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1.Introduction

Le Virus Respiratoire Syncytial (HRSV) humain est I'un des agents le plus
frequemment impliqué dans les infections respiratoires basses aigues en pédiatrie.
C’est I'un des motifs d’admission majeur aux urgences pédiatriques pendant la
saison hivernale dans les pays développés. D’aprés une méta analyse, 33,1 millions
d’épisodes d’infections respiratoires basses aigues dues au HRSV ont eu lieu chez
des enfants de moins de 5 ans en 2015'. Les infections liées au HRSV sont
également fréquentes chez les personnes ageées et chez les adultes a risques

(particulierement les immunodéprimés)z.

Il existe deux sous-groupes antigéniques, les HRSV-A et les HRSV-B, parmi lesquels
on retrouve une grande diversité de génotypes. Il s’agit d’'un virus a ARN, qui subit
de fréquentes modifications génétiques. L’élaboration d’'un vaccin est actuellement
en cours, ainsi que la recherche et le développement d'un traitement antiviral

efficace®.

L’épidémiologie moléculaire du HRSV est donc indispensable pour avoir des

informations sur les génotypes circulants et I'évolution du virus.



2.Généralités sur le Virus Respiratoire

Syncytial

2.1.  Un peu d’histoire ...

Le HRSV a été découvert chez un chimpanzé ayant une infection respiratoire en
1955%. Il avait alors été appelé le Coryza du Chimpanzé. Il a été isolé quelques
temps plus tard, en 1957, chez 2 enfants ayant une infection respiratoire®. On I'a
nommé Virus Respiratoire Syncytial du fait de son tropisme pour le systéme
respiratoire et du syncytium caractéristique en culture cellulaire. Il est rapidement
devenu l'agent le plus fréquemment isolé dans les infections respiratoires basses
aigues des nourrissons et des jeunes enfants grace a la mise en place de diagnostic
rapide par immunofluorescence®’. Le HRSV est aujourd’hui une des principales
causes d’infection respiratoire basse aigue au niveau mondial, nécessitant des
millions d’hospitalisation chaque hiver et entrainant de nombreux déces,

particulierement chez les nourrissons de moins de 6 mois'®.

2.2. Virologie

2.21. Classification

Le HRSV est classé dans la famille des Pneumoviridae au sein de l'ordre des
Mononegavirales®. Cette famille a été créée lors de la revue de la classification par
PICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) en 2016. Auparavant le

HRSV appartenait a la famille des Paramyxoviridae'®.

La famille des Pneumoviridae est composée de 2 genres, les Metapneumovirus dont
les espéces peuvent infecter des mammiféeres et des oiseaux et les
Orthopneumovirus qui n’infectent que des mammiféres. Deux espéces ont un
tropisme limité a Ihomme, le métapneumovirus humain (hMPV) et les
orthopneumovirus humains comprenant les virus respiratoires syncytiaux. (voir

Figure 1.)
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Figure 1. Arbre phylogénétique des virus appartenant a la famille des Pneumoviridae'®

D’apres la nouvelle classification, la famille des Pneumoviridae comprend 5 genres dont 2 pathogénes
chez 'homme, Human metapneumovirus et Human orthopneumovirus. Le virus respiratoire syncytial
appartient au genre orthopneumovirus. Les deux sous-groupes antigéniques sont représentés, les
HRSV-A2 et HRSV-B1.

2.2.2. Structure du virus et génome

Les caractéristiques structurales des HRSV sont communes aux Paramyxoviridae et
aux Pneumoviridae. Ce sont des virus a ARN non segmenté, simple brin, de polarité
négative. La réplication et la transcription ont lieu dans le cytoplasme de leur cellule
héte. Les virions sont enveloppés et leur nucléocapside est hélicoidale''. Le génome

du HRSV (de 15 a 20 kb environ) code pour 11 protéines.

Le HRSV est un virus pléomorphe, observable en microscopie électronique sous une
forme sphérique ou bien filamenteuse. Sa taille varie de 100 a 350 nm de diamétre
pour la forme sphérique, les filaments peuvent mesurer jusqu’a 10 pm de long'*".

(voir Figure 2.)



Figure 2. Image en microscopie ﬂectronique des structures virales filamenteuses a la surface
de cellules infectées par le HRSV

Les particules virales a la surface des cellules infectées sont sous forme sphérique (VS) de diamétre

variable ou de fagon prédominante sous forme filamenteuse (VF).

L’enveloppe du virus, qui provient de la membrane cytoplasmique de la cellule héte
lors du bourgeonnement, est de nature lipidique (voir Figure 3.). Trois protéines y
sont encrées : la protéine G (glycoprotéine d’attachement), la protéine F (protéine de
fusion) et la protéine SH (petite protéine hydrophobe). La protéine de matrice M

forme une couche structurée située entre I'enveloppe et la nucléocapside. (voir

Figure 4.)
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Figure 3. Image par coloration négative en microscopie électronique du bourgeonnement de
virions de HRSV 2 la surface de cellules infectées'

Le bourgeonnement d’une particule virale est indiqué par la lettre V et les structures filamenteuses

cytoplasmiques correspondant aux nucléocapsides par la lettre F.
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e ! |
SH + Glycoprotéines
F

Enveloppe
Bicouche lipidique

Proteine M

Nucléocapside
ARN génomique
Protéine N
Protéine P
Protéine M2-1
Protéine L

Figure 4. Représentation schématique d’une particule virale de HRSV'?

Trois protéines sont présentes a la surface du virus, la glycoprotéine G, la protéine de fusion F et une
petite protéine hydrophobe SH. L’ARN viral associé aux protéines intervenant dans la réplication, N,

P, M2-1 et L, forment la nucléocapside. La protéine M forme une couche structurée sous I'enveloppe.

L’ARN génomique viral, monocaténaire, non segmenté et de polarité négative, est
constitué d’environ 15 000 nucléotides'®'. Il contient 10 génes, débute en 3’ par une
région extragénique « leader » et se termine en 5’ par une région « trailer »'° (voir
Figure 5.). Il est encapsidé par la nucléoprotéine N en une structure hélicoidale qui
sert de matrice au complexe de réplication virale'®. Ce dernier est formé par la
protéine L (polymérase virale), ainsi que son cofacteur la protéine P
(phosphoprotéine) et des protéines M2-1 et M2-2. L’ensemble des 4 protéines N, L,

P, M2-1 constitue la ribonucléocapside.

Orthopneumovirus — human respiratory syncytial virus A2 (15 222 nt)

3{HHN HPHMHHGH F w2 C k5
NS1NS2 SH

Figure 5. Organisation du génome du HRSV (d’aprés Rima B. & al.1°)

Les génes sont représentés par les rectangles colorés (dont la largeur est proportionnelle a la

longueur du géne). Les régions intergéniques correspondent au trait noir qui les relie.
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2.2.3.

Protéines virales

Le génome du HRSV code pour 11 protéines virales (voir Tableau 1.). Le géne M2

possede deux cadres de lecture, et code donc pour 2 protéines : M2-1 et M2-2.

Les 3 protéines d’enveloppe (G, F et SH) sont les plus étudiées car elles sont les

cibles potentielles de traitements antiviraux et de vaccins

17,18

Les glycoprotéines F et G sont les seuls Ag viraux capables d’induire la synthése

d’Ac neutralisants™®.

Tableau 1. Les différentes protéines du HRSV

15,20

Nom Taille : Fonction
- du géne : nucléotides (nt)
- de la protéine : acides aminés (aa)
G 922 nt, 298 aa Glycoprotéine d’attachement du virus a sa
cellule héte.
Participe a [I'échappement au systéme
immunitaire de I'héte.
F 1903 nt, 574 aa Fusion de I'enveloppe virale avec I'enveloppe
cytoplasmique.
SH 410 nt, 64 aa Petite protéine hydrophobe
Son réle reste mal connu. Elle interviendrait
dans la survie du HRSV et inhiberait
I'apoptose’”.
M 957 nt, 256 aa Matrice
Réle dans I'assemblage, la maturation et le
bourgeonnement des virions.
NS1 532 nt, 139 aa Protéines non structurales 1 et 2
NS2 502 nt, 124 aa Modulation de la réponse immunitaire de
'héte a [linfection par antagonisme des
interférons a et B
N 1205 nt, 391 aa Nucléoprotéine
Encapsidation de ’ARN génomique.
L 6578 nt, 2165 aa ARN polymérase ARN dépendante
Sous unité majeure de la polymérase,
contient les domaines catalytiques.
P 890 nt, 241 aa Phosphoprotéine
Cofacteur de 'ARN polymérase.
M2 961 nt
M2-1:194 aa Facteur de transcription.
M2-2 : 90 aa Régulation du switch entre les fonctions de

réplication et de transcription de I'ARN
polymérase.
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2.2.3.1. Glycoprotéine d’attachement G

La glycoprotéine G est synthétisée a partir du géne G sous deux formes : une forme
transmembranaire, Gm, d’environ 298 acides aminés et une forme soluble Gs, plus

courte (environ 65 acides aminés de moins)'’.

La forme Gm est une protéine transmembranaire de type Il (la partie C-terminale est
extracellulaire), elle est incorporée dans l'enveloppe des virions sous une forme
tétratmérique?’. La portion cytoplasmique N-terminale correspond aux acides aminés
1 a 37, la région transmembranaire s'étend des acides aminés 38 a 68 et la partie C-
terminale (acides aminés 68 a 298) est extracellulaire (voir Figure 6.).

La forme Gs est sécrétée a partir des cellules infectées. Sa traduction débute au
niveau du deuxiéme codon AUG (codon 48) de 'ARNm du géne G? et la protéine
Gs est obtenue par clivage aprés le résidu 65'®. Elle ne posséde pas la région
cytoplasmique N-terminale, ni le domaine transmembranaire et correspond donc a
I'ectodomaine de la protéine G. Son réle n’est pas encore complétement défini, bien
qu’il ait été décrit qu’elle diminuerait [I'activité¢ antivirale des macrophages
pulmonaires et du complément et agirait comme un leurre auprés des anticorps anti-

HRSV afin que le virus échappe au systéme immunitaire de 'hdte infecté?%*,

L’ectodomaine de la protéine G est composé de deux régions hautement glycosylées
« mucin-like » (trés riches en résidus sérine, thréonine et proline qui sont
caractéristiques des mucines) qui entourent une courte région centrale. La séquence
des domaines « mucin-like » est trés variable, d’ou leur nom de « régions
hypervariables ». Ainsi, la protéine G est la plus variable des protéines du HRSV,
c’est pourquoi elle a été tres étudiée et est a l'origine des études d’épidémiologie
moléculaire et d’évolution des HRSV. La majorité d’entre elles sont jusqu’a présents

basées sur la deuxiéme région hypervariable.

La région centrale est composée d'une partie hautement conservée : une séquence
de 13 acides aminés (164 a 176) qui est strictement conservée, ainsi que 4 résidus
cystéine (173, 176, 182 et 186) présents dans toutes les souches de HRSV, qui sont
a l'origine de 2 ponts disulfures'®. Cette conformation tridimensionnelle forme le site
de liaison de la protéine G (voir Figure 7.). L'un des principaux récepteurs du HRSV,
présent a la surface des ses cellules hotes, est un glycosaminoglycane (GAG) :

I'héparane sulfate®. On trouve également dans la région centrale un motif CX3C qui
13



imite une chimiokine, la fractalkine et se lie a son récepteur spécifique CX3CR1, ce

qui réduirait la réponse immunitaire cellulaire de 'hote?®?’,

NS, NS, SH M

3’

-

Régions variables
« mucin-like »

1 100 e 200 300

]
HZN L ———T I 1 T — T T T T T 1 COOH
CP TM T EC aa 263 aa 285
Région conservée Région Région conservée
hypervariable
Duplication 20 aa Duplication 24 aa
pour les VRS B BA pour les VRS A ON1

== : Probable site d’attachement

==2 : Domaines variables
== : Sites antigéniques

Figure 6. Représentation schématique de la structure primaire de la protéine G du HRSV

La protéine G est composée de deux régions hypervariables et deux régions conservées. La région
hypervariable située en région C-terminale est utilisée aujourd’hui pour définir les différents
génotypes. Les duplications rapportées pour les sous-groupes A et B sont identifiées sur ce schéma.

CP : région cytoplasmique ; TM : région transmembranaire ; EC : Région extracytoplasmique.

Site de liaison au

/ glycosaminoglycane

Epitopes spécifiques de souche J

Région hautement
conservee

Ponts disulfures

[Gad :
<+—1 Région transmembranaire

Portion cytoplasmique )—b

Figure 7. Représentation spatiale de la Glycoprotéine G du HRSV (d’aprés Melero J.A. & al18)

Les difféerentes régions de la protéine G sont indiquées: les régions cytoplasmique et

transmembranaire et les sites antigéniques situés sur la région extracytoplasmique.
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2.2.3.2. Protéine de fusion F

La rdle principal de la protéine F est d’assurer la fusion entre I'enveloppe du virus et
la membrane de la cellule hoéte. C’est une protéine transmembranaire de type |. Elle
est également présente a la surface des cellules infectées et est a l'origine de la
formation de syncytia, caractéristique du HRSV, en entrainant la fusion entre des

cellules voisines'®.

Elle est tout d’abord synthétisée en un précurseur inactif FO de 574 acides aminés a
partir du géne F. Trois monoméres FO s’assemblent en un homotrimére. Lorsque ce
trimére passe dans l'appareil de Golgi, les trois monoméres sont clivés par une
protéase en deux endroits. Il en résulte 3 fragments par monomére, F1 (un peptide
de 50 kDa en partie C-terminale), F2 (un peptide de 20 kDa en partie N-terminale) et
un petit peptide de 27 acides aminés (de 109 a 136) qui est éliminé. F1 et F2 sont
reliés par deux ponts disulfures. Ce trimere est assemblé dans I'enveloppe du virus
en un état métastable, appelé pré-fusion. Pendant la fusion avec la membrane de la
cellule héte, la protéine F change de conformation en une structure stable, appelée
post-fusion (voir Figure 8.).

p27
—
Fz 109/110 136/137 F1 i '
sig. Vv WFP HRA HRB iTM iCT
F [ ] Ly J =
] c q | | C gocet e ¢t g€.C | :
N N NN N

Figure 8. La protéine de fusion F du HRSV (d’aprés Collins PL. & al.™)

Les rectangles noirs correspondent aux régions hydrophobes. Les sites de clivage sont indiqués par
une fleche. Les résidus cystéine conservés entre les différents génotypes sont indiqués par la lettre
(c). Les sites de N-glycosylation sont indiqués par la lettre N sous un trait vertical.

sig. : peptide signal (non présent dans la protéine mature), p27 : peptide de 27 Aa (non présent dans
la protéine mature), FP : peptide de fusion (initie la fusion en s’ancrant dans la membrane de la cellule
cible), TM : région transmembranaire, CT : queue cytoplasmique

Les régions HRA et HRB (heptad-repeat A et B) sont impliquées dans le changement conformationnel

de la protéine F lors de la fusion.

Contrairement a la protéine G, la protéine F est hautement conservée entre les

différents génotypes de HRSV avec plus de 90% d’homologie entre les séquences
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en acides aminés. Elle est donc une cible privilégiée étudiée pour la mise au point

d’'un vaccin contre le HRSV.

Il a également été montré que la protéine F posséde la capacité de jouer le role de

protéine d’attachement par liaison a des glycosaminoglycanes'”"'®,

2.2.3.3. Petite protéine hydrophobe SH

Cette protéine transmembranaire est de petite taille (64 acides aminés). La partie N-
terminale est ancrée dans la membrane et |la partie C-terminale est extracellulaire. La
protéine SH augmente la perméabilité membranaire. Elle s’assemble en
pentaméres®® formant des pores ayant une activité de canal a perméabilité
cationique pH-dépendante. La fonction de SH n’est pas encore clairement définie
mais il semblerait qu’elle appartienne a la classe des viroporines, ayant un role dans

le bourgeonnement et dans I'apoptose®*°.

2.2.3.4. Protéine de matrice M

Cette protéine de 256 amino-acides, non glycosylée, forme une matrice tapissant la
surface interne des virions. Elle joue un réle dans 'assemblage des particules virales

t31,32

et lors du bourgeonnemen . Elle pourrait avoir d’autres roles dans le cycle

cellulaire, comme un effet inhibiteur sur la polymérase virale®.

2.2.3.5. Protéines non-structurales NS1 et NS2

Ce sont de petites protéines de 139 amino-acides pour NS1 et de 124 pour NS2.
Elles s’assemblent entre-elles pour former des complexes hétérogénes®. NS1 est
principalement localisée au niveau nucléaire tandis que NS2 se trouve
majoritairement dans les mitochondries. NS1 est aussi retrouvée dans les
mitochondries lorsqu’elle est complexée avec NS2°°. Elles sont impliquées dans la
perturbation de la réponse immunitaire en interférant avec la synthése d’interféron
beta (IFN-B), ainsi qu’en perturbant les voies de signalisation IFN de type | et IFN de
type [11°°%. NS1 et NS2 sont également capables d’inhiber I'apoptose, permettant

aux cellules infectées de survivre plus longtemps®.
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2.2.3.6. Nucléoprotéine N

Cette protéine de 391 acides aminés encapside I'’ARN viral, afin de le stabiliser et de
le protéger. Le complexe formé par 'ARN et la protéine N a une structure hélicoidale.
Chaque tour comporte en moyenne 10 monomeéres de N, chacun lié a 7 nucléotides
d’ARN'®. La conformation tridimensionnelle du complexe ARN-protéine N facilite
laccés de la polymérase a 'ARN lors de la transcription et de la réplication®®. En
outre, N posséde un domaine de liaison a la protéine P au niveau d’'une poche
hydrophobe de son domaine N-terminal, permettant l'interaction du complexe
polymérase viral et de la ribonucléocapside lors de la réplication et de la

transcription*’.

