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H. Laude* Résumé. A partir de 1984, un virus respiratoire inconnu jusqu’alors, respon-
D. Rasschaert* sable d’une infection essentiellement inapparente, a rapidement et massive-
ment diffusé au sein de la population porcine européenne. Quelques années
-, plus tard, des virus aux caractéristiques similaires ont été identifiés aux Etats-
J.-F. Eleouét Unis. Tout porte & croire que cet agent, désigné PRCV, dérive du coronavirus
TGEYV, I'agent causal de la gastro-entérite transmissible. 1’ objectif de cet
article est de faire le point des connaissances accumulées sur ce nouvel agent
et sur I'infection qu’il engendre, I’accent étant mis sur les données molécu-
laires. Ces derniéres ont en effet permis de préciser la nature des événements
associés & I’émergence du PRCV. Tous les génotypes connus de PRCV se
caractérisent par la présence de délétions multiples, dont I'une touche le géne
spécifiant la protéine de spicule. L’étude de ce virus a assurément ouvert des
pistes qui devraient déboucher sur une meilleure compréhension du détermi-
nisme auquel obéit le tropisme — intestinal ou respiratoire — de ce groupe de
coronavirus, dont certains infectent I’homme.
Mots clés : Coronavirus — Virus émergent — Porcine respiratory coronavirus —
PRCV — TGEV — Pneumotropisme — Entérotropisme.

B. Delmas*

Summary. Since 1984, a previously unrecognized respiratory coronavirus,
causing a mostly unapparent infection, has rapidly and massively spread
within the swine population in Europe. A few years later, viruses with similar
caracteristics have been identified in the USA. The agent, designated PRCV,
appears to be derived from the porcine enteropathogenic virus TGEV. The aim
of this review is to analyze the data regarding this new agent and the infection
it induces, mainly from a molecular point of viey. Indeed, such investigations
have greatly contributed to elucidate the nature of the events involved in the
emergence of PRCV. All the PRCV genotypes known to date are characterized
by the presence of multiple deletions, one of each targets the gene encoding
R ) . i the spike protein. The study of this virus has undeniably brought new insights
Unité de virologie immunologie .. . . . : .
moléculaires, INRA, about the bases determining the tropism — either intestinal or respiratory — of
78350 Jouy-en-Josas this group of coronaviruses, some of which infect humans.
Tirés a part : H. Laude Key words : Coronavirus — Emerging virus — Porcine respiratory coronavirus
~ PRCV — TGEYV ~ Pneumotropism — Enterotropism.

Ces dernidres années ont vu se manifester un regain d’at-  ratoires et dysgénésiques due a un artérivirus inconnu jus-
tention pour les virus émergents ou résurgents qui mena-  qu’alors, le PRRSV, devenu en l'espace de quelques
cent I’espece humaine, un phénomene auquel les espéces  années un agent pathogéne majeur en Europe comme aux
animales n’échappent pas non plus. L’espéce porcine ne Etats-Unis ; 1997, résurgence de viroses hautement conta-
demeure pas en reste, ainsi qu’on peut en juger: 1991,  gieuses que I’on croyait & tort jugulées, telles que la peste
extension d’une infection responsable de désordres respi-  porcine classique, qui a conduit & I’abattage de dizaines de
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milliers d’animaux dans plusieurs pays d’Europe, et la
fievre aphteuse dont la brutale apparition a Taiwan, pre-
mier fournisseur du marché asiatique, a entrainé la perte
de prés de 5 millions de tétes en quelques mois.

Cet article se rapporte & un épisode déja plus ancien mais
a certains égards tout aussi édifiant, causé par un virus
respiratoire du porc inconnu jusqu’en 1984, et qui, a par-
tir de cette date, a trés rapidement et massivement infecté
I’ensemble du cheptel européen. L affaire fit grand bruit a
I’époqueé, bien que I'infection soit pratiquement silencieu-
se au plan clinique, et qu’elle n’ait eu, tout compte fait,
qu’une faible répercussion sur la production porcine. Ainsi
que I’ont clairement démontré les études menées depuis
pour identifier ce nouvel agent, le virus PRCV (acronyme
international pour porcine respiratory coronavirus) est
trés étroitement apparenté a un coronavirus bien connu
chez le porc, le TGEV (transmissible gastroenteritis
virus), agent causal de la gastro-entérite transmissible. En
fait, comme on le verra plus loin, tout porte a croire que le
PRCV représente un variant du virus entéropathogene
TGEY, spontanément apparu sur le terrain.

