénovirus isolés (43), ce chiffre de 30% semble indiquer que 1'Ad4
est endémique dans la région de Bélem. I1 se pourrait qu'une telle
différence entre Rio de Janeiro et Bélem soit due a des facteurs
climatiques, 1'humidité et les températures moyennes annuelles étant

supérieures a Bélem,
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Trois types génomiques d'Ad4 avaient &té décrits lorsque nous avons
conclu nos travaux sur ce sérotype en 1988, Addp, Ad4a (WADELL et al.,
1980) et Ad4b (BAILEY et RICHMOND, 1986). L'Addp a &té associé a des
maladies respiratoires aiglies, 1'Addb a été récemment isolé de deux
patients souffrant de conjonctivite folliculaire et d'un autre ayant une
maladie respiratoire (BAILEY et RICHMOND, 1986). D'aprés WADELL (1984),
1'Ad4a est le responsable d'épidémies de maladies occulaires survenues
en Europe en 1974 (MUZZI et al., 1975) et aux Etats-Unis (FADEN et al.,
1978).

Notre étude révéle que 1'Ad4a était le responsable de 1'Epidémie de
fiévre pharyngoconjonctivale survenue & Bélem en 1976 et qu'il est
également cause de maladies vrespiratoires chez les enfants. Nos
résultats sont en accord avec ceux de REN et al. (1985) qui ont montré
qu'un certain type génomique d'Ad4 pouvait causer des maladies
occulaires et respiratoires. Bien que ces auteurs ne mentionnent pas
1'Ad4a dans leur publication, il est trés probable que le type génomique
en question est bien celui-1&8 puisqu'il présente des profils de
restriction avec les endonucléases EcoRI, HindIII et BamHI identiques a
ceux de 1'Ad4a. On peut déduire de ces observations que 1'Ad4a ne se
limite pas & provoquer des maladies occulaires méme si jusqu'd présent
toutes les souches d'Ad4 isclées dans des épidémies de maladies
occulaires et étudiées par analyse de restriction se sont révélées étre
de 1'Ad4a. Dans notre étude, nous n'avons isolé ni Ad4p, ni Addb. Une
autre étude portant sur un nombre plus élevé d'échantillons serait
nécessaire pour déterminer si ces types génomiques circulent également
en Amérique du Sud.

Le pourcentage de fragments comigrant entre 1'Ad4p et 1'Ad4a, calculé

sur 13 profils de restriction et 167 bandes, était de 50% Ceci confirme
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les données de WADELL (1984) qui trouvait également 50% en utilisant 4
enzymes de restriction. Ce pourcentage est supérieur aux pourcentages
existant entre 1'Ad4p et les autres sérotypes d'adénovirus humains qui
sont compris entre 4% et 15% (ADRIAN et al., 1986), mais il est
comparable, en revanche, aux pourcentages existant entre 2 sérotypes du
sous-groupe B (13% & 80%) ou du sous-groupe D (38% & 79%) et méme
inférieur aux pourcentages existant entre 2 sérotypes du sous-groupe C
(59% & 77%). On peut donc affirmer que les types génomiques Ad4p et Ad4a
sont séparés par une distance génétique relativement grande.

Les cartes de restriction de 1'Ad4p avaient été établies pour 11
endonucléases de restriction (KITCHINGMAN, 1982 ; TOKUNAGA et al.,
1982). Nous avons déterminé les positions des sites de coupure de 9
enzymes de restriction sur le génome de 1'Ad4a. La comparaison des
cartes de restriction de 1'Addp et de 1'Add4a montre que seules Z cartes

sont identiques et que 11 sites de restriction ne sont pas communs aux 2

génomes.

Un autre aspect de notre travail consistait & mettre au point une
méthode de détection rapide des adénovirus dans les féces, et ceci dans
un but diagnostique. Comme nous 1'avons vu, la diarrhée infantile est un
trés vaste probléme de santé publique, notamment dans les pays du
Tiers-Monde, provoquant la mort de millions d'enfants chaque année.
Lorsque 1'agent causal est 1'adénovirus, ce sont les sérotypes 40 et 41,
dits fastidieux, qui sont principalement impliqués. Aussi nous sommes
nous attachés & essayer de distinguer, dans les féces des enfants
atteints de diarrhée, ces adénovirus fastidieux des sérotypes non
fastidieux, pouvant étre excrétés sans pour autant avoir provoqué la