2.2.3.7. Polymérase L

Cette protéine s’associe aux protéines P et M2-1 pour former le complexe
polymérase viral. C’est la plus grosse protéine du HRSV, elle comporte 2165 acides
aminés. La protéine L est l'unité catalytique du complexe, elle posséde une activité
polymérase ARN-dépendante. Elle est également impliquée dans la polyadénylation
des ARNm viraux et dans la mise en place de la coiffe*'.

2.2.3.8. Phosphoprotéine P

La phosphoprotéine du HRSV mesure 241 acides aminés et elle est un cofacteur
indispensable de la polymérase. Elle coordonne les protéines de la nucléocapside et
du complexe polymérase viral. Elle s’organise en homotétrameres a partir d’'une
région centrale multimérisée***3. En se liant au complexe ARN-Nucléocapside au
niveau C-terminal, ainsi qu’a L et M2-1, elle met en présence tous les acteurs
nécessaires a linitiation de la transcription et de la réplication virale**. La partie N-
terminale de la protéine P soluble se lie aux monomeres de N libres et les adresse
vers les brins d’ARN viraux néosynthétisés lors de la réplication, afin d’éviter que les

monomeéres de N s’auto-agrégent ou se lient & de I’ARN non viral®®.

17



2.2.3.9. Facteur de transcription M2-1

La protéine M2-1, mesurant 196 acides aminés, est synthétisée a partir du premier
cadre de lecture du géne M2. Elle est présente sous forme phosphorylée et non
phosphorylée®®, et sorganise en homotétraméres via un domaine
d’oligomérisation*’. Elle joue un role essentiel lors de la transcription virale. En son
absence, la polymérase interrompt prématurément la transcription des génes viraux,

synthétisant des ARNm tronqués*®4°.

2.2.3.10. Protéine réqulatrice M2-2

Cette petite protéine de 90 acides aminés, correspond au deuxiéme cadre de lecture
du géne M2. Elle oriente I'activité de la polymérase virale vers la réplication de 'ARN
génomique plutdt que vers la transcription en ARNm®.

2.2.4. Cycle de réplication viral

Le cycle de réplication du HRSV se déroule entierement dans le cytoplasme de la
cellule héte. (voir Figure 9.)

2.2.4.1. Attachement et pénétration du virus dans la cellule hbte

Le cycle de réplication du HRSV débute par I'attachement du virus a sa cellule héte.
Il s’agit principalement des cellules ciliées de I'épithélium respiratoire. L'attachement
du HRSV dépend de la protéine G, qui interagit avec des GAGs, notamment
'héparane sulfate, présents a la surface des cellules cibles. I a également été
montré que la protéine F du HRSV jouait un réle dans cette étape et pouvait pallier a
une inefficacité de la protéine G'®. Cependant sa fonction principale est de permettre
la fusion entre I'enveloppe virale et la membrane de la cellule héte. Le mécanisme de
fusion des membranes virales et cellulaire implique un changement de conformation
de la protéine de fusion, qui passe d’'un état de pré-fusion instable a un état de post
fusion stable. L’enveloppe virale est alors intégrée a la membrane cellulaire,

permettant une libération de la nucléocapside dans le cytoplasme.
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2.2.4.2. Transcription, traduction et réplication

La transcription peut ensuite débuter dans le cytoplasme de la cellule héte. L'ARN
génomique viral, encapsidé et de polarité négative, est transcrit en ARN messager
coiffé et polyadénylé, par la protéine L (ARN polymérase-ARN dépendante). Les
protéines N, P, M2-1 participent aussi a la transcription. L’ARN viral sert également
de matrice a la synthése d’'un antigénome complet, de polarité positive, qui est a son
tour répliqué en ARN génomiques. La protéine M2-2 permet la régulation des
fonctions de transcription et de réplication®®.

Les difféerents ARNm sont ensuite traduits en protéines virales. Les protéines N, P, L
et M2-1 vont allez s’associer avec les ARN viraux néo-synthétisés pour former la
ribonucléocapside. Les protéines d’enveloppe F, G et SH, qui nécessitent une
maturation pour étre fonctionnelles (glycosylation et clivages), vont passer par le
réticulum endoplasmique cellulaire et I'appareil de Golgi, avant de rejoindre la
membrane cytoplasmique dans laquelle elles sont intégrées.

2.2.4.3. Assemblage du virus et bourgeonnement

L’assemblage des virions a lieu au niveau du pole apical des cellules polarisées®. La
composition de la membrane cellulaire a cet endroit correspond a celle de la future
enveloppe virale (présence des 3 glycoprotéines transmembranaires et de la
protéine M qui forme une couche sous la membrane plasmique). L’'assemblage est
coordonné par la protéine M, qui a la capacité d’interagir avec les protéines
d’enveloppe via leurs queues cytoplasmiques et de diriger la nucléocapside sur le
lieu de 'assemblage, en association avec le cytosquelette cellulaire et les filaments

d’actine®.

La libération des virions par bourgeonnement implique le systéeme endosomique

cellulaire®.
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Figure 9. Cycle de réplication des Pneumoviridae (d’aprés Schildgen V. & aI.51)

On observe sur ce schéma les 8 étapes du cycle de réplication du HRSV :

1 : Attachement a la cellule héote

2 : Fusion de I'enveloppe virale avec la membrane cellulaire et libération de la nucléocapside dans le
cytoplasme de la cellule hote

: Transcription de 'ARN viral de polarité négative en ARN messagers viraux coiffés et polyadénylés
: Traduction

: Réplication a partir de 'ARN viral qui sert également de matrice pour la synthése d’'un antigénome
: Maturation des protéines d’enveloppe via le réticulum endoplasmique (ER) et 'appareil de Golgi

: Assemblage des particules virales

0o N o o b~ W

: Bourgeonnement et libération des virions
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2.2.5.Sous-groupes antigéniques et diversité

La variabilité au sein de I'espéce des virus respiratoires syncytiaux est importante, du
fait du taux élevé de substitutions nucléotidiques lors de la transcription,
caractéristique des virus a ARN. La variation antigénique entre différentes souches
de HRSV a été étudiée en utilisant des anticorps (Ac) monoclonaux dirigés contre
différentes protéines du virus. Il nexiste qu’'un sérotype® de HRSV avec deux sous-
groupes antigéniques, les HRSV-A et les HRSV-B®. || est estimé que la divergence
entre ces deux groupes a eu lieu il y a environ 350 ans®®. Les études moléculaires de
la séquence de la glycoprotéine G ont confirmé cette hypothése®” et ont permis
l'identification de différents génotypes. La variabilité au sein d’'un sous-groupe est
élevée car le taux de substitutions nucléotidiques dans le géne G du HRSV est
estimé & 1,83.10 par site et par an®®.

D’apres la littérature, on compte aujourd’hui, 13 génotypes de HRSV-A: GA1 a
GA7°"%9 SAA1%° NA1 a NA4®"%? et le dernier génotype identifié, ON1%* comportant
une insertion de 72 nucléotides dans la région C-terminale du géne G ; ainsi que 28
génotypes de HRSV-B (BA1-BA13, GB1-GB5, SAB1-SAB4, URU1-2, CB1, BA-C,
CB-B, et THB)*. Le génotype majoritaire des HRSV-B circulants dans le monde
actuellement est le génotype BA, qui comporte une duplication de 60 nucléotides
dans la région C-terminale du géne G.
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2.3. Pathogénése

La contamination a lieu par voie nasale, par inhalation d’aérosols provenant d’un
sujet infecté (générés par la toux ou des éternuements) ou bien par contact direct
avec des objets souillées (jouets utilisés par des jeunes enfants en collectivité). Le
HRSV peut survivre plus de 24h sur une surface non poreuse®®. La période
d’incubation, pendant laquelle le virus se réplique au niveau du nasopharynx, dure 4
a 5 jours. Dans la majorité des cas (particulierement chez I'adulte), I'infection est
restreinte dans le systéme respiratoire supérieur, avec des signes cliniques non
spécifiques : rhinorrhée, toux, et parfois une fievre peu élevée. La diffusion du virus
vers le tractus respiratoire inférieur, principalement par aspiration des sécrétions
infectées, dure 1 a 3 jours. Environ 40% des nourrissons infectés par le HRSV ont
une atteinte des voies aériennes inférieures®. Les principales cellules cibles du
HRSV sont les cellules ciliées et les pneumocytes de type 1 des alvéoles'. La
multiplication du virus dans les cellules épithéliales respiratoires entraine une
nécrose cellulaire et une destruction du systéme ciliaire. Cela active la réponse
inflammatoire, créé un cedéme et entraine linfiltration de polynucléaires, de
macrophages et de lymphocytes. La production de mucus est augmentée.
L’accumulation de débris cellulaires et de mucus dans la lumiére des bronchioles et
des alvéoles entraine une obstruction bronchiolaire®’, voire un collapsus alvéolaire.
L’'immaturité du systéme respiratoire des nourrissons accentue cette obstruction, les
rendant plus susceptibles de développer une bronchiolite®®. La guérison survient
généralement en quelques jours, mais la clairance du virus peut prendre 2 a 3

semaines.

Le tropisme du HRSV est essentiellement pulmonaire et restreint aux cellules
superficielles de I'épithélium respiratoire. Le virus n’atteint pas les cellules basales de
I'épithélium respiratoire. Il n'a jamais été mis en évidence de virémie lors d’'une
bronchiolite a HRSV. Cependant, chez 'immunodéprimé, le virus peut étre retrouvé

dans d’autres organes (rein, coeur, foie)®.

La réponse immunitaire de I'héte, en particulier la libération de cytokines, joue un
réle majeur dans la pathogénése et la sévérité clinique de I'infection®. Il a été montré
que le taux de cytokines libérées (interleukines (IL) IL-6, IL-8, Tumor Necrosis Factor

(TNF)-a, chimiokines) était corrélé a la sévérité de I'infection®®.
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2.4. Manifestations cliniques

La clinique de linfection a HRSV dépend de I'age du patient et de son statut
immunitaire. L’infection débute par une atteinte nasale qui peut ensuite s’étendre aux
sinus, a l'oreille moyenne et au tractus respiratoire inférieur. La bronchiolite est une
infection virale respiratoire épidémique saisonniére du nourrisson de moins de 2 ans

et correspond généralement au premier épisode d’infection par le HRSV.

Le tableau clinique classique de la bronchiolite associe une toux, une dyspnée
obstructive avec polypnée, un tirage intercostal, un wheezing (sifflement) ou bien la
présence de rales sibilants ou crépitants, au décours immédiat d’un épisode de
rhinopharyngite. Une fievre modérée est présente dans 50% des cas. Généralement,
on observe également une diminution de I'appétit. Chez les nourrissons de moins de

2 mois, 'apnée peut étre la seule manifestation clinique®®®"°.

L’infection a HRSV du jeune enfant peut étre grave et nécessite dans 1 a 2% des cas
une hospitalisation pour insuffisance respiratoire grave. Des facteurs favorisants les
formes graves ont été identifiés. Un des principaux facteurs prédictifs d’infection
grave est I'age, les enfants de moins de 6 mois étant significativement plus souvent
hospitalisés. Les autres facteurs de risque identifiés sont la prématurité (surtout si la
naissance a lieu avant 30 semaines de grossesse), le sexe masculin, la présence de
freres et sceurs, I'association a une pathologie sous-jacente (bronchodysplasie,
cardiopathie...), le tabagisme passif, un milieu social défavorisé. L’allaitement

maternel serait au contraire un facteur protecteur’”.

La bronchiolite a HRSV peut se compliquer d’une surinfection bactérienne
(pneumonie, otite...). Le pourcentage de coinfection par une bactérie est de plus de

40% chez les nourrissons ayant une bronchiolite sévére®2.

Les réinfections sont fréquentes, méme au cours du méme épisode épidémique. La
clinique des ces réinfections est normalement moins bruyante, toux et rhinorrhée
étant les manifestations les plus courantes. La répétition des épisodes obstructifs
avec wheezing, doit faire évoquer le diagnostic d’asthme du nourrisson (a partir de 3

épisodes avant 2 ans)”.
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2.5. Diagnostic biologique

Le diagnostic virologique de l'infection par le HRSV n’est pas systématiquement
recommandé et doit étre réalisé en fonction du contexte clinique et épidémique. Le
type de prélévement a réaliser pour rechercher la présence du HRSV est un
écouvillonage ou une aspiration nasopharyngée. Le virus peut également étre
recherché dans un liquide de lavage broncho-alvéolaire ou une aspiration
bronchique. L’isolement du virus par culture cellulaire a été pendant longtemps la
meéthode de référence, mais n’est plus recommandé actuellement.

Deux approches sont actuellement utilisées : la recherche d’antigénes viraux et la
recherche de I'’ARN viral"®""°,

Recherche d’antigénes viraux :

Elle peut étre réalisée par immunofluorescence ou par immunochromatographie.
Dans le premier cas, les cellules présentes dans I'échantillon sont étalées sur une
lame. Les antigenes viraux sont détectés grace a des anticorps monoclonaux
marqués par un fluorochrome. Cette technique, rapide et trés spécifique est de
moins en moins utilisée du fait de son manque de sensibilité. La technique
immunochromatographique est aujourd’hui trés répandue, du fait de sa rapidité
(lecture du résultat en 15 minutes), de sa facilité d’utilisation (lecture automatisée) et
parce qu’elle est réalisable « au lit du patient », dans les service de soin équipés
d’automates. Cette technique est utilisée principalement par les services de pédiatrie
(la sensibilité du test est moindre chez I'adulte), pour faciliter le tri des enfants a

hospitaliser et a isoler en période épidémique.

Recherche de ’ARN viral :

Les techniques de biologie moléculaire sont de plus en plus utilisées,

particulierement depuis le développement de PCR en temps réel et la possibilité
d’effectuer une recherche simultanée d'un panel de pathogénes (multiplexage).
Plusieurs industriels proposent en effet des automates permettant la réalisation d’'une
RT-PCR multiplexe en moins de 2h (extraction comprise). Les avantages de ces
techniques sont la sensibilité (meilleure que pour les techniques
immunochromatographiques), la simplicité d’utilisation, la rapidité d’obtention des

résultats. Le principal inconvénient est leur colt qui est trés élevé.
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2.6. Epidémiologie

Le HRSV est responsable d’infections respiratoires aigues basses et peut toucher
des individus de tout &ge. C’est I'agent étiologique viral le plus souvent responsable
de ce type d’infection chez I'enfant. C’est le deuxiéme pathogéne le plus souvent
responsable d'un décés suite a une infection respiratoire basse apres le
Pneumocoque’™, au niveau mondial. La primo-infection survient dans la grande
majorité des cas avant 5 ans et une fois sur deux avant 1 an®. Les réinfections sont
trés fréquentes, tout au long de la vie. En effet, 'immunité secondaire a la primo-
infection n'est que partielle. Il a été montré que le risque de réinfection chez I'enfant
est inversement proportionnel au titre d’Ac anti-HRSV circulants. La sécrétion locale
d’Ac anti-HRSV (des IgA) est particuliérement efficace, mais elle décroit rapidement
dans le temps®. Le titre d’IgG circulants décroit plus lentement mais la nature de
I'épithélium respiratoire en fait un site difficile d’acces pour ces anticorps. Un taux
élevé d’Ac sériques est donc nécessaire pour conférer une immunité au niveau du
tractus respiratoire. Le fait que le HRSV posséde des protéines capables de moduler
la réponse immunitaire de I'héte (les protéines NS1 et NS2, la protéine G via son
motif fractalkine CX3C, etc.) participe également a son échappement au systéme

immunitaire de I'note®.

Les individus les plus a risque de développer une infection grave sont les enfants,
particulierement les nourrissons de moins de 6 mois, les personnes agées et les
sujets immunodéprimés. D’aprés une méta-analyse de 2015, l'incidence (par an et
pour 1000 habitants) des infections respiratoires basses aigues dues au HRSV chez
les enfants de moins de 5 ans est de 35,6 dans les pays industrialisés et de 50,8
dans les pays en développement. Chez les enfants de moins de 6 mois, I'incidence
est de 66,1 et 82,5 respectivement dans ces deux catégories. Le taux
d’hospitalisation le plus élevé concerne la catégorie des nourrissons de moins de 6
mois et il est de 27,1 par an et pour 1000 nourrissons dans les pays industrialisés’.
Les cas de déceés chez les enfants de moins de 5 ans ont été estimés a 118 200 en
2015 par cette méme étude, mais ce chiffre est controversé car une autre méta-
analyse de 2015 rapporte 36 400 décés attribuables au HRSV®. Ces deux études se
rejoignent sur le fait que la grande majorité des décés a lieu dans les pays en voie de

|.75)

développement (99% d’aprés Simdes & al.””). Dans les pays industrialisés, le taux de

mortalité suite a une bronchiolite serait compris entre 0,002% et 0,2% chez le
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nourrisson de moins d'un an’'. Il n’existe que trés peu d’études concernant les
infections dues au HRSV chez les personnes agées. Il a cependant été montré que
le HRSV était responsable d’'une augmentation de la mortalité chez les personnes de
plus de 65 ans'®. Une étude espagnole a mis en évidence que le HRSV était
responsable de 8% de syndromes pseudo grippaux (le virus Influenza a été retrouvé
dans 9% des cas) dans un groupe de 1200 patients inclus. L'age, le recours a une
hospitalisation et la mortalité étaient significativement plus élevés dans le groupe des
patients ayant une infection due au HRSV’®.