L’épidémiosurveillance révele
Pentrée en lice d’un nouvel agent

La gastro-entérite transmissible (GET) est une virose bien
connue depuis les années 1940, responsable de pertes éco-
nomiques trés importantes dans la plupart des pays pro-
ducteurs de viande porcine. Maladie trés contagieuse, elle

atteint les animaux de tous ages, mais sévit avec une par-
ticuliere gravité chez le nouveau-né, avec un taux de mor-
talité souvent proche de 100 % chez les porcelets de moins
de deux semaines [1, 2]. En France, comme dans les pays
avoisinants, elle a longtemps évolué sous une forme endé-
mique, selon un mode cyclique, avec un taux d’infection
allant jusqu’a 30 % des élevages.

Au cours des années 1983-1985, des controles sérologiques
de routine effectués dans divers pays d’Europe, dont la
Belgique, la France et la Grande-Bretagne, ont 1évélé une
augmentation trés significative de la prévalence en anticorps
anti-TGEV dans les élevages alors méme qu’aucun accrois-
sement d’épisodes diarrhéiques évocateurs de GET n’était
observé [3-5]. C’est dans le laboratoire de M. Pensaert, a
Gand, que I’agent causal a été isolé pour la premiére fois a
partir d’écouvillonnages nasaux pratiqués sur des animaux
sentinelles qui, aprés introduction dans 1I’élevage, avaient
montré une séroconversion en I’absence de signes cliniques
[6]. Le virus a pu étre propagé dans des cultures de cellules
épithélioides de porc, telles que la lignée ST, couramment
utilisée pour multiplier le TGEV. En microscopie électro-
nique, les virions avaient I’aspect typique des coronavirus,
caractérisé par une couronne de spicules particuliérement
proéminents et renflés a leur extrémité, d’ou cette famille de
virus tire son nom (figure 1, A). L'infectiosité était neutrali-
sable par un sérum anti-TGEYV, et la réinoculation a des por-
celets nouveau-nés du virus isolé en culture engendrait une
infection asymptomatique.

Durant la seconde moitié des années 1980, 1’infection
s’est étendue a I’ensemble des pays européens avec une
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Figure 1. A. Aspect d'une particule de PRCV examinée en microscopie électronique aprés coloration négative (cliché Rob Ruigrock,

EMBL, Grenoble). Barre = 100 nm. B. Vue schématique montrant la topologie des protéines associées aux virions de TGEV. Le nombre

de spicules par virion est estimé a une centaine.
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prévalence proche de 100 %, a telle enseigne que se pro-
curer des animaux séronégatifs vis-a-vis du TGEV a I'is-
sue de cette premiere vague relevait pour ainsi dire de la
gageure... Le fait que le virus ait diffusé d’une maniére
aussi rapide et efficace, y compris dans un pays tel que le
Danemark [7], dont les normes d’hygi¢ne sont particulic-
rement exigeantes et qui jusqu’alors était indemne de
TGEYV, plaidait fortement en faveur d’une dissémination
par voie aérienne. Des virus ayant des caractéristiques
similaires 2 celles du PRCV européen ont depuis été iso-
1és aux Etats-Unis, en Asie et dans les pays de I'Est [8, 9].
L’émergence soudaine de ce nouvel agent n’a pas manqué
de susciter une 1égitime interrogation quant a son origine.
L’un des scénarios évoqués était particulierement préoc-
cupant puisqu’il mettait en cause une intervention humai-
ne, a savoir des essais d’immunisation par voie aérienne
utilisant une souche de TGEV atténuée, tels qu’ils furent
un temps pratiqués en Europe de 1’Est, et qui auraient pu
avoir pour conséquence de générer un variant au tropisme
respiratoire exacerbé. Un phénomene naturel de recombi-
naison intergénomique entre TGEV et un autre coronavi-
rus sérologiquement apparenté, tel que celui du chat ou du
chien, ou un franchissement accidentel de la barriére d’es-
péce par un coronavirus non répertorié sévissant chez une
espéce sauvage, furent également envisagés [9]. C’est un
travail d’investigation centré sur [’organisation géno-
mique et la structure antigénique du PRCV qui apporta
non seulement des éléments de réponse a cet égard, mais
également des outils permettant de distinguer commodé-
ment ces deux virus, dont I’étroite proximité rendait les
techniques de sérologie classiques inopérantes.