gastroentérite.
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Un plasmide recombinant contenant un fragment de restriction d'Ad4l a
été sélectionné, marqué de maniére non radiocactive et hybridé contre
1'ADN de souches appartenant a chacun des sous-groupes d'adénovirus
humains, de A & F. Ce clone était capable d'hybrider avec les ADN des
adénovirus fastidieux mais non avec ceux des adénovirus des autres
sous-groupes. Nous avons localisé 1'insert de ce plasmide entre 5,4 et
7,6 unités sur le génome de 1'Ad4l, dans une région correspondant a la
région de transcription précoce E1B, plus précisément entre le site de
coupure par 1'enzyme EcoRI situé au nucléotide 2635 (d'aprés la séquence
publiée postérieurement par VAN LCON et al., 1987) et un site BamH1
Tocalisé€ a une distance d'environ 800 paires de bases, qui serait
probablement celui existant au nucléotide 1917, ou encore celui du
nucléotide 1857 en cas de digestion partielle de 1'enzyme BamHI avant
clonage. L'absence d'hybridation dans cette région du génome entre
1'Ad4l et les adénovirus non fastidieux confirme d'autres résultats
montrant une absence d'hybridation entre 1'Ad4l et 1'Ad2 entre 2,8 et
10,9 unités génome (fragment Smal E de 1'Ad2, TAKIFF et al., 1985) et
entre T1'Ad4l et 1'Ad5 entre 0 et 7,8 unités génome (fragment HindIII G
de 1'Ad5, VAN LOON et al., 1985). Une autre sonde plasmidique a été
construite, dont 1'insert s'étend de 1,5 & 3,3 unités génome, dans la
partie 5' de la région E1A de 1'Ad4l (ALLARD et al., 1985). Cette sonde
est spécifique des adénovirus fastidieux mais révéle mieux 1'Ad4l que
1'Ad40. Notre sonde, en revanche, détecte aussi bien Tes deux sérotypes.

Nous avons en réalité utilisé une combinaison de 1'analyse de
restriction et de 1'hybridation moléculaire pour la caractérisation des
adénovirus contenus dans les féces d'enfants atteints de gastroentérite
aiglie. Notre méthode d'analyse de 1'ADN extrait directement de féces est

une méthode rapide, pouvant étre menée d& bien en 12 h environ. Dans le
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cas ol un échantillon de féces contient deux adénovirus différents, elle
présente 1'avantage de ne pas modifier les proportions de chacun d'eux
comme peut le faire la culture des virus en vue de 1a séroneutralisation
(BROWN, 1985 ; DELSERT et D'HALLUIN, 1984). Certains auteurs ont trouvé
des taux trés faibles d'adénovirus non fastidieux dans les féces (BRANDT
et al., 1984 ; KIDD et al., 1982) et certaines tentatives
d'extraction de 1'ADN de ces virus avaient échoué (BUITENWERF et al.,
1985). Cependant, nous avons obtenu des quantités importantes d'ADN
viral (60 & 300 ng/g de féces) dans quatre &chantillons contenant des
adénovirus des sous-groupes B et C.

D'autre part, les quatre échantillions d'Ad40 mis en évidence dans
notre étude présentaient tous le profil de restriction BamhHl de la
souche HoviX. Ce profil avait déja été trouvé pour des souches isolées
en Europe, en Afrique et en Amérique du Nord (KIDD et al., 1984). Le
fait que nous retrouvions ce méme profil en Amérique du Sud renforce
1'idée que ce type génomique est largement répandu de par le monde.

Des sondes radioactives, marquées au 32P ont &té utilisées par
hybridation moléculaire ponctuelle (dot ou spot) pour la détection des
adénovirus fastidieux (KIDD et al., 1985 ; STALHANDSKE et al.,
1985 ; TAKIFF et al., 1985). Mais ces expériences, quoique
satisfaisantes dans 1'ensemble, peuvent produire des faux positifs ou
des résultats équivoques (TAKIFF et al., 1985). L'hybridation avec des
sondes non radiocactives a été utilisée avec succé&s pour la détection
d'un certain nombre de virus a ADN ou a ARN dans des échantillons
biologiques ou dans des cultures de tissus {revue de PEREIRA, 1986). Des
infections  respiratoires induites par  1'adénovirus ont  été
diagnostiquées par hybridation in situ (GOMES et al., 1985) et par

hybridation ponctuelle (dot) avec des sondes biotinylées. Nos propres
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essais d'utilisation de sondes biotinylées ou de sondes marquées & la
peroxydase par hybridation ponctuelle (dot) sont restés sans succés par
manque de sensibilité et de spécificité., La combinaison analyse de
restricticn + hybridation aprés transfert que nous avons employée dans
ce travail nous a permis d'utiliser une sonde non radioactive pour 1la
détection et la caractérisation des adénovirus dans des infections
entériques par un procédé relativement simple, &conomique et sdr pouvant
étre éventuellement reproduit dans des laboratoires d'analyses médicales

disposant de ressources limitées.
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Au cours de ce travail nous avons isolé et caractérisé de nouveaux
types génomiques d'adénovirus humains. L'identification de ces types
génomiques présente deux intéréts majeurs :