Dans les régions tempérées de I'hémisphére Nord, les infections a HRSV évoluent
sous forme d’épidémies annuelles, pendant les saisons automne-hiver. Les premiers
cas apparaissent généralement au cours du mois d’'octobre ou en novembre. L'acmé
de [l'épidémie est en décembre ou janvier et les derniers cas surviennent
généralement en avril. Dans les régions tropicales, le HRSV circule principalement
pendant la saison des pluies. Le réservoir du HRSV hors période épidémique n’a pas
encore été clairement élucidé, mais il s’agirait probablement d’un réservoir humain®.
Il a été mis en évidence qu’au cours d’'une épidémie, seulement un petit nombre de
génotypes circule et qu’ils sont remplacés par des génotypes différents lors de
I'épidémie suivante. Ce glissement d’'un génotype a l'autre serait favorable pour le

virus, en lui permettant d’échapper a 'immunité acquise par son hote®” ",

Les deux sous-groupes antigéniques HRSV-A et HRSV-B co-circulent au cours de la
plupart des épidémies mais généralement un groupe prédomine par rapport a
lautre’®. On a tout d’abord pensé que cela permettait au virus d’échapper a
limmunité acquise par ses hétes, mais il a ét¢é montré que les réinfections par un
virus d’'un sous-groupe antigénique différent ne sont pas plus fréquentes qu’avec un
virus du méme sous-groupe. Il existe en effet de nombreux variants au sein de

chaque sous-groupe.

Aucun lien entre le groupe antigénique ou le génotype et la gravité clinique de

l'infection n’a été mis en évidence pour le moment.
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2.7. Traitements/vaccination

2.71. Thérapies curatives

Actuellement, trés peu de thérapies a visée curative anti-HRSV sont disponibles sur

le marché.

La seule molécule ayant une autorisation de mise sur le marché (AMM) utilisée dans
le traitement des infections a HRSV est la ribavirine. Cest un analogue
nucléosidique de synthése, utilisé dans le traitement d’infections virales, efficace
contre les virus a ADN et a ARN. Elle a également un effet immuno-modulateur, par
stimulation des lymphocytes T auxiliaires (producteurs d’interférons, de cytokines ou
d’interleukines). Elle a été utilisée en aérosol pour traiter des infections sévéres a
HRSV, mais son utilisation est maintenant réduite a des cas particuliers (les patients
transplantés principalement) du fait de sa toxicité importante et d’une balance
bénéfice/risque peu favorable”.

Le traitement des infections a HRSV est donc aujourd’hui principalement
symptomatique (oxygénothérapie, hydratation)’”®. Devant I'ampleur et la gravité
potentielle des infections a HRSV il est indispensable de mettre au point des

traitements antiviraux efficaces et peu toxiques.

2.7.1.1. Inhibiteurs de fusion

Plusieurs molécules permettant d’'inhiber I'entrée du virus dans la cellule héte sont

actuellement en phase de développement.

ALX-0171 correspond a des fragments d’Ac, sous forme de nanoparticules
administrées par inhalation, dirigés contre la forme pré-fusion de la protéine F. Ce
traitement, capable de neutraliser le HRSV in vitro, a montré des résultats favorables

lors des premiéres phases de tests cliniques®.

GS-5806 (Présatovir) est une molécule administrée par voie orale qui a la capacité
d’inhiber la fusion entre I'enveloppe virale et la membrane cellulaire. Elle a d’abord
été testée avec succés chez des adultes sains chez qui elle a montré sa capacité a

diminuer la réplication virale et a limiter la sécrétion de mucus. Les tests ont été
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poursuivis dans la population pédiatrique, chez les patients immunodéprimés et

ages, mais les résultats ne sont pas encore publiés.

Les composés VP-14637 and JNJ-2408068 sont de puissants inhibiteurs de fusion
par un mécanisme d’action similaire au niveau des régions heptad-repeat de la
protéine F (régions impliquées dans le changement conformationnel de F au moment
de la fusion)81. Les études cliniques n’ont pas été poursuivies pour des raisons de

toxicité.

JNJ64041575 (Lumicitabine) est un autre inhibiteur de fusion en phase test dans la
population pédiatrique, dont les premiers résultats chez l'adulte sain sont

encourageants®.

2.7.1.2. Inhibiteurs de la polymérase

L’inhibition de la polymérase virale permet le blocage de la synthése d’ARN viral.

La polymérase virale est 'une des cibles principales des traitements antiviraux. De
nombreux inhibiteurs de polymérases sont disponibles sur le marché pour traiter les
infections a HIV, VHB, HSV ...

ALS-008176 (prodrogue du composé ALS-008112), est un analogue nucléosidique
de la cytidine, terminateur de chaine. Il est phosphorylé une premiére fois au niveau
plasmatique et son métabolite va rejoindre différentes cibles cellulaires, dont les
cellules de [I'épithélium respiratoire, ou il sera a nouveau phosphorylé en un
métabolite actif tri-phosphaté. Aprés avoir démontré son efficacité in vitro, ce

composé est actuellement testé en phases cliniques®.

BI-D est un inhibiteur non nucléosidique de la polymérase. Il agit en bloquant la
fonction de coiffage de la polymérase, ce qui entraine la synthése de transcrits
avortés (<50 nt) non coiffés. |l n'y a pas d’essais cliniques en cours concernant cette
molécule, mais ce mécanisme d’action est prometteur pour de futures molécules

antivirales.

AZ-27 est un autre inhibiteur non nucléosidique capable de bloquer a la fois la
transcription et la réplication en modifiant la capacité de 'ARN polymérase a adopter

la structure conformationnelle lui permettant d’initier la synthése de '’ARN®.
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2.7.1.3. Autres

D’autres molécules ayant pour cible les protéines N, P, SH et M2-1 sont également

en cours de développement®.

2.7.2. Thérapies préventives

2.7.2.1. Vaccins

L’épidémiologie des infections a HRSV a permis d’identifier plusieurs populations
cibles d’une vaccination anti-HRSV: les nourrissons de moins de 6 mois, les enfants
de plus de 6 mois, les femmes enceintes, les personnes agées. Les nourrissons de
moins de 6 mois correspondent a la population qui devrait étre la plus bénéficiaire
d’'une vaccination efficace étant donné que c’est le groupe ayant le plus souvent une
infection grave. Cependant, leur systtme immunitaire immature et la présence d’Ac
maternel circulant dans leur sérum sont deux facteurs pouvant diminuer leur réponse
immunitaire a une vaccination. La vaccination des enfants aprés 6 mois est plus
efficace car leur systtme immunitaire est plus mature. Cette population est moins
concernée par les bronchiolites graves, mais les enfants en bas ages sont trés
souvent en contact avec des nourrissons (a la créche ou dans la fratrie). Les
vacciner pourrait entrainer une diminution de la circulation du virus dans ces
populations. La vaccination des femmes enceintes pourrait permettre aux
nourrissons de naitre avec un taux élevé d’Ac circulants qui les protégerait durant

leurs premiers mois de vie®*.

Depuis de nombreuses années le développement d’'un vaccin efficace contre le

HRSYV est en cours, mais pour le moment, aucun des vaccins testés n’a d AMM.

Dans les années 1960, un vaccin anti-HRSV a été développé a partir de virus
inactivés par le formol. Son utilisation s’est révélée inefficace et méme dangereuse
car les nourrissons vaccinés ont présenté des infections plus graves que les témoins
non vaccinés (80% on nécessité une hospitalisation contre 5% dans le groupe
témoin)®°. Des études ont montré que la vaccination par un virus inactivé par le
formol ne permettait pas une stimulation suffisante du TLR des lymphocytes B,

entrainant la production d’Ac de faible affinité pour le virus, avec un faible pouvoir
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protecteur. Lors d’'une infection future, les Ac circulants n’étaient donc pas en mesure
de neutraliser le HRSV et la réaction immunitaire était modifi€e avec une activation
préférentielle de la voie des Lymphocytes Th2, prédisposant a une expression plus

sévére de la maladie®.

D’autres vaccins vivants atténués ont été testés (sans retrouver la toxicité du vaccin
inactivé par le formol). La vaccination a partir de mutants atténués adaptés au froid
était prometteuse®’, mais a finalement été arrétée aprés des essais cliniques qui ont

montré une immunogénicité insuffisante chez le jeune enfant®

. Actuellement, la
recherche s’oriente vers des vaccins contenant des mutants obtenus par génétique
inverse, permettant de sélectionner les mutations souhaitées®. De nombreux essais
cliniques avec diverses mutants au niveau des génes SH, N1 et N2, M2-2 sont en
cours®. Cependant, une des principales interrogations concernant ce type de vaccin

est le risque de réversion vers un phénotype sauvage.

Une alternative plus slre est donc l'utilisation de vaccins sous unitaires préparés a
partir de fractions virales. |l s’agit soit d’ADN plasmidique codant pour des antigénes
viraux induisant la synthése d’Ac neutralisants, tels que les glycoprotéines G et F,
soit directement de protéines recombinantes. Plusieurs vaccins de ce type sont en

cours d’essais cliniques.

Un nouveau type de vaccin est également en cours de développement: un
nanovaccin. Le vaccin est encapsulé dans un polymére qui permet un relargage
prolongé ainsi qu’une libération ciblée. Des essais prometteurs sont en cours avec

une protéine F recombinante encapsulée dans une nanoparticule®®.

2.7.2.2. Anticorps monoclonaux

Le Palivizumab (Synagis®) est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre un
épitope conservé de la protéine F. L’administration prophylactique de cet anticorps
monoclonal est conseillée chez les nourrissons ayant des facteurs de risque
(cardiopathie congénitale, bronchodysplasie, prématurité). Il nécessite des injections

répétées tout au long de la période épidémique et son collt est élevé®.

Un autre anticorps monoclonal humanisé, le Motavizumab, un dérivé du Palivizumab

dont il difféere de 13 acides aminés, a été testé. Son affinité pour la protéine F est
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nettement supérieure, ce qui accroit son potentiel neutralisant in vitro. Les études in
vivo n'ont cependant pas montré de différence d’efficacité entre les 2 molécules et la
présence d’effet indésirables cutanés avec le Motavizumab ont conduit a 'abandon

de cet Ac monoclonal’®.
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3.0bjectifs de I’étude

L'objectif de ce travail était d'étudier I'épidémiologie moléculaire des HRSV-A
circulant en Normandie de 2003 a 2018, a partir du gene G complet. De nombreuses
études d’épidémiologie des HRSV sont basées sur I'analyse de la séquence de la
deuxiéme région hypervariable du géne G. Depuis quelques années et le
développement du séquengage haut débit, cette méthode de classification est remise
en cause'. Il a été montré qu'une classification a partir de la séquence du gene G

complet serait plus discriminante®.

Il s’agit de la premiere étude épidémiologique frangaise des HRSV-A basée sur la
séquence compléte du géne G.

4.Matériels et Méthodes

4.1. Sélection des échantillons

Des échantillons positifs pour le HRSV-A collectés pendant 15 saisons hivernales, de
2003 a 2018, ont été inclus dans cette étude rétrospective. Pour chaque saison,
I'objectif était d’obtenir une trentaine de virus séquencés. Les échantillons étaient
inclus de fagon aléatoire, de maniére a avoir une répartition homogéne sur chaque

période hivernale.

La recherche de HRSV était faite a visée diagnostique dans le cadre d'une
symptomatologie d’infection respiratoire, lors d’'une consultation aux urgences ou au
cours d’'une hospitalisation. Les échantillons provenaient du CHU de Caen ou des

hépitaux d’Argentan, de Flers, de St L6, d’Alengon et de Bayeux.

Les échantillons sur lesquels d’autres virus que les HRSV-A étaient co-détectés n’ont

pas éteé inclus.

Les données sur les analyses de recherche de virus respiratoires depuis I'hiver
2011-2012 disponibles sur le systéme informatique du laboratoire (SIL) de virologie
(TD_NexLab) ont été extraites afin d’étudier I'épidémiologie des infections a HRSV

dans la population ayant consulté au CHU de Caen.
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4.2. Extraction

L’extraction des acides nucléiques viraux a été réalisée sur les échantillons de 2010
a 2018, de maniére automatisée, sur QIASymphony®-Qiagen. Le kit utilisé était le
DSP Virus/Pathogen Mini Kit, version 1. Le protocole d’élution était le Pathogen—
Complex 200 V6 _DSP-respi. Le rapport d’élution était de 2,7 : 110uL d’extrait
obtenus a partir de 300uL d’échantillon.

Pour les échantillons plus anciens, I'extraction de 'ARN du HRSV avait été effectuée
dans le cadre d’études précédentes, a partir d’'une aliquote de surnageant de culture,
soit de maniére rapide, soit de maniere automatisée. Le protocole rapide comprend
une centrifugation du surnageant de culture avec le tapis cellulaire afin d’obtenir un
culot cellulaire, le lavage avec du PBS (phosphate buffered saline), suivi d’'une
remise en suspension dans de I'eau DEPC (diéthyl-pyrocarbonate) puis chauffage a
100°C pendant 5 minutes pour libérer les ARN. L'extraction automatisée avait été
effectuée sur BioRobot M48®, avec le kit MagAttract Viral RNA M48 Qiagen®, selon

les recommandations du fabriquant.

L’ensemble des extraits ont été conservés a -20°C.

4.3. Deétection des HRSV-A

4.3.1. Organisation de prise en charge des échantillons

respiratoires au laboratoire

Depuis 2013, le service des urgences pediatriques du CHU est équipé d’'un
automate, le Sofia®-InGen, qui permet la détection des HRSV-A et B (sans distinction
du sous-groupe antigénique) en biologie délocalisée, selon une méthode
immunochromatographique, sur des préléevements nasopharyngés. Les échantillons
négatifs sont ensuite contrélés au laboratoire par une technique plus sensible de
biologie moléculaire, et permettant un screening plus large des pathogenes
respiratoires : la RT-PCR avec détection multiplexe. Cette technique est réalisée sur
un extrait d’acides nucléiques, obtenu par la technique décrite dans le paragraphe
4.2.
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De 2011 a octobre 2016, cette recherche était réalisée par la technique
RespiFinder®-Qiagen qui pouvait détecter 18 virus, dont les 2 sous-groupes
antigéniques du HRSV (A et B) et 4 bactéries.

Depuis octobre 2016, c’est la technologie MAGPIX®-Luminex qui est utilisée. Elle
permet la détection de 19 virus (dont les HRSV- A et les HRSV-B) et 2 bactéries
(voir Figure 10.)

Echantillons pédiatriques, depuis 2011

N
SOFIA®-IngenQy

POSITIF, Extraction ~_QIASymphony®-Qiagen
HRSV-B |
RT-PCR temps réel,

—> présencede —> des acides - EL— o
pour identification du

HRSV-A ou nucléiques
sous-groupe antigénique

e

o Extraction ~QIASymphony®—Qia‘1glen

NEGATIF, vérification > des acides W — —| |-

par une autre technique nucléiques '
Avant octobre 2016 :
RT-PCR avec -_v_ Depuis octobre
détection multiplexe Y 2016 : RT-PCR
RespiFinder®-Qiagen , (o 2 stecti

Fz g | T avec‘detectlon

sur I'automate i multiplexe
Rotorgene®-Qiagen MAGPIX®-Luminex

Figure 10. Prise en charge des échantillons respiratoires de pédiatrie au CHU de Caen

Aux urgences pédiatriques, recherche de HRSV pendant la saison épidémique par méthode
immunochromatographique, sur un automate mis a disposition dans le service (Sofia®-InGen).

Les échantillons négatifs par cette méthode sont pris en charge au laboratoire, par une méthode
permettant la recherche d'un panel de pathogénes respiratoires par biologie moléculaire,
RespiFinder® de Qiagen avant octobre 2016 et MAGPIX® de Luminex depuis octobre 2016. Dans le
cadre de notre étude, les échantillons positifs ont été extraits puis leur sous-groupe antigénique a été

déterminé par RT-PCR en temps réel (voir paragraphe 4.3.2).
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Depuis octobre 2016, les échantillons provenant des services autres que la pédiatrie
sont analysés sur l'automate ePlex®-GenMark, qui ne nécessite pas d’extraction
préalable et qui permet la détection de 20 virus (dont les HRSV-A et les HRSV-B) et
3 bactéries. Auparavant cette recherche était réalisée par la technique RespiFinder®-
Qiagen (voir Figure 11.).

Autres échantillons

Avant octobre 2016 :

Extraction des acides nucléiques

Avec le kit DSP Virus/Pathogen Mini Kit,
version 1, sur 'automate
QIASymphony®-Qiagen

Depuis octobre 2016 :

RT-PCR avec détection multiplexe
ePlex®-GenMark

Dépot de I'échantillon directement

dans la cassette d’analyse (B), sans
extraction au préalable. Insertion de
la cassette dans I'analyseur (A).