L.e PRCV : un virus TGEV au tropisme
tissulaire profondément altéré

Les coronavirus infectent les animaux — oiseaux compris —
et ’homme avec une spécificité d’hote assez étroite et un
tropisme électif pour I’épithélium des surfaces muqueuses
[10]. La majorité d’entre eux provoquent une infection
aigug, restreinte a la sphére digestive ou respiratoire. Leur
réplication s’accomplit dans le cytoplasme de la cellule et
induit en général un effet cytopathique marqué. Le TGEV
est un virus typiquement entéropathogéne, dont la multi-
plication est essentiellement limitée a l'intestin gréle,
lequel constitue a la fois le site de multiplication primaire
et le siege principal des lésions [1, 11]. La, le virus se
réplique sélectivement dans les entérocytes différenciés,
provoquant ainsi une desquamation accélérée qui aboutit a
une atrophie rapide et prononcée des villosités intesti-
nales, directement responsable du syndrome de malad-
sorption-déshydratation observé. L’organe cible est atteint
par la voie orale, aprés franchissement de la barriere sto-

macale, ce qui est exceptionnel pour un virus enveloppé.
L’ immunofluorescence permet de détecter la présence
d’antigéne viral dans les entérocytes quelques heures
apres une administration per os de virus, excluant donc un
site de réplication intermédiaire [11].

Chez les animaux infectés par le PRCYV, c’est incontesta-
blement le tractus respiratoire qui devient le site majeur de
multiplication du virus. Il est aisément isolé a partir de la
muqueuse nasale, des amygdales, de la trachée et des pou-
mons. Des titres infectieux de 1’ordre de 108 TCID50/g de
tissu ont été mesurés dans le lobe pulmonaire apical d’ani-
maux agés d’une semaine infectés expérimentalement par
voie oronasale [12, 13]. L’ immunofluorescence révele que
le virus se réplique dans les cellules épithéliales des
muqueuses nasales et trachéales, et, au niveau du poumon,
surtout dans I’épithélium alvéolaire, mais aussi celui des
bronches et bronchioles. De 1’antigene viral est également
présent dans les macrophages alvéolaires. A I’inverse du
TGEV, le PRCV infecte I'intestin gréle de maniere tres
ténue, méme suite & un administration per os [12-14]. La
présence du virus n’est mise en évidence que dans un
faible nombre de cellules, et seulement chez des animaux
infectés trés jeunes.

Bien que se multipliant intensément dans la sphére respira-
toire, le PRCV y exerce un pouvoir pathogene pour le
moins discret. Divers essais d’inoculation expérimentale
ont fourni des données contrastées, allant, selon les
auteurs, de 1’absence totale de signes cliniques a une attein-
te respiratoire plus ou moins bénigne, incluant dyspnée,
éternuement et fievre modérée [6, 13, 15-17]. Sur le ter-
rain, Pinfection & PRCV est trés généralement décrite
comme étant inapparente et, méme en tenant compte de
quelques observations discbrdantes [4, 9, 18, 19], il est
indubitable que ce n’est pas I’apparition de désordres res-
piratoires dans les élevages qui a focalisé I’attention sur ce
nouveau type d’infection. I n’est cependant pas exclu que
divers facteurs environnementaux ou des infections inter-
currentes puissent moduler I'infection dans le sens d’une
aggravation de la symptomatologie [20].