- un type génomique peut servir de marqueur dans des é&tudes
épidémiologiques

- il est intéressant de déterminer si & un type génomique est
associée une pathologie particuliére

Si dans 1'étude menée & partir des échantillons isolés & Sao Paulo,
nous n'avons pu mettre en évidence une relation entre type génomique et
pathologie, en revanche nous avons clairement montré que le type
génomique  Adda était  responsable de 1'épidémie de  fiévre

pharyngoconjonctivale survenue a Bélem en 1976.

Par ailleurs, 1'obtention d'un clone ADN recombinant capable
d'hybrider avec les ADN des adénovirus entériques Ad40 et Ad4l et la
mise au point d'une technique d'extraction et d'analyse directe des ADN
d'adénovirus a partir de féces nous ont permis de franchir une étape
essentielle dans 1'identification rapide chez le malade des adénovirus
responsables de gastroentérites.

On sait que Tes deux sérotypes, Ad40 et Ad4l, sont responsables de la
majorité des cas de gastroentérites & adénovirus. Beaucoup de questions
restent encore sans réponse d propos de ces adénovirus appelés
fastidieux et d'abord pourquoi ces adénovirus sont-ils fastidieux,
c'est-d-dire pourquoi sont-ils difficilement cultivables "in vitro" ?

Trés récemment, MAUTNER et al. (1989) ont montré que 1'Ad40 pouvait

se répliquer dans des lignées cellulaires humaines exprimant la région
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de transcription E1B de 1'Ad2, qui est un des deux oncogénes de
1'adénovirus. Ceci confirme nos propres observations. Ces auteurs ont
de plus émis 1'hypothése selon laquelle une protéine de masse
moléculaire 55 kDa codée par cet oncogéne jouerait un réle essentiel de
complémentation pour la croissance de 1'Ad40 dans ce type de lignées.
Nos observations concernant la croissance de 1'Ad40 sur 1la lignée
intestinale humaine HRT18, non transformée par 1'adénovirus, aménent &
se poser la question de savoir si un oncogéne équivalent & EIB
(appartenant & la méme classe d'oncogéne que ras) ne s'exprimerait pas

chez cette lignée, complémentant ainsi la fonction manquante de 1'Ad40.
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RESUME

Les adénovirus humains sont classés en 6 sous-groupes, de A a F,
chaque sous-groupe contenant un ou plusieurs sérotypes. L'analyse de
1'ADN de ces virus permet, pour un méme sérotype, de distinguer
plusieurs types génomiques (variants). Au cours d'études d'épidémiologie
moléculaire menées & Sao Paulo et & Rio de Janeiro (Brésil), nous avons
isolé plusieurs types génomiques nouveaux appartenant aux Sous-groupes
A, B, C et D. Nous avons d'autre part montré que le type génomique
adénovirus 4a (sous-groupe E) était responsable d'une épidémie de fiévre
pharyngoconjonctivale survenue & Bélem (nord du Brésil).

Les adénovirus provoquent chaque année dans le monde des millions
de cas de gastroentérites infantiles, dont certaines mortelles,
notamment chez 1les enfants du Tiers-monde. Parmi ces virus, les
sérotypes 40 et 41 sont responsables de la majorité des cas. Par clonage
moléculaire, nous avons construit une sonde ADN recombinant capable de
reconnaitre spécifiquement 1'ADN des sérotypes 40 et 41 et nous avons
mis au point une méthode de détection rapide et d'identification des
adénovirus contenus dans les féces. Cette méthode est une combinaison de
1'analyse de restriction et de 1'hybridation moléculaire avec cette
sonde. Elle permet donc de distinguer ces deux sérotypes a fort

potentiel pathogéne des autres adénovirus.

Mots-cl1és : Adénovirus
: Endonucléases de restriction
: Gastroentérite
: Sérotype

: Type génomique