A

RT-PCR avec détection multiplexe
RespiFinder®-Qiagen sur I'automate
Rotorgene®-Qiagen

o .

\ﬁr B ‘9.,
T M- "'q@@
/4

Figure 11. Prise en charge des échantillons respiratoires des adultes au CHU de Caen

Avant octobre 2016, les échantillons respiratoires des services autres que la pédiatrie étaient pris en
charge par la technique RespiFinder®-Qiagen, aprés extraction selon le protocole décrit au
paragraphe 4.2. Depuis octobre 2016, c’est la technique ePlex®-GenMark qui est utilisée. Elle ne

nécessite pas d’extraction préalable, I'échantillon est directement introduit dans une cassette unitaire.

Avant 2011 les HRSV étaient mis en évidence par culture cellulaire ou par

immunofluorescence.
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4.3.2. Détermination du sous-groupe antigénique

Le typage des HRSV a été réalisé sur tous les échantillons antérieurs a 2011 et sur
les échantillons prélevés en pédiatrie positifs pour le HRSV sur I'automate Sofia®-
InGen depuis 2011.

La technique utilisée était une RT-PCR en temps réel par un systéme utilisant une
sonde d’hybridation Tagman®, permettant une identification du sous-groupe
antigénique, ainsi qu’une quantification relative du virus par détermination du Ct
(cycle threshold ou cycle seuil). La méthode Tagman® consiste en I'utilisation d’une
sonde marquée par un colorant fluorescent a I'extrémité 5’ et un « quencher » ou
extincteur a I'extrémité 3’. Le quencher inhibe la fluorescence du colorant tant que
celui-ci est fixé a la sonde. Lors de la phase d’hybridation, les amorces et la sonde
se fixent sur les séquences d’ADN complémentaires. L’ADN polymérase est une
enzyme qui posséde deux fonctionnalités. Elle synthétise un brin complémentaire de
lextrémité 5 vers 3’ a partir d'une matrice. Elle a également une activité
exonucléasique lui permettant de cliver des nucléotides. Lorsque 'ADN polymérase,
en synthétisant un nouveau brin d’ADN, atteint une sonde TagMan®, le colorant
fluorescent est libéré par clivage (voir Figure 12.). La fluorescence émise est
mesurée au cours du temps. Le Ct correspond au nombre de cycles d’amplification
nécessaires pour que la fluorescence émise par la sonde dépasse un seuil de

positivité défini.
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Figure 12. Schématisation de la réaction de RT-PCR en temps réel par méthode Taqman®

Le milieu réactionnel (1.) se compose de I'’ADN a amplifier, d’'un couple d’amorce sens et antisens et
d’'une sonde complémentaires de la séquence nucléotidique a amplifier, d’'une enzyme et de dNTP. La
sonde contient a une extrémité un colorant fluorescent et a l'autre extrémité un « quencheur » ou
extincteur, qui inhibe la fluorescence tant que le colorant est lié a la sonde. Les amorces et la sonde
s’hybrident par complémentarité sur un brin d’ADN dénaturé (2.). La synthése du nouveau brin est
effectuée par 'enzyme ADN polymérase. Lorsque celle-ci atteint une sonde fixée sur le brin d’ADN a
amplifier, le colorant fluorescent situé a I'extrémité de la sonde est détaché par une nucléase (3.). A
chaque cycle de PCR, d’autres molécules du colorant fluorescent sont libérées, ce qui entraine une

augmentation de l'intensité de fluorescence proportionnelle a la quantité d’amplicons synthétisée.

Le mélange réactionnel était préparé avec le kit commercial Superscript Ill Platinum®

One-step Quantitative RT-PCR System de Thermofisher®. Les amorces et les
sondes utilisées sont originales et ciblent une région conservée du géne N spécifique
des HRSV-A et des HRSV-B (voir Tableau 2.).

Le mélange réactionnel contenait : 1,2 yL d’eau pour PCR, 12,5 uL de tampon 2X,
0,3 puL de MgS0O4, 1 uL de chaque amorce, 0,5 uL de chaque sonde, 1 yL d’enzyme
Superscript, 5uL d’extrait.
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Dans chaque série, un témoin positif et un témoin négatif ont été inclus. Le témoin
positif pour le HRSV-A était un surnageant de culture de référence HRSV-A2
(souche ATCC VR1302) dilué au 1/100. Le témoin positif pour le HRSV-B était un
surnageant de culture de la souche de référence B1wt (ATCC) dilué au 1/1000.

Tableau 2. Amorces et sondes utilisées pour la détermination du sous-groupe antigénique des
HRSV par RT-PCR en temps réel

Noms des amorces | Séquences nucléotidiques 5’-3’ Taille | Tm
et des sondes (nt) (°C)
Amorces HRSV-A :

VRSAN-Fw CAT CCA GCA AATACACCATCCA 22 66,6
VRSAN-Rv TTC TGC ACATCATAATTAGGAGTATCAA 28 64,3
Sonde HRSV-A .

VRSAN probe (6FAM) CGG AGC ACA GGA GAT (BHQ1) 15 55
Amorces HRSV-B :

VRSBN-Fw AAT ACA GCC AAATCT AAC CAACTTTACA 28 64,3
VRSBN-Rv GAC AAG GAA GCA TGC AAT AAA 21 61,6
Sonde HRSV-B :

VRSBN probe (Hex) CAC TAT TCC TTA CTA AAG ATG TC (BHQ1) 23 53,1

L’amplification a été réalisée sur l'automate SmartCycler®-Cepheid selon le
programme suivant : 50°C pendant 15 minutes, 95°C pendant 3 minutes, puis 45
cycles : 95°C pendant 15 secondes, 60°C pendant 40 secondes, puis 40°C pendant

40 secondes.

4.4. Amplification du géne G complet

441. Choix des amorces

Le géne G ayant une taille comprise entre 900 et 1000 Nt environ selon le génotype,
a été amplifié en 2 parties afin de pouvoir obtenir une séquence compléte. Au moins
deux couples d’amorces étaient donc nécessaires et devaient permettre d’obtenir
des produits d’amplification se chevauchant sur une centaine de nucléotides afin
d’obtenir un seul contig apres séquengage. De nhombreux couples d’amorces ont été
testés. Parmi ceux-la quatre couples nous permettaient d’obtenir un signal
d’amplification spécifique et ont été retenus pour I'étude (voir Tableau 3.). Deux
d’entre eux permettaient 'amplification de la partie N-terminale (couples 9 et G) et
les deux autres couples amplifient la partie C-terminale du géne G (couples 8 et B)

(voir Figure 13.).
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Tableau 3. Caractéristiques des amorces utilisées pour I‘amplification du géne G complet

Couples Nom des Position (Nt) Séquence nucléotidique 5’-3’ Taille de | Tm | Taille du
amorces sens et| sur la souche I’'amorce | (°C) | fragment
anti-sens de référence amplifié
JX015491.1
apres
alignement
5 RSVpreG4625Fw 4666 GGG CAA ATG CAAMCA TGT CCAA 22 70,5 1081
RSVF5686Rv 5747 AAT TCT TCAGTG ATG TTT TGA 21 56,3
h RSVM4040Fw 3975 AAT TGG AAG CAY ACA GCTACACG| 23 64 862
RSVG49000 Rv 4837 GAR GTT GAG ATT ATC ATT GCC A 22 57,8
RSVG4776Fw 4817 GGC AAT GAT AAT CTC AAC 21 52,5
RSVF5603Rv 5663 GGC AACTCCATT GTTATT TG 23 59,5 846
RSVSH4323Fw 4323 TCT CAA GCA AAT TCT GGC CT 20 63,8
RSVG4930Rv 4941 GGT TTG TGT TCT TGA TCT GG 20 59,6 018
Extrémité Extrémité
N-terminale C-terminale
«— . >
Couple 9
o ® e w
M g 5 G o i F
Couple G

Couple B

Figure 13. Représentation du positionnement des couples d’amorces sur la séquence de
référence JX015491.1 publiée sur GenBank”’

Les génes sont représentés par des rectangles de couleur avec leur nom a l'intérieur, les nucléotides

de début et de fin du géne sont mentionnés de chaque cété du rectangle. Les régions intergéniques
sont représentées par les deux traits noirs. Le schéma n’est pas a I'échelle.

Les amorces sont représentées par les fleches et le fragment amplifié¢ par chaque couple est
représenté par un trait horizontal de couleur (le code couleur utilisé est le méme que dans le Tableau
3)

39



Les couples B et 9 avaient été utilisés lors d’études précédentes au laboratoire. Le
couple 8 est issu d’une publication®®. Les séquences des amorces du couple G ont
eté deéfinies pour compléter le début du géne G. Ces amorces ont été choisies dans
deux régions conservées déterminées a partir d’'un alignement de 15 génomes
complets de souches de références publiées dans GenBank. Les couples B et G
étaient utilisés en premiére intention. Lorsque lI'un d’entre eux ou les deux ne

fonctionnaient pas, les couples 8 et/ou 9 étaient testés.

4.4.72. Amplification

La technique utilisée était une RT-PCR classique, en point final, sur le Thermocycler
GeneAmp® PCR System 2700-Applied Biosystems. Le protocole d’amplification était
le suivant : 50°C pendant 30 minutes, 94°C pendant 15 minutes, puis 40 cycles :
94°C pendant 30 secondes, 55°C pendant 30 secondes, 72°C pendant 1 minute ;
puis 72°C pendant 10 minutes.

Le kit utilisé était le kit Qiagen® One Step RT-PCR. Le mélange réactionnel de 20 uL
contenait : 12 uL d’eau pour PCR, 5 pL de tampon 5X, 1 uL de désoxyriboNucléotide
Tri-Phosphate (dNTP), 0,5 uL de chaque amorce, 1 pL de Tag-polymérase, 5 uL
d’extrait.

Le témoin positif utilisé était un surnageant de culture d’'une souche de référence
HRSV-A2 (souche ATCC VR1302) dilué au 1/100.

Les amplicons étaient conservés a +4°C jusqu’au séquencgage.

4.4 3. Contréle de "'amplification

Le contrble de I'amplification était réalisé par électrophorése sur un gel d’agarose
additionné de GelRed®-Biotium, un agent intercalant de 'ADN. Le gel était préparé a
partir d’'une solution a 1,67% d’agarose (2g d’agarose dans 120 mL de tampon TBE
10X), chauffée 2 minutes au micro-onde. Aprés ajout de 8 pL d’agent intercalant
GelRed®, la solution était coulée dans une plaque de moulage puis laissée a refroidir

minimum une heure a température ambiante et a I'abri de la lumiére.

40



Le protocole de dépdt était le suivant : mélanger 2 uL de Bleu de Bromophénol avec
5 uyL d’'amplicon et les déposer au fond d'un puits. Pour estimer la taille des
amplicons, déposer au début de chaque rangée de puits le mélange suivant: 1 pL
de marqueur de taille Invitrogen® DNA Ladder 100pb, 2 pyL de Bleu de Bromophénol
et 5 yL d’eau.

La révélation était effectuée par UV sur l'automate ChemiDoc™ XRS+ System-
BioRad, aprés une migration de 45 minutes a 110V.

4.5. Séquencage

Le séquencgage des produits d’amplification a été réalisé par la méthode de Sanger.

Les amplicons ont d’abord été purifiés, puis une réaction de marquage a été réalisée.
Les produits de marquage ont été purifiés avant d’étre déposés sur le séquenceur
Applied 3500® -ThermoFisher Scientific.

451. Purification des produits d’amplification

Le mélange enzymatique lllustra ExoProStar™ 1-step -GE Healthcare Lifescience,
combinant une exonucléase | et une phosphatase alcaline, a été utilisé pour purifier
les amplicons. Il permet I'élimination des amorces et des dNTP en exceés. Le
mélange réactionnel comportait 2uL d’ExoProStar™ et 5uL d’amplicon. La réaction
de purification a été réalisée sur le Thermocycler GeneAmp® PCR System 2700 -
Applied Biosystems selon le programme suivant : 37°C pendant 15 minutes puis

80°C pendant 15 minutes.

4.5.2. Réaction de marquage

Le kit BigDye Terminator® version 1.1 -ThermoFisher Scientific était utilisé pour
réaliser la réaction de marquage. Le mélange réactionnel contenait: 13 pL d’eau
pour PCR, 2 pyL du « ready reaction mix » fourni dans le kit, 3 yL de tampon de
séquencage 5X et 1 uL d’amorce (forward ou reverse), soit 19 uL auxquels était
ajouté 1uL d’amplicon purifié. La réaction était réalisée sur le Thermocycler

GeneAmp® PCR System 2700 -Applied Biosystems selon le programme suivant :
41



96° pendant 1 minute, puis 30 cycles comprenant une étape a 96°C pendant 10
secondes, une 2°™ étape a 60°C pendant 5 secondes et une derniére étape a 60°C

pendant 4 minutes.

4.5.3. Purification des produits de marquage

Les produits de marquage étaient ensuite purifies avec la résine Sephadex™G-50
Superfine -Sigma Aldrich. Elle permet de désaler les échantillons et d’éliminer les
nucléotides non incorporés et les amorces en exces. La limite d’exclusion de la
résine est d’environ 20 nucléotides. La résine était préparée extemporanément, en
distribuant 500 yL d’'une solution de Sephadex™ a 5% en deux fois, dans chaque
puits d’'une plaque 96 puits MultiScreen®-HV. Aprés chacun des dépéts, la plaque
était centrifugée a 910G pendant 5 minutes, permettant d’éliminer I'eau et de
compacter la résine en mini-colonnes. Les amplicons marqués étaient déposés au
centre de ces minicolonnes et centrifugés 5 minutes a 910G. lIs étaient récupérés
dans une plaque 96 puits. La derniére étape avant le dépét sur le séquenceur était
I'ajout de 10uL de Formamide Hi-Di™ -ThermoFisher Scientific dans chaque puits.

4.6. Analyse des séquences obtenues et phylogénie

Les chromatogrammes obtenus par séquencage ont été vérifiés un par un et les
éventuels artéfacts corrigés. Un seul contig par échantillon a été obtenu par
assemblage des 2 fragments se superposant sur une centaine de paire de bases,
avec le logiciel Sequencher 5.4.6 —Gene Codes Corporation. La séquence
nucléotidique a été confirmée par 2 chromatogrammes (sens et antisens) pour

chacun des 2 fragments amplifiés.

Dans I'analyse ont été inclues des séquences de référence publiées dans GenBank,
représentant 9 des 13 génotypes connus. Les séquences du géne G complet des
génotypes GA3, GA4, GA6 et SAA1 n’étaient pas disponibles dans GenBank. Au
total, pour I'analyse, 50 séquences de référence ont été utilisées. Les alignements
ont été réalisés avec les logiciels BioEdit version 7.6.2., SeaView version 4.6.1 et
AliView. Une analyse phylogénétique des séquences de référence a été réalisée afin

d’obtenir un arbre de référence et de visualiser les différents clusters.
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Les séquences du géne G complet obtenues ont été analysées par saison
éepidémique. Un alignement global de I'ensemble des séquences obtenues et des

séquences de références a également été réalise.

Les arbres phylogéniques ont été construits avec le logiciel MEGA® 6.0 en utilisant
la méthode du Neighbor-Joining et en appliquant la correction de distance Kimura 2-
parameter. L’analyse a été complétée par un boostraping, avec un échantillonage
des positions de l'alignement pour relancer la construction phylogénétique et
comparaison des résultats obtenus aprés 1000 répétitions. La valeur de bootstrap
représente le nombre de fois ou cette branche a été retrouvée au fil des répétitions.

Chaque séquence a été nommée avec le numéro d’échantillon attribué par le SIL au
moment de I'enregistrement au laboratoire de virologie ainsi que I'année de la saison
hivernale pendant laquelle le virus a été isolé. Par exemple pour I'hiver 2003-2004, il

est noté 2003 dans le nom de la séquence.
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5.Résultats et discussion

5.1. Epidémiologie des infections a HRSV en
Normandie de 2011 a 2018

5.1.1. Résultats

Depuis 'hiver 2011-2012, la recherche de virus respiratoires sur un prélévement
nasopharyngé est réalisée selon la stratégie détaillée dans le paragraphe 4.3.1
« Organisation de prise en charge des échantillons respiratoires au laboratoire » .

Dans 'expérience de notre laboratoire sur la période de notre étude, la majorité des
cas sont retrouvés pendant la saison épidémique, de fin octobre au mois d’avril. Les
premiers HRSV sont généralement isolés autour de la semaine 43, 'acmé de
I'épidémie a lieu entre la semaine 51 et la semaine 2. Le pic épidémique pour
chaque saison est superposable. Le nombre de cas diminue jusqu’en avril. De mai a
octobre, des HRSV peuvent étre isolés de fagon sporadique. Ces données sont
présentées dans la Figure 14.
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Figure 14. Nombre de HRSV isolés chaque semaine, par saison épidémique, de 2011 a 2018.

Dans ce graphique, est représenté le nombre de HRSV identifiés chaque semaine au laboratoire de
virologie pendant 7 saisons épidémiques. Chaque courbe représente une saison épidémique.
La représentation débute semaine 36 (début septembre), jusqu’a la semaine 34 (fin ao(t) de I'année

suivante.
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En moyenne depuis 2011, un peu plus de 4750 échantillons respiratoires sont
analysés chaque année au laboratoire de virologie du CHU de Caen (voir Tableau
4.). Du fait de I'épidémiologie des infections a HRSV, les patients ont été classés en
4 groupes d’ages : les nourrissons de moins de 2 ans, les enfants de 2 a 5 ans, les
enfants de plus de 5 ans avec les adultes de moins de 65 ans et les personnes

ageées de plus de 65 ans.