Les observations précédentes ont parfois conduit 2 assimi-
ler le phénotype du PRCV a celui d’un TGEV qui aurait
perdu son tropisme intestinal et, par voie de conséquence,
I’essentiel de son pouvoir pathogéne. Or cela revient 2
supposer que le TGEV possede d’emblée un double tro-
pisme, & la fois intestinal et respiratoire. Sur ce dernier
point, la littérature apporte des données contradictoires
dont la confrontation est souvent malaisée, mais que ['on
peut tenter de résumer comme suit. Les études qui font
état d’une multiplication notable de TGEV dans la spheére
respiratoire portent en majorité sur des souches ayant subi
une, voire plusieurs dizaines de passages en culture cellu-
laire [9, 21-23]. A 'inverse, la réplication de souches sau-
vages, telles que les souches de référence Miller et Purdue,
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y apparait extrémement limitée, avec toutefois des excep-
tions possibles [8, 24, 25].

En somme, le TGEV posséderait un tropisme respiratoire
« latent », peut-étre plus ou moins accentué selon les
souches, et que la propagation ex vivo tend certainement a
exacerber, & I'inverse de l’entérovirulence. Cela étant,
P’intensité de la multiplication dans les voies aériennes ou
les poumons ne semble jamais atteindre celle observée
avec le PRCV européen, lequel présenterait donc bien un
pneumotropisme substantiellement accru par rapport au
TGEV. D’autres faits viennent étayer cette derniére
notion. Un étude de I'immunité muqueuse induite lors
d’une infection expérimentale par voie oronasale a montré
que le TGEV stimulait fortement les tissus lymphatiques
associés i Dintestin mais faiblement les tissus lympha-
tiques bronchiques [26]. Ensuite, aucune souche de TGEV
n’a par le passé manifesté une telle capacité de diffusion
sur le terrain. 11 est donc douteux que la modification de
tropisme du PRCV puisse se résumer a une simple perte
d’entérotropisme.

Le coronavirus TGEV : organisation
génomique et structurale

Le génome des coronavirus est constitué d’une molécule
d’ ARN non segmentée d’environ 30 kilobases (kb), ce qui
en fait le plus grand génome a ARN connu a ce jour. De
polarité positive, ’ARN génomique (ARNg) se montre
infectieux apres transfection dans le cytoplasme de la cel-
lule. Outre sa taille inhabituelle, ce génome se caractérise
par une relative plasticité que reflete la présence de quatre
domaines polymorphes au sein desquels le nombre et la
nature des génes peut varier d’un sous-groupe a I’autre, un
peu A I'image de ce qui s’observe chez les rétrovirus com-
plexes. Le nombre des cadres de lecture (ORF) varie en
effet de 7 & 11 selon les virus [27]. Cependant, I’organisa-
tion générale du génome, notamment la taille imposante
du gene 1 et I'ordre des génes communs, est conservée,
comme Datteste la séquence nucléotidique compléte éta-
blie & ce jour pour quatre virus, dont le TGEV [28].

Le génome de ce dernier compte 9 ORF (figure 2). Les
deux premiers ORF en région 5°, désignés la et 1b, de 12
et 8 kb respectivement, occupent & eux seuls plus des deux
tiers du génome. Traduits directement a partir de I’ARNGg,
ils codent pour deux polyprotéines d’environ 400 K (1a) et
700 K (1a + 1b). La fusion des deux ORF s’effectue avec
une efficacité d’environ 30 % selon un mécanisme de saut
de phase -1 du ribosome, favorisé par une structure de type
pseudonceud. ORFla code notamment pour deux types de
protéases censées participer a la maturation des polypro-
téines. Les activités polymérase, hélicase, etc. nécessaires
2 la réplication et a la transcription apparaissent regroupées
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Figure 2. Organisation et expression du génome du TGEV.
L’ARN génomique (ARNg), long de 28 580 nt, se subdivise en
deux régions distinctes. Le géne 1 (ou locus pol) code pour deux
polyprotéines, 1a et 1a + 1b, dont dérivent des sous-unités poly-
peptidiques qui interviennent soit dans leur maturation protéoly-
tique (1a), soit dans la réplication et la transcription virale (1b).
Dornaines fonctionnels prédits dans le locus pol : PL : papain-
like ; 3CL : poliovirus 3C-like ; GFL : growth factor-like ; Pol :
polymérase ; MB : metal binding ; Hel : hélicase. L’information
génétique de la région 3’ du génome (=8,5 kb) s'exprime par
Pintermédiaire d’ARN de taille sous-génomique (ARNsg), coter-
minaux en 3’ et munis en 5’ d’une séquence leader identique a
Pextrémité 5’ de ’ARNg. Ces ARNsg, numérotés de 2 a 7, spéci-
fient les quatre protéines structurales S, M, E et N et les pro-
téines non structurales ns3a, ns3b et ns7. La partie traduction-
nellement active des ARNg et sg est figurée par un trait gras.

dans ’ORF1b. Le locus pol (polyprotéine), dont I’explora-
tion n’a débuté que récemment, reste un peu la terra inco-
gnita des coronavirus.

Les sept autres ORF sont regroupés dans les 8,5 kb restant
A Pextrémité 3’ du génome, qui a été plus amplement étu-
diée [29-31]. Ils codent d’une part pour les quatre pro-
téines structurales S, M, E’et N communes a I’ensemble
des coronavirus, et d’autre part pour trois protéines sup-
posées non structurales et dont la fonction reste totalement
inconnue : 3a, 3b et 7. L’information génétique contenue
dans cette région 3’-proximale est exprimée par I’ intermé-
diaire d’une série I’ ARNm de taille subgénomique — ou
ARNsg —, au nombre de six chez la plupart des souches de
TGEV [31]. Les ARNsg sont synthétisés selon un proces-
sus de transcription discontinue, au cours duquel une
séquence dite leader (= 90 nt dans le cas du TGEV), iden-
tique a Pextrémité 5’ de 1"’ARNg, est fusionnée avec le
corps de I’ARNsg. Une séquence hexamérique conservée
CUAAAC, ou séquence TIS (transcription intergenic
sequence), présente sur I’ARNg en amont des ORF, joue
un role clé, encore incomplétement élucidé, dans la syn-
theése des différentes espéces d’ARNsg [27, 31, 32]. Les
ARNg et sg sont coterminaux en 3’ mais fonctionnelle-
ment monocistroniques car seul I’ORF positionné en 5’ est
activement traduit. Seul fait exception I’ARNm 3, a partir
duquel s’expriment les ORF 3a et 3b. Une souche de
TGEV (Miller) utilise cependant une unité transcription-
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nelle distincte pour exprimer ORF3b [33], ’ARNm sur-
numéraire étant alors désigné 3-1. La stratégie d’expres-
sion passant par la synthése d’une série d’ARN cotermi-
naux est partagée par les coronavirus, les torovirus et les
artérivirus, trois groupes de virus animaux désormais
réunis dans I’ordre des Nidovirales [27].

L’organisation polypeptidique des virions — quatre pro-
téines seulement — est relativement simple eu égard a la
capacité codante du génome [34, 35] (figure I, B). La
nucléocapside, dont la structure — symétrie hélicoidale ou
polygonale — est encore sujette a discussion, est constituée
de la phosphoprotéine N (47 K), qui est associée 8 ’ARNg
[36]. L'enveloppe comporte deux protéines majeures. La
protéine S (220 K), fortement glycosylée, forme les spi-
cules par trimérisation [37, 38]. On a coutume (en réfé-
rence & un site de clivage existant dans d’autres sous-
groupes de coronavirus) de subdiviser la molécule en deux
régions : S1 (= moitié N-terminale), qui correspond a la
partie globulaire des spicules, et S2, qui comprend la tige,
un segment transmembranaire et un court segment interne.
La glycoprotéine M (= 30 K) est au contraire enfouie dans
I’enveloppe virale (trois segments transmembranaires) et
au sein de la particule, et ne laisse émerger qu’un bref
ectodomaine d’une trentaine d’acides aminés [29]. La pro-
téine E (ou sM) est une petite protéine transmembranaire
(9 K) qui n’est présente qu’a une vingtaine d’exemplaires
dans les virions, mais qui, en association avec M, joue un
réle déterminant dans le processus de bourgeonnement
[35, 39].