Tableau 4. Nombre d’échantillons respiratoires recus au laboratoire par an (du 01/09 au 31/08)
et pourcentage d’échantillons positifs pour le HRSV

Année Nombre d’échantillons Nombre d’échantillons Pourcentage d’échantillons
respiratoires positifs pour le HRSV positifs pour le HRSV, tous
les 4ges confondus
2011-2012 4510 383
8,5%
1624 - 491 - - 1042 286 - 40 - 25 - 32
2012-2013 4238 476 11,2%
1701 - 492 - - 756 371-47-24-34
2013-2014 4219 438 10,4%
1721 - 502 - - 783 349-40-18- 31
2014-2015 4745 449 9,5%
1694 - 492 - - 1152 355-45-24-25
2015-2016 5134 430
8,4%
1805 - 569 - - 1220 345-35-24-26
2016-2017 5101 440
8,6%
1467 - 400 - -1803 289 - 59 - 24 - 68
2017-2018 5418 397
7,3%
1256 - 405 - - 2072 270 - 36 - 33 - 58
Moyenne 4766,4 430,4 9,1% +1,3%
Légende : Total, < 2 ans ; 2-5 ans ; ;> 65 ans

On observe une évolution du nombre d’échantillons respiratoires vers la hausse, du
fait d'une augmentation des prélévements respiratoires réalisés chez les personnes
agées de plus de 65 ans. La proportion d’échantillons respiratoires par catégorie
d’'age a également évolué. Jusqu’'en 2015-2016, c’est la catégorie des moins de 2
ans qui contenait le plus grand nombre de prélévements respiratoires. Pendant les 2
derniéres années étudiées, la catégorie des plus de 65 ans a le plus grand nombre

d’échantillons respiratoires.
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En moyenne, 9,1% de I'ensemble des échantillons respiratoires sont positifs pour le

HRSV, mais cette proportion varie en fonction de I'age des patients.

La répartition des échantillons analysés par catégorie d’age est représentée sur la
Figure 15. Un prélévement respiratoire sur trois (34%) est effectué chez un enfant
de moins de 2 ans, 26% des échantillons concernent des patients agés de plus de
65 ans. La catégorie des patients dont I'age est compris entre 2 et 5 ans représente
10% des échantillons. 30% des échantillons sont prélevés chez des patients de la

catégorie 5-65 ans.

26%

34% @< 2 ans
2 ans -5 ans
5 ans - 65 ans
30% o > 65 ans

Figure 15. Distribution des échantillons respiratoires par catégorie d’age

Un tiers des échantillons respiratoires concernent des enfants de moins de 2 ans. Un échantillon sur
quatre est prélevé chez un patient de plus de 65 ans. Au total, 70% des échantillons concernent des

enfants de moins de 5 ans ou des personnes agées.

La distribution des virus respiratoires syncytiaux par catégorie d’age nous montre
que 75% des HRSV isolés proviennent d’échantillons prélevés chez des patients de
moins de 2 ans (Figure 16.). Dix pourcents sont isolés chez des patients dont I'age
compris entre 2 et 5 ans, 6% dans la catégorie des 5-65 ans et 9% chez des

personnes agees de plus de 65 ans.
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Figure 16. Représentation sous forme de secteur de la répartition de I’age des patients chez
qui un HRSV a été isolé

Trois virus respiratoires syncytiaux sur quatre sont isolés chez des patients de mois de 2 ans, 10%

chez les 2-5 ans et 6% chez les 5-65 ans et 9% chez des patients de plus de 65 ans.

Par conséquent, le pourcentage d’échantillons positifs pour le HRSV par catégorie
d’age est trés variable, il atteint 20% chez les enfants de moins de 2 ans, 10% dans
la catégorie des 2-5 ans et 3,2% chez les personnes agées de plus de 65 ans.
Seulement 1,7% des échantillons respiratoires prélevés chez des patients de la
catégorie 5-65 ans sont positifs pour le HRSV (voir Figure 17.).
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Figure 17. Pourcentage moyen d'échantillons positifs pour le HRSV par catégorie d'age

Plus de 20% des échantillons respiratoires prélevés chez des enfants de moins de 2 ans sont positifs
pour le HRSV. Ce pourcentage est de moins de 10% chez les enfants de 2 a 5 ans, il est de 1,7%

chez les patients de 5 a 65 ans et de 3,2% chez les personnes de plus de 65 ans.
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5.1.2. Discussion

L’analyse épidémiologie a été réalisée sur les épidémies de 2011-2012 a 2017-2018,
depuis la mise en place du SIL permettant de réaliser des extractions de données.
Concernant les épidémies des années 2003-2004 a 2010-2011, les données
n’étaient pas complétes.

Les données épidémiologiques de notre étude montrent que le virus circule en
Normandie tous les ans a la méme période, de fin octobre jusqu’en avril de I'année
suivante. Le pic épidémique a lieu entre fin décembre et mi-janvier. Ces résultats
sont comparables aux données épidémiologiques rapportées en Europe, entre 2010
et 2016%.

Le nombre d’échantillons respiratoires recus au laboratoire est en hausse sur les 2
dernieres années de notre étude, principalement du fait de l'augmentation des
prélevements chez les patients agés de plus de 65 ans. Jusqu’en 2015, le nombre
d’échantillons prélevés chez des patients de plus de 65 ans était compris entre 756
et 1220, ce qui représentait entre 18 et 24% des échantillons respiratoires analysés.
Ce nombre a significativement augmenté en 2016. Nous avons analysé 1803
échantillons respiratoires prélevés chez des patients de plus de 65 ans en 2016 et
2072 en 2017, ce qui représentait respectivement 35% et 38% des échantillons
respiratoires analysés. Cette augmentation correspond a la mise en place dans le
laboratoire de la recherche de virus et de bactéries responsables d’infections
respiratoires avec I'automate ePlex®-GenMark, permettant la réalisation d’'une RT-
PCR multiplex sans extraction préalable, en 1h30. Il serait intéressant de voir si cette
tendance se confirme pendant les prochaines années. Dans le cadre d’'une infection
respiratoire aigue, le rendu rapide de résultats a un impact direct dans la prise en
charge des patients, par exemple la mise en isolement si le virus de la grippe est
identifié. Aussi, l'identification d’'une étiologie virale permet également de limiter la

prescription d’antibiotique dans certaines situations.
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5.2. Sélection des échantillons et séquencage

5.2.1. Résultats

Au total, 524 échantillons collectés pendant la période étudiée ont été inclus. La
répartition du nombre d’échantillons inclus par saison épidémique ainsi que le
nombre d’échantillons séquencés sont détaillés dans le Tableau 5. Pour la plupart
des épidémies, nous avons pu inclure un peu plus de 30 échantillons dans le but
d’obtenir 30 séquences. Nous avons inclus moins de 30 échantillons pendant les
épidémies de 2009-2010, 2010-2011 et 2012-2013.

Tableau 5. Répartition des échantillons inclus, séquencés et nombre d’échecs d’amplification,
dont amplification partielle du géne G, par saison épidémique

Nombre Nombre de Echec d’amplification
Saison d’échantillons séquences du géne Total Dont
inclus G complet obtenues o bre (%) amppz::iiﬁltc;on
2003-2004 36 18 18 (50) 14/18
2004-2005 37 17 20 (54) 10/20
2005-2006 36 9 27 (75) 8/27
2006-2007 36 11 5(70) 20/25
2007-2008 32 19 3 (41) 5/13
2008-2009 37 10 7 (73) 16/27
2009-2010 23 8 5 (65) 13/15
2010-2011 6 4 2 (33) 2/2
2011-2012 40 26 14 (35) 3/14
2012-2013 23 9 14 (61) 3/14
2013-2014 70 45 25 (36) 12/25
2014-2015 37 30 7(19) 417
2015-2016 36 31 5(14) 3/5
2016-2017 41 32 9 (22) 7/9
2017-2018 34 28 3(18) 3/6
Total 524 297 227 (43) 123/227

Pour 43% des échantillons inclus, le séquencage a été un échec, du fait d’'une
absence d’amplification d’au moins deux des quatre couples d’amorces, ce qui ne

permettait pas d’obtenir la séquence compléete du géne G. Ce chiffre est fluctuant
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d’'une saison épidémique a l'autre et varie de 75% d’échec pour I'épidémie de 2005-
2006 a 14% d’échec en 2015-2016. On distingue deux types d’échecs: échec
d’amplification totale lorsqu’aucune des RT-PCR avec chacun des quatre couples
testés n’a fonctionné; échec d’amplification partielle lorsque I'amplification n’a
fonctionné qu’avec un seul couple, ou bien lorsque la superposition des fragments

séquences ne permettait pas d’obtenir un seul contig.

Parmi les 524 échantillons inclus, 313 ont été amplifiés par 2 couples d’amorces. Les
résultats d’amplification sont montrés pour 6 échantillons sur la Figure 18.

Ladder
Témoin +
Blanc
7121081967
8011090655
5110547640
5120550408
5120553656
5120555015

2000 pb

Taille attendue
846 pb > [—) —_—— e e

600 pb

100 pb

Ladder
Témoin +
Blanc
7121081967
8011090655
5110547640
5120550408
5120553656
5120555015

2000 pb

Taille attendue
618 pb 800 .- (— D L Ny —

Couple G

100 pb

Figure 18. Exemple d’électrophorése de produits amplifiés avec le couple B et le couple G

Cette image correspond a la révélation par UV aprés migration pendant 45 minutes a 110V des
produits d’amplification par RT-PCR avec les couples B et G, permettant de couvrir entiérement le
géne G. La taille attendue des amplicons obtenus avec le couple B est de 846 paires de bases (pb).
Celle des amplicons obtenus avec le couple G est de 618 pb.

Le marqueur de taille (ladder) utilisé était Invitrogen® DNA Ladder 100pb. Le témoin positif était un
HRSV-A2 (souche ATCC VR1302) dilué au 1/100.

Tous les extraits ont été correctement amplifiés, a I'exception du n°8011090655 pour lequel il n'y a

pas de bande a la taille attendue.
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Les deux fragments de ces 313 échantillons ont ensuite été séquencés par méthode
Sanger, puis assemblés avec le logiciel Sequencher afin d’obtenir un seul contig du
géne G complet (voir Figure 19.). Nous avons obtenu une séquence du gene G
complet pour 297 échantillons.

VRESA 7121052445 Rws530_ A du 08 03 18_B10
VRSA 7121059445 Fw4323 A du 08 03 13 BO7

VR5A 7121050445 RvE803 A du 02 03 18_BD4
WRSA 7121058445 Pwd778_A du D8 03 18_B01

[ e

1 432 504 1.370

{ [ Hole in contig - Sty

i (1 Single fragment Diagram Key. Burnps on

| B Multiple fragments sarne direction | fragments :
[ Eoth sirands show motifs, |
M Both stranasplys:. s hollow
*-Start codon frame 1 rectangles |
=, - Stop codon frame 2 shovw features!

Figure 19. Situation des séquences obtenues pour l'analyse du géne G avec le logiciel
Sequencher.

Les séquences sens sont représentées par un trait fin vert. Les séquences antisens sont représentées

par un trait pointillé. Le premier fragment de 604 paires de bases obtenu avec le couple G et le
second fragment de 884 paires de bases obtenu avec le couple B se superposent sur environ 120

paires de bases. Le contig obtenu mesure 1370 paires de bases.
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5.2.2. Discussion

Le nombre d’échantillons inclus pour les hivers 2009-2010, 2010-2011 et 2012-2013
est inférieur a I'objectif fixé. Tres peu d’échantillons de 'année 2010 et de la saison
épidémique 2010-2011 avaient été conserveés, seulement 6 échantillons ont pu étre
inclus pour I'hiver 2010-2011. Les échantillons de I'hiver 2009-2010 inclus avaient
tous été collectés avant le 31/12/2009. Peu de HRSV-A ont été inclus pour
I'épidémie de 2012-2013, car c’est le sous-groupe HRSV-B qui avait majoritairement
circulé pendant cette épidémie. En 2013-2014, le nombre d’échantillons inclus est
plus élevée car cette épidémie a fait I'objet d’'un sujet de Master 1, ce qui a permis une
analyse d’un plus grand nombre de séquences.

Le nombre de virus séquenceés par hiver (surtout pour les hivers antérieurs a 'année
2013) n’atteint pas Il'objectif fixé et ne permet pas d’avoir une représentation
significative des génotypes circulants par saison épidémique. Cependant, les
résultats obtenus sont similaires a ce qui est décrit dans la littérature et nous
informent donc sur la tendance de I'évolution des génotypes de HRSV-A en

Normandie.

Le taux d’échec d’amplification est élevé mais variable d‘une année sur 'autre. Il est
plus faible sur les derniéres saisons étudiées, on peut supposer que la durée de
conservation a un impact sur la dégradation de I'’échantillon. Cependant, dans un
peu plus de la moitié des cas, nous avons obtenu une amplification partielle (une
seule partie du géne). Se pose donc la question d’'un défaut de sensibilité des
amorces, qui ne permettraient pas d’amplifier des virus dont la séquence serait

différente au niveau du site de fixation des amorces.
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5.3. Analyse des séquences obtenues et phylogénie

5.3.1. Résultats

L’analyse phylogénétique a été réalisée sur la séquence du géne G complet qui
comprend 894 nucléotides pour tous les génotypes a I'exception du génotype ON1.
Le géne G du génotype ON1 contient 966 nucléotides suite a une duplication de 72
nucléotides. Cinquante séquences de références publiées dans GenBank®%%394-97
ont été inclues dans l'analyse et utilisées pour la construction des différents arbres

phylogénétiques.

Une analyse initiale permettant la visualisation des clusters génotypiques a été
réalisée par la construction d’un arbre avec les 50 séquences de référence (voir
Figure 20.)

Sur cet arbre, on observe que les génotypes GA1, GA5 et GA7 appartiennent a des
clusters d’identification bien définis. Ce n’est pas le cas des génotypes NA1, NA3,
ON1 et GA2 qui semblent appartenir au méme cluster. Les génotypes étiquetés NA3

sont inclus avec les génotypes NA1.
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® KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
@ KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
@ KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
@ AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
@ KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
@ UN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
@ KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds I O N 1
@ KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
@ KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
® KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
@ KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
@ KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
@ KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
@ JN257697.1 hRSVANA1 Canada 2010 G complete cds
@ KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds
KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
—mu[ KC297260.1hRSVANA3 China2011G completecas [ N A3 [ NA1
KC297277.1 hRSVANA3 China 2011 G complete cds
L @ KF246608.1 hRSVANA1 India2012 G complete cds
@ KC297295.1 hRSVANA1 China 2011 G complete cds
&FZ%&H 5.1 hRSVANAT1 India 2010 G complete cds
@ KF246617.1 hRSVANA1 India 2010 G complete cds
—— © JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G completecds-
@ UX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
‘E[ @ JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
98 L @ JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
@ JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
@ JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
76 -L @ JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds | GAZ
——— @ JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
L—— @ JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
@ JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds
@ JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
© JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds
JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-122001 G complete cds GA2
100! @ JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds

97

99

@ KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds ’ NA2 selon
JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds Trento
80 - @ KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds | 98
4100(_7[ @ KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G completecds F N A4 et al.
99| @ KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds
——  JF920062.1hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds GA7
100L—  JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds
@ JF920069.1hRSVAGA1USA 2007 Geompletecds (A1
88 @ JX015488.1 hRSVA GAS Netherlands 2006 G complete cds
@ KP792356.1 hRSVA GAS5 Spain 2007 G complete cds
100 ® JQ901454.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2002 G complete cds
® UN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds GA5S

@ JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds
99 ® JQ901448.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2001 G complete cds

0.01

Figure 20. Arbre phylogénétique construit a partir de 50 séquences de références

Légende : @GA1, ©GA2, ®Gas5,  GA7, ONA1, ONA2,  NA3, ONA4, ®ONT
Arbre construit a I'aide du logiciel MEGA® 6.0 en utilisant la méthode du Neighbor-Joining consolidé

par 1000 répétitions (bootstrap) et en appliquant la correction de distance Kimura 2-parameter. Seules
les valeurs de bootstrap >70 sont rapportées. La remise en cause des criteres de définition des

génotypes par Trento & al®® suggeére que les génotypes GA2, NA1, NA2, NA3, NA4 et ON1 pourraient

constituer un seul cluster, le génotype GA2.

54



Les 297 séquences du géne G complet obtenues ont été alignées par saison
épidémique avec les 50 séquences de référence. Un alignement global a également
éte réalisé. La duplication de 72 nucléotides du génotype ON1 est observable sur les
alignements, dont un exemple est présenté Figure 21, A. Les 72 nucléotides
dupliqués correspondent au fragment de séquence allant des nucléotides 779 a 850
des génotypes non dupliqués. La duplication ne décale pas le cadre de lecture, mais
elle coupe le codon 284, GAG, codant pour un acide glutamique (E) en GGT, codant
pour la glycine (G). Cela se traduit par une insertion de 24 acides aminés,
comprenant une duplication de 23 acides aminés de la position 285 a 307 (voir
Figure 21, B).