Caractérisation moléculaire du PRCV :
un virus multidélétant

La séquence génomique du PRCV européen (isolat RM4)
a été déterminée sur une longueur d’environ 8,5 kb a par-
tir de 'extrémité 3’, soit la région qui comprend I’en-
semble des génes exprimés par I'intermédiaire d’ ARNsg
[40]. La comparaison avec les séquences homologues de
TGEV a apporté plusieurs informations dignes d’intérét.
Comme attendu, les deux virus sont phylogénétiquement
trés proches: le degré de divergence globale des
séquences, tant nucléotidique que polypeptidique, n’exce-
de pas 3 %, et ne differe pas significativement de ce qui
s’observe entre deux souches de TGEV. De plus, les
acides aminés divergents sont répartis dans les différents
génes. La seule différence marquante entre les deux virus
est 'existence de plusieurs délétions dans le génome du
PRCV. Cette perte particlle d’information génétique
concerne deux genes : S et 3a.

L’examen de la séquence révele I’existence d’une délétion
en phase de 672 nt dans la région 5’ du géne S, dont la
conséquence prédite est une protéine longue de

1 209 acides aminés, au lieu de 1431 ou 1433 pour le
TGEV, selon les souches (figure 3). Le PRCV spécifie
donc une protéine tronquée en région N-terminale de S1,
peu apres le peptide de translocation. De fait, la masse
relative de la protéine S synthétisée dans les cellules infec-
tées par le PRCV, a savoir 190 K au lieu de 220 K, est
réduite dans la proportion attendue (= 15 %), la taille des
protéines M et N restant, elle, inchangée [40]. Il apparait
donc que la protéine S, en dépit des fonctions biologiques
essentielles qu’elle exerce (attachement, fusion), peut
s’accommoder d’une perte de substance notable. Ce fait
plutdt inattendu a également été observé dans le cas du
coronavirus murin MHV-JHM, qui code pour une S délé-
tée de 152 résidus, dans une région différente de S1 [27].
L’antigénicité de la S de PRCV n’est que modérément
affectée, avec toutefois une perte totale de réactivité vis-a-
vis d’anticorps monoclonaux définissant I'un des quatre
sites antigéniques majeurs recensés sur la protéine S du
TGEV, le site D [41-43]. Ce site regroupe des épitopes
effectivement associés a un segment polypeptidique inclus
dans la région délétée du PRCV. De tels anticorps discri-
minants ont permis la mise au point d’un test sérologique
permettant de différencier les deux types d’infection sur le
terrain [44].

Le génome du PRCV européen comporte en outre trois
courtes délétions de 12, 22 et 36 nt, qui ont pour effet de
convertir le géne 3a en pseudogene (figure 4) : en sus de la
perte du codon initiateur, on constate une altération du
motif TIS, dont une conséquence attendue est la dispari-
tion d’un ARNsg équivalent & 'ARNm 3 du TGEYV,
effectivement constatée dans les cellules infectées.
L’expression de PORF immédiatement en aval, homo-
logue & ’ORF3b du TGEVj/est toutefois maintenue [40].
Une séquence TIS fonctionnelle en amont de PRCV 3b
permet la transcription d’un ARNsg équivalent 4 ’ARNm
3-1 surnuméraire déja observé dans le cas de la souche de
TGEV Miller.

Le mécanisme responsable de tels remaniements reste
conjectural. I’examen de la séquence du TGEV ne révele pas
la présence, aux abords des régions incriminées, de courtes

i 2 3 4 5 6
TGEV GAC AAT TTT CCT TGT TCT
Mill. Asp Asn Phe Pro Cys Ser

229
ACT TCC GTA GTT TCC AAT TGC
Thr Sexr Val Val Ser Asn Cys

5 6 7 8 9 10 11
ACT TCC GTA GTT TCC AAT TGC
Thr Ser Val Val Ser Asn Cys

PRCV  GAC AAG TTT CCT
Eur. Asp Lys Phe Pro

1 2 3 4 6 7 8
PRCV GAC AAG TTT CCT TGT]'“* 681 nt ~=~ -~~~ ~-~ -——TCC AAT TGC
Ind. Asp Asn Phe Pro Cys|--- 227 aa -~- --- --- —--Ser Asn Cys