‘\vr|rrvv|VYYV|vvrv‘vvrv|r{rr|vvvr|rrvv|vaV|vvrv‘rvrv|rvvr|rvvr|vrvr|vaV| vvvvvvvv Jrrrrprrar g rraa prar prary vy RN RN NN RN REEE]
f 780 790 go0 810 820 830 840 850 8e0 870 880 890 900 910 920

1 GTCAABAGGARACCCTCCACTCAACTACCTCCGAAGGCAATCCAAGCCCTTCACAAGTCTATACAACATCCE

2 e i iiieaaas Terinennnnns Ceteteasccanacacaasacsssssassnasnasnssnsnnnnnnnns

GTCAAGAGGARACCCTCCACTCARCCACCTCCGRAAGGC TATCTARGCCCATCACARGTCTATEACARCATCCG
GTCRAGAGGARACCCTCCACTCARCCACCTC 2GRAGGCTATCCAAGCCCATCACRRAGTCCATACARCATCCG
GTCEAAGAGGAARCCCTCCACTCARCCACCTCCGRAAGGC TATTTAAGCCCATCACRAGTCTATACARCATCCG
GTCAAGAGGARACCCTCCACTCARCCACCTCCGAAGGCTATCCARGCCCATCACARGCCCATACARCATCCG

TUTTOT T ETE T ET TN VTN TR UY VTN [ PAICN | LTIT[TITO O

1
2
3
4
5
G
7
8

SCEETLHS
SCEETLHS

Figure 21. Exemple d’alignement sur le logiciel BioEdit version 7.6.2, de 8 souches de HRSV-A

Les séquences 1 et 2 appartiennent a un virus HRSV-A2, les séquences 3 et 4 correspondent a des
génotypes GA2, les séquences 5 a 8 sont des génotypes ON1.

L’'image A représente I'alignement de 8 séquences nucléotidiques du géne G, du nucléotide 779 au
nucléotide 922. Les séquences 5 a 8 contiennent la duplication de 72 nucléotides, du nucléotide 851 a

922, dans le cadre bleu.

L'image B représente la traduction en acides aminés de ces séquences. Les 23 acides aminés

dupliqués sont encadrés en bleu, de la position 285 a 307.

A partir des alignements, un arbre phylogénétique a été construit pour chaque hiver.
L’arbre construit pour I'épidémie de 2003-2004 est montré en exemple Figure 22.,

les arbres des chaque saison épidémique sont disponibles en annexe.
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KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds

KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds

KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
100 | KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
701 KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds

KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds

8 KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds Figure 22 Arbre phylogénétique
L— KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds . * . -
construit a partir des 18 séquences

— JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds d N G let d o
{.‘J:Xm 5482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds u gene comple es Virus

99

JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds collectés pendant [I'épidémie de
98 UX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds 2003-2004 et des 50 séquences de
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds référence
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds Légende : W GA2, o GAS5, Onas
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds

75

Arbre construit a l'aide du logiciel

Jszgrg;;;Vz’jt;’;;';e;jf""S 20016 complete cds MEGA® 6.0 en utilisant la méthode du
a 100 | @ RSVA Geomplet 24045137 2003 Neighbor-Joining consolidé par 1000
RSVA Geomplet 24035037 2003
RSVA Gcomplet 23494062 2003 répétitions (bootstrap) et en appliquant
REVA Goomplet 24172040 2003 la correction de distance Kimura 2-
100 JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds
8389 JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds parameter_ Seules les valeurs de
JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds
—2 JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds bootstrap >70 sont rapportées.
RSVA Gcomplet 23516037 2003 ,
551 |® RsvA Goomplet 24015051 2003 11 séquences sont dans le cluster du
og] . RSVA Geomplet 24022096 2003 génotype GA2, 4 séquences sont dans
99 RSVA Gcomplet 24043077 2003 i
RSVA Gcomplet 23521105 2003 le groupe du génotype NA4 et 3
RSVA Gcomplet 23522025 2003 ,
KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds Sequences Sont danS Ie CIUSter dU
JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds génotype GA5
KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds
78 KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds
KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
® RSVA Gcomplet 24032099 2003
® RSVA Gcomplet 23533038 2003
99 @ RSVA Gcomplet 23471035 2003
@ RSVA Geomplet 24044033 2003
 — JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds
100 L JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds
JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds
KP792356.1 hRSVA GAS5 Spain 2007 G complete cds
@ RSVA Geomplet 23484049 2003
JX015488.1 hRSVA GA5 Netherlands 2006 G complete cds
@ RSVA Gcomplet 24024124 2003
100 JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds
JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds
® RSVA Gcomplet 24064021 2003
JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds
89 JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds
—
0.01
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Toutes les souches séquencées se retrouvent dans un cluster de génotype déja
connu. Les génotypes circulants identifiés au cours de ces 15 saisons épidémiques
sont GA2, GA5, NA1, NA2, NA3, NA4 et ON1. La distribution des génotypes en
fonction des saisons épidémiques est résumée dans le Tableau 6.

Tableau 6. Distribution des génotypes circulant en Normandie de I’hiver 2003 a 2017

Nombre de Génotypes
Saison séquences Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre
épidémique géne G de de de de de de de
complet GA2(%) GA5(%) NA1(%) NA2(%) NA3(%) NA4(%) ON1 (%)

2003/2004 18 11(61,1) 3(16,7) - - - 4(22,2) -

2004/2005 17 13 (76,5) 4 (23,5) -

2005/2006 9 2(22,2) 7(77,8)

11

2006/2007 11 (100,0)

2007/2008 19 14 (73,7) 5(26,3) - - - -

2008/2009 10 4 (40,0) - 2 (20,0) 1(10,0) 2 (20,0) 1 (10,0)

2009/2010 8 4 (50,0) 1(12,5) 3(37,5) -

2010/2011 4 - - 4 (100,0) -

2011/2012 26 - - 25 (96,2) - - - 1(3,8)

2012/2013 9 1(11,1) - 2(22,2) - - - 6 (66,7)

2013/2014 45 - - 3(6,7) - - - 42 (93,3)

2014/2015 30 . =X 5

2015/2016 31 (133 0)
32

2016/2017 32 (100.0)
28

2017/2018 28 (100,0)

Total 297 60 20 39 1 2 5 170

Le génotype GA5 a été mis en évidence sur des échantillons prélevés entre 2003 et
2009. Depuis 2009, il n'a plus été retrouvé a partir des échantillons étudiés. Le
génotype GA2 était le génotype prédominant entre 2003 et 2007. Il a été isolé pour la
derniére fois sur un échantillon de 2012. Le génotype NA1 a été retrouvé entre 2008
et 2013, il était le génotype prédominant pendant I'hiver 2011-2012. Les génotypes
NA2, NA3 et NA4, ont été identifiés sur peu d’échantillons et n’ont plus été retrouvés
depuis I'hiver 2008-2009. Le génotype ON1, qui contient une duplication de 72 Nt
dans la région C-terminale du géne G, a été découvert au Canada pendant I'hiver
2010-2011 par Eshaghi & al.®® Dans notre étude, il a ét¢ mis en évidence pour la
premiére fois sur un échantillon prélevé pendant la saison 2011-2012 (voir Figure
23). Il est devenu le génotype prédominant dés la saison épidémique suivante et il

représente 100% des génotypes identifiés depuis I'hiver 2014-2015.
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KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds

@ RSVA Geomplet 2020071301 2011

KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds

AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds

KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds

KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds

[ o1 [ @ RSVA Geomplet 1120051110 2011
@ RSVA Geomplet 1120047485 2011

Figure 23. Arbre phylogénétique
JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds ag 2 - 26 P d
@ RSVA Gcomplet 2030076351 2011 c?nStrUIt a partlr des _sequences ’u
P @ RSVA Geomplet 2020063802 2011 gene G complet des virus collectés
@ RSVA Gcomplet 1120045334 2011 pendant |’épidémie de 2011-2012 et
i @ RSVA Gcomplet 1120045103 2011 z rer
L KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds des 50 sequences de reference
@ RSVA Gcomplet 2010062268 2011 , . .
?‘. RSVA Geomplet 1120042991 2011 Légende : NA1, ON1
® RSVA Gcomplet 1120049188 2011 . N g s .
@ RSVA Geomplet 1110040857 2011 Arbre construit a l'aide du logiciel
] @ RSVA Gcomplet 1110039556 2011 - L,
@ RSVA Goomplet 1120043708 2011 MEGA® 6.0 en utilisant la méthode du
99 KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds . o . s qz
‘—f @ RSVA Goomplet 2010055340 2011 Neighbor-Joining consolidé par 1000
96 @ RSVA Gcomplet 1120043494 2011 Py s gage A
@ RSVA Goomplet 1110038234 2011 répétitions (bootstrap) et en appliquant la
@ RSVA Gcomplet 2020064808 2011 . . .
@ RSVA Goomplot 2010055571 2011 correction de distance Kimura 2-

@ RSVA Gcomplet 1120051523 2011
@ RSVA Geomplet 1120048776 2011 parameter. Seules les valeurs de

@ RSVA Geomplet 1120050548 2011
@ RSVA Gcomplet 2020065566 2011
@ RSVA Geomplet 1120043025 2011
@ RSVA Geomplet 1120047076 2011
ﬁ{; @ RSVA Geomplet 2010053164 2011
[ ]

RSVA Gcomplet 2020069632 2011

bootstrap >70 sont rapportées.
25 séquences sont dans le cluster du

geénotype NA1. 1 séquence comportait la

— KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds inati Aot
85 KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds duplication de 72 nucleotides et est
99 t KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds classée dans le groupe du génotype
1 KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
L KF246608.1 hRSVA NAT India 2012 G complete cds ON1.

3| KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
L KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
96 - JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
L———————————JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds

JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds

JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds
991JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds
L KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds
JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds
KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds
99 L KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds
Ij JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds
99 JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds
JX015488.1 hRSVA GA5 Netherlands 2006 G complete cds
KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds
JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds
JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds
JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds
98 JQ901448.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2001 G complete cds

89

92

79

0.01
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L’évolution des génotypes des HRSV-A circulant en Normandie au cours des 15
saisons épidémiques étudiées est représentée Figure 24.
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Figure 24. Evolution des génotypes de HRSV-A circulant en Normandie entre 2003 et 2017

De 2003 a 2009, le génotype circulant prédominant était GA2, excepté en 2005, ou GA5 était
majoritaire. Les génotypes NA2, NA3 et NA4 ont été retrouvés de fagon sporadique en 2003 et en
2008. Le génotype NA1 était majoritaire pendant les épidémies de 2010-2011 et 2011-2012. Le
génotype ONH1, identifié pour la premiére fois en 2011, est rapidement devenu prédominant et

représente 100% des génotypes identifiés depuis 2014.

Depuis 2014, toutes les souches séquencées comprennent la duplication de 72
nucléotides, ce qui les classe toutes dans le génotype ON1. Néanmoins, la diversité
intragénotypique au sein du génotype ON1 est grande et augmente au cours du
temps. Le fragment dupliqué a en effet été soumis a une variabilité importante depuis
son émergence, comme visualisé dans la Figure 25. Les mutations dans la

duplication sont différentes de celles retrouvées dans la région dupliquée.
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Figure 25. Représentation de la variabilité en acides aminés au sein de la région HRV2 des
souches ON1 isolées en Normandie de 2011 a 2017. Représentation réalisée avec le logiciel
AliView.

Les changements d’acides aminés par rapport a la souche ON1 identifiée en 2011 au Canada® sont

représentés par des carrés de couleur. Le fragment correspondant a la duplication est encadré en
bleu. On observe une augmentation du nombre de mutations entre 2011 et 2017 dans le fragment

dupliqué, ainsi que dans toute a région HRV2.

Une analyse phylogénétique réalisée avec I'ensemble des HRSV-A inclus dans
l'étude ainsi que les 50 séquences de références a permis lidentification d’'une
possible deuxieme émergence, en 2014, du HRSV-A comprenant la duplication de
72 nucléotides (Figure 26.). Cette 2°™ émergence doit &tre confirmé par d’autres
analyses et pourrait étre expliquée par un avantage apporté par cette duplication.
Aucune caractéristique particulieére n’a pu étre identifiée a partir des renseignements
cliniques. Ces 5 souches n'ont pas été isolées dans une période restreinte de temps

ou a partir de patients avec un profil clinique semblable.
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Figure 26. Analyse phylogénétique réalisée par une méthode de maximum de vraisemblance
« approchée » a 'aide du logiciel FastTree aprés alignement avec le logiciel AliView incluant
les HRSV-A de I’étude et les 50 souches de références.

Les HRSV-A en couleurs incluent la duplication de 72 nucléotides. Les HRSV-A en noir n'ont pas de

duplication dans la région HRV2. La visualisation de I'arbre a été faite a I'aide du logiciel FigTree. Un

détail de la région d’intérét permet de visualiser les 5 souches ayant probablement émergé en 2014.
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5.3.2. Etat des lieux dans la littérature

Les études phylogéniques ayant conduit a la classification des HRSV-A en différents
geénotypes ont jusqu’a présent été realisées a partir de la 2é région hypervariable
(HRV2) du gene G, d’environ 270 nucléotides.

Le sous-groupe A du HRSV a été initialement divisé en 5 génotypes, GA1 a GAS,
par Peret & al.’” en 1998. Deux années plus tard, ce méme auteur ajoutait 2
nouveaux génotypes : GAB et GA7*°. De nombreux autres génotypes ont été décrits
depuis : SAA1 en 2001%°, NA1 et NA2 en 2009%", ON1 en 20125, NA3 et NA4 en
2013%, Les critéres utilisés par ces auteurs pour définir un nouveau génotype étaient
ceux proposés par Venter & al.®® en 2001 : « lorsque des séquences sont classées
dans le méme cluster avec une valeur de bootstrap comprise entre 70 et 100% et
une p-distance inférieure a 0,07 par rapport aux autres membres du méme cluster

phylogénétique ».

Cette méthode de classification est remise en cause par Trento & al.®® dans une
publication de 2015. Cet auteur propose une autre méthode basée sur la p-distance.
La p-distance est la proportion d’acides aminés différents entre deux souches. Elle
est calculée en divisant le nombre d’aminoacides qui différent par rapport au nombre
de sites comparés. L'auteur a défini la plus grande p-distance intragénotypique
connue au sein du génotype GA1 qu'il considére comme une valeur seuil et qui est
de 0,049. Lorsque la p-distance entre deux souches est inférieure a cette valeur
seuil, il considére qu’elles appartiennent au méme génotype. Ainsi, il conclut qu’il
n’existe que 7 génotypes de HRSV-A, de GA1 a GA7 et que les autres génotypes
décrits dans la littérature sont en fait des sous-types du génotype GA2. L’émergence
des génotypes au cours du temps est illustré par la Figure 27. |l est estimé que
'ancétre commun le plus récent des HRSV-A date des années 1940. Le génotype
GA1 est inclus dans une des branches issues de la premiére séparation. Une
deuxiéme séparation a eu lieu dans la fin des années 1960, donnant naissance aux
génotypes GA4 et GA5. L’autre branche s’est séparée au cours du temps, en
différents génotypes (GA2, GA3, GA6, GA7). La diversité intra-génotypique est trés

importante.
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Figure 27. Phylogénie des HRSV-A de 1940 a 2013, d’aprés Trento & al®

On observe sur cet arbre les différents événements ayant conduit a la création de nouveaux

génotypes. Le plus ancien ancétre commun des HRSV-A daterait des années 1940. On peut observer

sur cette représentation que la diversité intra-génotypique est trés élevée.

Dans cette méme étude, I'auteur rapporte la proportion des différents génotypes de
HRSV-A circulant des années 1950 a 2013. Les génotypes GA1 et GA4 sont les plus
anciens génotypes rapportés et n'ont plus été mis en évidence depuis 1995. Les
génotypes GA3, GA6 et GA7 ont été mis en évidence sur des échantillons collectés
des années 1980 a 2005. Les génotypes circulants durant la période de notre étude

sont GAS et GA2 majoritairement. (voir Figure 28.)
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Figure 28. Distribution des génotypes circulants entre 1956 et 2013 d’aprés Trento & al.%®

Le nombre de séquences inclues dans chaque période est indiquée sous chaque secteur. Les
génotypes GA1 et GA4 ont été mis en évidence sur des souches isolées avant les années 1980. Les
autres génotypes sont apparus dans les années suivantes. Du début des années 1990 jusqu’en 2005,
le génotype GAS était majoritaire. Depuis 2011, on ne retrouve plus que les génotypes GA5 et GA2,

ce dernier étant largement majoritaire.

5.3.3. Discussion

Les analyses phylogénétiques dans notre étude ont été réalisées par la construction
d’arbres a partir de la séquence compléte du gene G. Cette méthode de
comparaison a été décrite comme étant plus discriminante que lors de I'utilisation de
la séquence HRV2 uniquement®™. Avec cette méthode, on peut observer sur I'arbre
phylogénique construit a partir des séquences de référence que les génotypes NA1,
NA2, NA3 et NA4 ne constituent pas des clusters et qu’ils s’intégrent dans le groupe

du génotype GA2. (Figure 20.)

Les résultats obtenus dans notre étude sont similaires a ceux décrits dans la

62,94,96,99—

littérature 191 | e génotype GAS5 a circulé dans la région jusqu’en 2009, et n’a
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plus été identifié depuis. Le génotype GA2 est le génotype majoritaire circulant en
Normandie depuis 2003, si on considére que les groupes NA1, NA2, NA3, NA4 et
ON1 sont des sous-types de GA2, comme suggéré par Trento & al*®. Le sous-type
ON1 qui comporte une insertion de 72 nucléotides en région C-terminale est
aujourd’hui le virus circulant en Normandie. Il constitue 100% des souches
séquenceées dans notre étude depuis 2014. C’est également le cas dans de
nombreuses régions du monde entier®®>'%?. Ce nouveau sous-type a été décrit

1'% ou du génotype GA2% selon les auteurs.

comme étant issu du sous-type NA
Depuis son émergence, il a déja évolué en différents sous-groupes par
I'accumulation de nouvelles mutations, y compris dans le fragment dupliqué. Certains

1194 sur la base

auteurs parlent méme d’'un nouveau génotype ON2, dérivé d’'ON
d’'une étude phylogénique réalisée a partir de la région hypervariable C-terminale du

gene G.

Le génotype ON1 est devenu le génotype prédominant dans une trés courte période
de temps. L’insertion de 72 nucléotides a permis I'’émergence et le remplacement de
tous les autres génotypes. Un événement similaire a eu lieu dans le sous-groupe des
HRSV-B au début des années 2000 : un nouveau génotype BA avait émergé avec
une insertion de 60 Nt. D’aprés Hotard & al'®, les souches contenant I'insertion de
60 Nt auraient une plus forte capacité d’attachement a la cellule héte augmentée, de
part la présence de sites de O-glycosylation supplémentaires. De nombreux
génotypes en ont dérivé (BA1 a BA13) et sont aujourd’hui prédominants parmi les
HRSV-B. On peut penser que I'évolution sera semblable dans le groupe des HRSV-
A.
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6.Conclusion

Le virus respiratoire syncytial est un agent responsable d’infections respiratoires
basses aigues entrainant des millions d’hospitalisations chaque année dans le
monde entier. Le développement de traitements curatifs et préventifs est donc tres
attendu et important pour diminuer le nombre d’infections et améliorer la prise en

charge des patients atteints.

Les études d’épidémiologie moléculaires sont indispensables pour comprendre
I'évolution génétique des HRSV et définir les stratégies de développement de

traitements.

La variabilité de ces virus est importante. Basé essentiellement sur I'analyse d’un
fragment de 270 nucléotides, HRV2, plusieurs génotypes sont décrits. Néanmoins,
cette classification est controversée.

Notre étude est la premiére en France basée sur la séquence du gene G complet.
Elle a été réalisée sur 15 saisons épidémiques, ce qui nous a permis d’observer
I'évolution des différents génotypes au cours du temps avec la disparition du
génotype GA5 et I'évolution du génotype GA2 vers le sous-type ON1 comprenant
l'insertion de 72 nucléotides.

Ce travail montre aussi la disparité des analyses phylogénétiques dans la littérature
et met en évidence la nécessité d’avoir des recommandations plus strictes pour la

définition de nouveaux génotypes et la classification des HRSV.

Les séquences obtenues sont soumises a la base de données GenBank. Ces
données épidémiologiques moléculaires permettront une meilleure compréhension

de I'évolution des génotypes et de la circulation globale des HRSV.
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Annexes

KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
L AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
r JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds
KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds

KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
4100‘?(0297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds

F KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds

99

L——— KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds
KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds
JX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
98 L JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
L JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
RSVA Gcomplet 25036015 2004
JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
RSVA Gcomplet 25062051 2004
JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds
RSVA Gcomplet 24504024 2004
RSVA Gcomplet 24515061 2004
RSVA Gcomplet 25024015 2004
RSVA Gcomplet 25051018 2004
JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
RSVA Gcomplet 25051039 2004
RSVA Gcomplet 25063144 2004
RSVA Gcomplet 25012026 2004
RSVA Gcomplet 25031035 2004
RSVA Gcomplet 25062050 2004
100 JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds
JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds
JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds
RSVA Gcomplet 24523080 2004
921 RSVA Gcomplet 25014048 2004
KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds
JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds

E KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
100 E KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds
99 L KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds

— JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

100L— JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds
JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds

99

72

94

99

77

JQ901454.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2002 G complete cds
@ RSVA Gcomplet 24496010 2004

@ RSVA Gcomplet 24522044 2004

@ RSVA Gcomplet 25042090 2004

JX015488.1 hRSVA GA5 Netherlands 2006 G complete cds
KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds
97 - @ RSVA Gcomplet 25031119 2004

100

0.01

JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds
JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds

Annexe 1. Arbre phylogénétique
construit a partir des 17 séquences
du géne G complet des virus
collectés pendant I'épidémie de
2004-2005 et des 50 séquences de
référence

Légende : ®GA2, ®Gas

Arbre construit a l'aide du logiciel
MEGA® 6.0 en utilisant la méthode du
Neighbor-Joining consolidé par 1000
répétitions (bootstrap) et en appliquant
la correction de distance Kimura 2-
parameter. Seules les valeurs de
bootstrap >70 sont rapportées.

13 séquences sont dans le cluster du
génotype GA2, 4 séquences sont dans

le groupe du génotypes GAS.
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KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds

KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds

KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
100 l KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds

98

—— KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds

9—|— KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds

KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds

— JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds

EJE(O15482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds

JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds

98 L JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
77 -|_— JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
L—— JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds
100 | JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds
JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds
—— JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds
JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
RSVA Gcomplet 26051147 2005
RSVA Gcomplet 26062067 2005

KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds
JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds
KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
100 _[ KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds

99 L KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds

— JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

100 L— JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

99

91
94

75

79

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds
JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds

JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds
78| ® RSVA Gcomplet 25481109 2005

100 100| | @ RSVA Gcomplet 25511089 2005

® RSVA Gcomplet 26036010 2005

JX015488.1 hRSVA GA5 Netherlands 2006 G complete cds

@ RSVA Gcomplet 26062071 2005

® RSVA Gcomplet 26041082 2005

® RSVA Gceomplet 26015063 2005

KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds
99L @ RSVA Gcomplet 25522063 2005

0.01

Annexe 2. Arbre phylogénétique
construit a partir des 9 séquences
du géne G complet des virus
collectés pendant I’épidémie de
2005-2006 et des 50 séquences de
référence

Légende : ®GA2, ®Gas

Arbre construit a l'aide du logiciel
MEGA® 6.0 en utilisant la méthode
du Neighbor-Joining consolidé par
1000 répétitions (bootstrap) et en
appliquant la correction de distance
Kimura 2-parameter. Seules les
valeurs de bootstrap >70 sont
rapportées.

2 séquences sont dans le cluster du
génotype GA2, 7 séquences sont

dans le groupe du génotype GA5.

JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds
JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds
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KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
—— AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
- JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds

JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds
L KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds

KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
I 99 ‘ KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds

——— KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
|i3297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds

E KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds

98

KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds

—— JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds Annexe 3 Arbre phylogénétique
—  RSVA Geomplet 27183088 2006 construit a partir des 11 séquences
- @ RSVA Geomplet 27012082 2006 du géne G complet des virus
T— @ RSVA G let 26481059 2006 . T
JX015482.1 h:’g:/i\eGAZ Belgium 2006 G lete cd collectes _pendant ['épidemie _de
B ' conm SR T compeie o 2006-2007 et des 50 séquences de
L © RSVA Gcomplet 27041087 2006 référence q
i RSVA Gcomplet 26515055 2006 _—
7
~{ RSVA Gcomplet 26522103 2006 Légende : o GA2
RSVA Gcomplet 26491146 2006
| ® RSVA Goomplet 27061101 2006 Arbre construit a l'aide du logiciel
sg| | | RSVA Geomplet 26492041 2006 MEGA® 6.0 en utilisant la méthode du
_[ JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
95L JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds j -Joini idé
Neighbor-Joining consolidé par 1000
L JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds répétitions (bootstrap) et en appliquant
76| JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
I_— JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds la correction de distance Kimura 2-
I: JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds t S | | | d
JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds parameter. eules es valeurs e
M ———JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds bootstrap >70 sont rapportées_
99 JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds .
JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds 11 séquences sont dans le cluster du
91 JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds génotype GA2.

JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
RSVA Gcomplet 26481102 2006

99 79 RSVA Gcomplet 26505045 2006

KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds
— JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds

79 78 KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
99 i KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds
99 L KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds

— JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds
99— JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds
JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds
86 JX015488.1 hRSVA GA5 Netherlands 2006 G complete cds
KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds
JQ901454.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2002 G complete cds
JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds
JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds
JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds

99

0.01
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76

99

78

99 92

74 KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
99 L— KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
L UJN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
——— KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
— AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds

KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
L——— KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds
JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds

93~ KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
100 [/KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
8 KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
@46615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds

E KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds

T KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds
JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
RSVA Gcomplet 28025091 2007
RSVA Gcomplet 28132105 2007
RSVA Gcomplet 28081075 2007
JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds
— © RSVA Gcomplet 28165031 2007
RSVA Gcomplet 28126012 2007
— JX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
96~ JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
{ JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
[} © RSVA Gcomplet 28103103 2007
RSVA Gcomplet 27503032 2007
RSVA Gcomplet 27512167 2007
RSVA Gcomplet 28024023 2007
RSVA Gcomplet 28115052 2007
95 RSVA Gcomplet 27525043 2007
RSVA Gcomplet 28076019 2007
RSVA Gcomplet 28161068 2007
RSVA Gcomplet 27524025 2007

L—————JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds

JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds

JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds

JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds

1001JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds

100

L KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds
JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds

KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds
100 L KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds
JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

100 L— JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds

JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds

JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds
JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds
JQ901454.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2002 G complete cds

100L
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0.01

JX015488.1 hRSVA GA5 Netherlands 2006 G complete cds
KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds
@ RSVA Geomplet 27531010 2007

@ RSVA Gcomplet 28042084 2007

@ RSVA Gceomplet 28014071 2007

@ RSVA Gcomplet 28034054 2007

@ RSVA Gcomplet 28052146 2007
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Annexe 4. Arbre phylogénétique
construit a partir des 19 séquences
du géne G complet des virus
collectés pendant I'épidémie de
2007-2008 et des 50 séquences de
référence

Légende : ®GA2, ®Gas

Arbre construit a l'aide du logiciel
MEGA® 6.0 en utilisant la méthode du
Neighbor-Joining consolidé par 1000
répétitions (bootstrap) et en appliquant
la correction de distance Kimura 2-
parameter. Seules les valeurs de
bootstrap >70 sont rapportées.

14 séquences sont dans le cluster du
génotype GA2, 5 séquences sont dans

le groupe du génotype GA5
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100

KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
—— AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds

EKM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds

- JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
98 — KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds

KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
V5 KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds

KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds
JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds
L KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
E. RSVA Gcomplet 28531044 2008

KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds
@ RSVA Geomplet 28461136 2008
KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds

KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
RSVA Gcomplet 28463114 2008
RSVA Gcomplet 28484098 2008
KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
0| KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
RSVA Gcomplet 28532011 2008

RSVA Gcomplet 29015093 2008

EL

1 ——JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds

JX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
RSVA Gcomplet 28505109 2008

JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
95 - JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
— JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
—— JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
F JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds

J

F920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
RSVA Gcomplet 28501017 2008
JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds
JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds

JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds

JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds

1001JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds

KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds
@ RSVA Gcomplet 28512002 2008

— JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds

KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds

100 @ RSVA Geomplet 28484062 2008
89 I: KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds

98 L KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds

— JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

100 L— JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

100

0.01

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds

85 JX015488.1 hRSVA GAS Netherlands 2006 G complete cds

KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds
JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds

JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds

98 JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds

KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds

KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds

KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds

Annexe 5. Arbre phylogénétique
construit a partir des 10 séquences
du géne G complet des virus
collectés pendant [I’épidémie de
2008-2009 et des 50 séquences de
référence

Légende : ® GA2, ® NA1, ONA2,
NA3, ®NA4
Arbre construit a l'aide du logiciel
MEGA® 6.0 en utilisant la méthode du
Neighbor-Joining consolidé par 1000
répétitions (bootstrap) et en appliquant
la correction de distance Kimura 2-
parameter. Seules les valeurs de
bootstrap >70 sont rapportées.

4 séquences sont dans le cluster du
génotype GA2, 2 séquences sont dans
le groupe du génotype NA1, 1
séquence forme un groupe avec la
NA2, 2

séquences sont dans le groupe du

séquence de référence

genotype NA3, 1 séquence est dans le

cluster du génotype NA4.

JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds
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—— KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
- KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
— AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
- JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
76! KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
L—— KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds
KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds

98

@ RSVA Gcomplet 29464064 2009

JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds
@ RSVA Geomplet 29471101 2009

76 - @ RSVA Gcomplet 29531036 2009

——— KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds
97 JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds

JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
96 — JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds
RSVA Gcomplet 29503087 2009

W__ RSVA Gcomplet 29464115 2009

99

T

-

RSVA Gcomplet 29526005 2009
RSVA Gcomplet 29504028 2009
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
-|_— JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
—— JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
L—— JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds
JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
— JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds
JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds
1001 JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds
KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds
— JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds
KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
100 _[ KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds
99 - KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds
— JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

77

79

100 L— JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

100
JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds

100 ® RSVA Geomplet 29476002 2009

KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
100 l KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds

85 JX015488.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2006 G complete cds
’_|7— KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds

JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds

Annexe 6. Arbre phylogénétique
construit a partir des 8 séquences
du géne G complet des virus
collectés pendant I’épidémie de
2009-2010 et des 50 séquences de
référence

Légende : ®GA2, O®NA1, ®Gas
Arbre construit & l'aide du logiciel
MEGA® 6.0 en utilisant la méthode
du Neighbor-Joining consolidé par
1000 répétitions (bootstrap) et en
appliquant la correction de distance
Kimura 2-parameter. Seules les
valeurs de bootstrap >70 sont
rapportées.

4 séquences sont dans le cluster du
génotype GA2, 3 séquences sont
dans le groupe du génotype NA1, 1
séquence est dans le cluster du

génotype GAS.

JQ901448.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2001 G complete cds
JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds
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79

KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds

AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds

KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds

98
I:JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds

RSVA Gcomplet 31116016 2010
@ RSVA Gcomplet 31101034 2010

97| | @ RSVA Geomplet 31111153 2010
76 ' @ RSVA Gcomplet 31114091 2010
— KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds

— KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds
(1 | KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds

-|— KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
— JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds
I £E<015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds

JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
98 L JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
L— JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
-|_— JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
L—— JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds
JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
— JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds

99

JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds
100" JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds
KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds

— JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds

KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds

100 KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds
99 I: KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds
— JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

100 L— JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds
| {_7 KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
o

1 KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
100 l KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds

KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds

Annexe 7. Arbre phylogénétique
construit a partir des 4 séquences
du géne G complet des virus
collectés pendant I’épidémie de
2010-2011 et des 50 séquences de
référence

Légende : @ NA1

Arbre construit a l'aide du logiciel
MEGA® 6.0 en utilisant la méthode
du Neighbor-Joining consolidé par
1000 répétitions (bootstrap) et en
appliquant la correction de distance
Kimura 2-parameter. Seules les
valeurs de bootstrap >70 sont
rapportées.

4 séquences sont dans le cluster du

génotype NA1.

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds

36 JX015488.1 hRSVA GA5 Netherlands 2006 G complete cds

0.01

KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds
JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds

100

JF920058.1 hRSVA GAS5 USA 2006 G complete cds

JN257698.1 hRSVA GAS5 Canada 2011 G complete cds

99 JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds

83



79

KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds

@ RSVA Geomplet 2100163471 2012

@ RSVA Geomplet 2120171781 2012

JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds

KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds

@ RSVA Gcomplet 3010184435 2012

KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
@ RSVA Geomplet 3010181000 2012

70| | @ RSVA Geomplet 2100152506 2012

83! @ RSVA Gcomplet 2120171824 2012

KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds
JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds
KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
@ RSVA Gcomplet 3010178587 2012

@ RSVA Gcomplet 3030205286 2012

" KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
100 l KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds

KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
L— KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds
KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds

9 KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds

— (0 RSVA Gcomplet 2110164499 2012

—— JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds

77

JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds

£\E(015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
98 L JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds

99

79

JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds

JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds

JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds

JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds

-|_— JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds

JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds

— JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds

JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds
1001JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds

KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds

JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds

KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds

100 KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds
99 I:K0297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds
— JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

100 L— JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds
86 JX015488.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2006 G complete cds
KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds

0.01

100 JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds

JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds
99 JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds

KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds

KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds

Annexe 8. Arbre phylogénétique
construit a partir des 9 séquences
du géne G complet des virus
collectés pendant I’épidémie de
2012-2013 et des 50 séquences de
référence

Légende : ®GA2, ®NA1, ® ONT

Arbre construit a l'aide du logiciel
MEGA® 6.0 en utilisant la méthode
du Neighbor-Joining consolidé par
1000 répétitions (bootstrap) et en
appliquant la correction de distance
les

Kimura 2-parameter. Seules

valeurs de bootstrap >70 sont
rapportées.

1 séquence est dans le cluster du
génotype GA2, 2 séquences sont
dans le groupe du génotype NA1, 6
séquences sont dans le cluster du

génotype ON1.

JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds
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@ RSVA Gcomplet 3100275338 2013
i @ RSVA Gcomplet 3120305685 2013
@ RSVA Geomplet 3120298443 2013
i @ RSVA Gcomplet 3120301461 2013
@ RSVA Geomplet 3110285161 2013
- @ RSVA Gcomplet 3120300005 2013
@ RSVA Gcomplet 3120303775 2013
i @ RSVA Gcomplet 3120304687 2013
@ RSVA Geomplet 3110293368 2013
‘{ RSVA Gcomplet 3120300501 2013
@ RSVA Gcomplet 3120298432 2013
@ RSVA Gcomplet 3100275055 2013
@ RSVA Geomplet 3120303822 2013
— @ RSVA Gcomplet 3120305757 2013
@ RSVA Gcomplet 4010314196 2013
@ RSVA Geomplet 3110295098 2013
| @ RSVA Geomplet 3120299338 2013
@ RSVA Geomplet 3120296039 2013
@ RSVA Gcomplet 4010309636 2013
@ RSVA Gcomplet 4020322108 2013
—— @ RSVA Gcomplet 4020324859 2013
@ RSVA Gcomplet 4010312496 2013
SVA Gcomplet 3120302170 2013
@ RSVA Geomplet 3120304830 2013
— @ RSVA Geomplet 3110286031 2013
i @ RSVA Gcomplet 4010308736 2013
@ RSVA Gcomplet 4010319074 2013
@ RSVA Gcomplet 3120297481 2013
@ RSVA Gcomplet 3110293185 2013
L— @ RSVA Gcomplet 4010307040 2013
@ RSVA Gcomplet 4010307689 2013
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
@ RSVA Geomplet 4010309682 2013
@ RSVA Gcomplet 4010314198 2013
— |— @ RSVA Gcomplet 4050360524 2013
|— @ RSVA Gcomplet 4020325810 2013
—— KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
{ KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
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@ RSVA Geomplet 3110285528 2013
@ RSVA Geomplet 4020329104 2013
JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
L @ RSVA Geomplet 3120295768 2013
—— KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
75 — AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
—— @ RSVA Gcomplet 3110285562 2013
— @ RSVA Geomplet 3110292308 2013
KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
@ RSVA Geomplet 3120300292 2013
@ RSVA Gcomplet 4010311370 2013

99

92

—— KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds
- JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds
KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
@ RSVA Geomplet 3120296810 2013
@ RSVA Gcomplet 4010309899 2013
99 @ RSVA Geomplet 4020327731 2013
KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds
KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
991- KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds
97 JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds

70

L————————JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds

JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds
JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds

1001 JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds

KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds

JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds

KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds

99 - KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds

,j JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

100 JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds

JX015488.1 hRSVA GAS Netherlands 2006 G complete cds

KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds

JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds

JN257698.1 hRSVA GAS5 Canada 2011 G complete cds
JF920058.1 hRSVA GAS5 USA 2006 G complete cds

JQ901448.1 hRSVA GAS Netherlands 2001 G complete cds

Annexe 9. Arbre phylogénétique construit
a partir des 45 séquences du géne G
complet des virus collectés pendant
I’épidémie de 2013-2014 et des 50
séquences de référence

Légende : @ NA1, ® ON1

Arbre construit a I'aide du logiciel MEGA® 6.0
en utilisant la méthode du Neighbor-Joining
consolidé par 1000 répétitions (bootstrap) et
en appliquant la correction de distance
Kimura 2-parameter. Seules les valeurs de
bootstrap >70 sont rapportées.

3 séquences sont dans le cluster du génotype
NA1, 42 séquences sont dans le groupe du
génotype ON1.
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— KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
{— @ RSVA Gcomplet 5020455825 2014
@ RSVA Geomplet 5010436087 2014
ﬁ @ RSVA Gcomplet 5010436357 2014
— AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
—— KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
@ RSVA Geomplet 5020446739 2014
@ RSVA Geomplet 4110424952 2014
95! @ RSVA Gcomplet 4120434853 2014
@ RSVA Geomplet 5020451622 2014
KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
@ RSVA Geomplet 5030464677 2014
@ RSVA Geomplet 5030459340 2014
@ RSVA Geomplet 5020454010 2014
@ RSVA Geomplet 5010439245 2014
@ RSVA Geomplet 5010446346 2014
51 @ RSVA Geomplet 4110418266 2014
@ RSVA Geomplet 4120434805 2014
@ RSVA Geomplet 5020456237 2014
98! @ RSVA Gcomplet 5030458984 2014
@ RSVA Gecomplet 4120433560 2014
— 99 @ RSVA Gecomplet 5010441068 2014
73 @ RSVA Gcomplet 5030462189 2014
72! @ RSVA Geomplet 5030463592 2014
92 — KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
ﬁ‘_} KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
@ RSVA Geomplet 4120427803 2014
97, @ RSVA Geomplet 5010438763 2014
[ *1. RSVA Gcomplet 5010444033 2014
— @ RSVA Gcomplet 5010436102 2014
—— KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
@ RSVA Geomplet 5010442397 2014
— KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
L @ RSVA Gcomplet 5030464667 2014
@ RSVA Gcomplet 4120428080 2014
100| | @ RSVA Geomplet 4120434592 2014
70 - @ RSVA Geomplet 4110425350 2014
M @ RSVA Geomplet 5020448511 2014
KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds
JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds
77 KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
—— KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds
KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
100 |- KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
ide | KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
L KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
96~ JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
L—————————JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds
JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
] JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds
72 JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds
100 1JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds
KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds
JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds
KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds
99 KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds

JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds
100 [ JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

73|

100

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds
JX015488.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2006 G complete cds

KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds
JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds

JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds
JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds

JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds

Annexe 10. Arbre phylogénétique
construit a partir des 30 séquences du
géene G complet des virus collectés
pendant I’épidémie de 2014-2015 et
des 50 séquences de référence

Légende : ® ON1

Arbre construit a I'aide du logiciel MEGA®
6.0 en utilisant la méthode du Neighbor-
Joining consolidé par 1000 répétitions
(bootstrap) et en appliquant la correction
de distance Kimura 2-parameter. Seules
les valeurs de bootstrap >70 sont
rapportées.

30 séquences sont dans le cluster du

génotype ON1.
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98| @ RSVA Gcomplet 5110557419 2015
® RSVA Geomplet 6010565966 2015
@ RSVA Geomplet 6010568203 2015
11— @ RSVA Gcomplet 6020579562 2015
@ RSVA Gceomplet 6010563315 2015
E. RSVA Gcomplet 5120560151 2015
8! @ RSVA Geomplet 5120560152 2015
— @ RSVA Gcomplet 5110550408 2015
— @ RSVA Gcomplet 6010561029 2015
@ RSVA Geomplet 5110547640 2015
93! @ RSVA Geomplet 6010565084 2015
@ RSVA Geomplet 5110558731 2015
@ RSVA Geomplet 6010562223 2015
95 - @ RSVA Gcomplet 5120553656 2015
@ RSVA Gcomplet 6010560433 2015

@ RSVA Geomplet 5100536253 2015
98
82

@ RSVA Geomplet 5120556778 2015

RSVA Gcomplet 5120559301 2015

RSVA Gcomplet 6010569663 2015

@ RSVA Geomplet 5110555015 2015

@ RSVA Geomplet 6010567328 2015

@ RSVA Geomplet 5120553279 2015

KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds

7@ RSVA Gcomplet 5120552822 2015
@ RSVA Geomplet 5120556657 2015
@ RSVA Geomplet 6020574162 2015

— AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
I KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
@ RSVA Geomplet 5120550406 2015
99! @ RSVA Gcomplet 5120557968 2015

KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
@ RSVA Geomplet 5110559641 2015
99

@ RSVA Gecomplet 6010560818 2015

@ RSVA Gecomplet 6010564603 2015

] KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds

@ RSVA Gecomplet 6010561352 2015

87

93

91

78

99 KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds
iJN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds

KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds
70; KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
99 |- KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
g5 | KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
L KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds
JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds
JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds
991JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds
KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds

97

JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds

KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds

99 L KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds

’j JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

99 JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds

0.01

JX015488.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2006 G complete cds

KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds

JQ901454.1 hRSVA GAS5 Netherlands 2002 G complete cds

JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds
JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds

JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds

Annexe 11. Arbre phylogénétique
construit a partir des 31 séquences du
géne G complet des virus collectés
pendant I’épidémie de 2015-2016 et des
50 séquences de référence

Légende : ® ON1

Arbre construit a I'aide du logiciel MEGA®
6.0 en utilisant la méthode du Neighbor-
Joining consolidé par 1000 répétitions
(bootstrap) et en appliquant la correction
de distance Kimura 2-parameter. Seules
les valeurs de bootstrap >70 sont
rapportées.

31 séquences sont dans le cluster du

génotype ON1.
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78

99

94

92

@ RSVA Gcomplet 7010693563 2016
@ RSVA Gcomplet 7010698519 2016
@ RSVA Gcomplet 7010691643 2016
@ RSVA Gcomplet 7010690431 2016
@ RSVA Gcomplet 7010689647 2016
@ RSVA Gcomplet 6120680114 2016
@ RSVA Gcomplet 6110677380 2016
@ RSVA Gcomplet 7010693165 2016
96 @ RSVA Gcomplet 7010690428 2016
4{ @ RSVA Gcomplet 7010696031 2016

@ RSVA Gcomplet 7010693153 2016
!

81

@ RSVA Geomplet 7010691568 2016
74! @ RSVA Geomplet 7010695997 2016
97 @ RSVA Geomplet 7010690504 2016
@ RSVA Geomplet 7050795175 2016
@ RSVA Geomplet 6120684629 2016
@ RSVA Gcomplet 7010689005 2016
99L @ RSVA Geomplet 7010694840 2016
L— @ RSVA Gcomplet 6120680128 2016
@ RSVA Geomplet 7010696955 2016
KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
@ RSVA Geomplet 7040723034 2016
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
@ RSVA Geomplet 7040722849 2016
2 — KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
L KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds

83

AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
L KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds
100 | @ RSVA Gcomplet 7010692589 2016
@ RSVA Geomplet 7010694257 2016
JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds

75 @ RSVA Geomplet 7010694262 2016

77 @ RSVA Geomplet 7010690061 2016
@ RSVA Geomplet 7010698541 2016
@ RSVA Geomplet 7010691585 2016
KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
@ RSVA Geomplet 6120687230 2016
@ RSVA Geomplet 7010694374 2016
95| @ RSVA Geomplet 7010696952 2016
@ RSVA Geomplet 7040724765 2016
KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds

i JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds

KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds

KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
100 r: KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds

7 | KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
L KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds
97 JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds
JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds
JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds

JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds

JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds

100'JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds

KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds

JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds

KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds
99 - KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds

,j JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

100 JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

0.01

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds
JX015488.1 hRSVA GA5 Netherlands 2006 G complete cds

KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds
JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds

JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds
JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds

JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds

Annexe 12. Arbre phylogénétique
construit a partir des 32
séquences du géne G complet des
virus collectés pendant I’épidémie
de 2016-2017 et des 50 séquences
de référence

Légende : ®onN1

Arbre construit & l'aide du logiciel
MEGA® 6.0 en utilisant la méthode
du Neighbor-Joining consolidé par
1000 répétitions (bootstrap) et en
appliquant la correction de distance
Kimura 2-parameter. Seules les
valeurs de bootstrap >70 sont
rapportées.

32 séquences sont dans le cluster du
génotype ON1.
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@ RSVA Geomplet 7121079209 2017
@ RSVA Geomplet 8011101286 2017
@ RSVA Gcomplet 7121068809 2017
@ RSVA Geomplet 7111030417 2017
@ RSVA Geomplet 7111029375 2017
@ RSVA Geomplet 7111028678 2017
@ RSVA Gcomplet 7111021216 2017
® RSVA Geomplet 7100966990 2017
@ RSVA Geomplet 7121059445 2017
@ RSVA Gceomplet 7111028967 2017
@ RSVA Gcomplet 8011104752 2017
® RSVA Geomplet 7121067507 2017
100 '@ RSVA Geomplet 8011095793 2017
@ RSVA Gceomplet 7111035651 2017
99 @ RSVA Gcomplet 8031175693 2017
@ RSVA Geomplet 7121079406 2017
@ RSVA Geomplet 7121080553 2017
100 | @ RSVA Gcomplet 8011100277 2017
@ RSVA Geomplet 8011100439 2017
KY865199.1 hRSVA ON1 Egypt 2015 G complete cds
KF246641.1 hRSVA ON1 India 2012 G complete cds
KM402632.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
KP792376.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds
@ RSVA Gceomplet 7111046913 2017
@ RSVA Geomplet 7111033083 2017
@ RSVA Geomplet 7121057749 2017
90 | @ RSVA Gcomplet 7121081967 2017
@ RSVA Gcomplet 7121084277 2017
JN257694.1 hRSVA ON1 Canada 2011 G complete cds
L @ RSVA Geomplet 7121052279 2017
——— @ RSVA Gcomplet 8031206495 2017
| KM402621.1 hRSVA ON1 Spain 2014 G complete cds
AB761609.1 hRSVA ON1 Japan 2012 G complete cds
|>— KY865197.1 hRSVA ON1 Egypt 2014 G complete cds

{ KT285064.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds

KM434062.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds
73 KT781387.1 hRSVA ON1 China 2014 G complete cds

100| @ RSVA Gcomplet 7111018566 2017
@ RSVA Geomplet 7111042401 2017

KM402639.1 hRSVA NA1 Spain 2013 G complete cds
i JN257697.1 hRSVA NA1 Canada 2010 G complete cds

99

93

91

KT781391.1 hRSVA NA1 China 2014 G complete cds
L——— KM402636.1 hRSVA ON1 Spain 2013 G complete cds

KC297260.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
99 f: KC297277.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds
KC297292.1 hRSVA NA3 China 2011 G complete cds

KC297295.1 hRSVA NA1 China 2011 G complete cds

8 | KF246615.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds

KF246617.1 hRSVA NA1 India 2010 G complete cds
KF246608.1 hRSVA NA1 India 2012 G complete cds

97~ JX015491.1 hRSVA GA2 Netherlands 2007 G complete cds
JX015493.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015482.1 hRSVA GA2 Belgium 2006 G complete cds
JX015479.1 hRSVA GA2 Netherlands 2011 G complete cds
JF920054.1 hRSVA GA2 USA 2010 G complete cds
JF920046.1 hRSVA GA2 USA 2007 G complete cds
JF920050.1 hRSVA GA2 USA 2008 G complete cds
JX015497.1 hRSVA GA2 Netherlands 2008 G complete cds
JX015499.1 hRSVA GA2 Belgium 2008 G complete cds

L———————————JQ901447.1 hRSVA GA2 Netherlands 2001 G complete cds

JX015486.1 hRSVA GA2 Netherlands 2005 G complete cds
JQ901457.1 hRSVA GA2 Netherlands 2003 G complete cds
JF279543.1 hRSVA A2 A2001/3-12 2001 G complete cds
1001JX069799.1 hRSVA GA2 USA 2001 G complete cds

L KC476743.1 hRSVA NA2 South Africa 2009 G complete cds

JF279545.1 hRSVA A2 A2001/2-20 2001 G complete cds
KC297381.1 hRSVA NA4 China 2007 G complete cds
KC297324.1 hRSVA NA4 China 2011 G complete cds

99 - KC297374.1 hRSVA NA4 China 2012 G complete cds

i JF920062.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds
100 JF920065.1 hRSVA GA7 USA 1998 G complete cds

0.01

JF920069.1 hRSVA GA1 USA 2007 G complete cds

JX015488.1 hRSVA GA5 Netherlands 2006 G complete cds

KP792356.1 hRSVA GA5 Spain 2007 G complete cds

JQ901454.1 hRSVA GA5 Netherlands 2002 G complete cds

JN257698.1 hRSVA GA5 Canada 2011 G complete cds
JF920058.1 hRSVA GA5 USA 2006 G complete cds

98 JQ901448.1 hRSVA GA5 Netherlands 2001 G complete cds

Annexe 13. Arbre phylogénétique
construit a partir des 28 séquences
du géne G complet des virus
collectés pendant I'épidémie de
2017-2018 et des 50 séquences de
référence

Légende : ®onN1

Arbre construit a l'aide du logiciel
MEGA® 6.0 en utilisant la méthode
du Neighbor-Joining consolidé par
1000 répétitions (bootstrap) et en
appliquant la correction de distance
Kimura 2-parameter. Seules les
valeurs de bootstrap >70 sont
rapportées.

28 séquences sont dans le cluster du

génotype ON1
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