Figure 3. Alignement des séquences nucléotidiques et polypep-
tidiques (peptide signal omis) du géne codant pour la protéine
spiculaire S du TGEV (Miller) et des isolats de PRCV européen et
américain (Indiana). Le nombre de nucléotides (nt) et d’acides
aminés (aa) délétés dans le génome du PRCV est indiqué.
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Figure 4. Structure comparée des génes 3 des TGEV et PRCV.
La taifle (nt) et la position approximative des délétions présentes
dans le génome du PRCV sont indiquées. La séquence TIS
(transcription intergenic sequence), située en amont de 'ORF3a
du PRCV, est non fonctionnelle par suite soit d’une délétion par-
tielle (Eur), soit d’une mutation (Ind).

régions d’homologie qui auraient pu favoriser une recombi-
naison « légitime », résultant d’un décrochement de la poly-
mérase suivi d’un réamorcage en aval. Il est donc probable
que ces délétions sont survenues, de fagon séquentielle, selon
un mécanisme de recombinaison illégitime, analogue & celui
qui donne naissance aux génomes défectifs observables dans
les cellules infectées par les coronavirus [27].

Un ou plusieurs virus PRCV ?

Les délétions observées au niveau des génes S et 3a se
sont révélées strictement identiques pour 6 isolats de
PRCV provenant de quatre pays différents [45, 46].
L’ analyse de la séquence partielle du géne S (moitié€ N-ter-
minale) renforce encore I'idée que c’est bien le méme
virus qui a diffusé dans 1’ensemble de I’Europe. Il n’exis-
te malheureusement aucune information sur la séquence
de souches de TGEV isolées du terrain a4 un moment
proche de I’émergence du PRCV. Le terme de comparai-
son le moins éloigné est une souche anglaise isolée en
1970. Cela étant, si 1’on se référe au taux de substitution
moyen d’environ 7 X 10-4 nucléotides/site/an estimé sur 2
kb en 5’ du géne S de 5 souches de TGEV isolées entre
1940 et 1970 [46], la divergence des virus PRCV et TGEV
correspondrait effectivement 4 un événement récent.
Incidemment, ce point ne plaide guere en faveur de la dif-
fusion d’une souche atténuée par passage itératif en cultu-
re, évoquée comme origine possible du PRCV, car les
souches de laboratoire recensées dérivent de virus isolés
bien avant les événements.

Dans les années qui ont suivi I’émergence du PRCV euro-
péen, plusieurs variants pneumotropes ont ét€ isolés aux
Etats-Unis, dont ’étude a apporté des informations a la
fois précieuses et étonnantes. La premiere séquence par-
tielle établie, celle de I’isolat Ind/89, a en effet révélé que,
si les remaniements observés ciblaient les mémes régions
du génome, leur nature précise était différente [47]. A
Pinstar du virus européen, l’isolat Ind/89 code pour une
protéine S tronquée en région N-terminale, mais la lon-
gueur et la position de la délétion different (figure 3).
Quant 2 ’ORF3a, elle ne comporte qu’une seule délétion,
et la séquence TIS est présente mais mutée, d’ou I’absen-
ce du transcrit correspondant, tout comme dans le cas du
PRCYV européen (figure 4). La surprise ne s’arrétait cepen-
dant pas 14, car le séquengage partiel d’autres isolats amé-
ricains a permis de constater I’existence de plusieurs géno-
types associant un géne S tronqué et un gene 3 altéré,
apparemment issus d’événements indépendants, au moins
en partie [48] (figure 5).

Ces données suggerent que 1’émergence de souches de
PRCYV serait en fait un phénoméne permanent, passé jus-
qu’a présent inapercu, et mis en lumicre suite a I'alerte
suscitée par I'explosion du PRCV en Europe. De tels
variants pourraient apparaitre a la faveur d’infections per-
sistantes, parfois observées chez des animaux adultes [49].
Comment alors expliquer le contraste saisissant entre une
telle situation et celle, en apparence hégémonique, créée
par le virus européen ? On peut invoquer, avec prudence,
des différences relatives a la structure des élevages, voire
a D’utilisation, semble-t-il assez répandue aux Etats-Unis
(environ un quart des exploitations), d’un vaccin commer-
cial induisant une réponse humorale a défaut d’une solide
protection [26]. Enfin, il faut aussi retenir I’hypothese
d’un isolat européen doté d’un pouvoir de diffusion excep-
tionnel.
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Figure 5. Structure comparée des génes S et 3 des différents
génotypes connus de PRCV. Les régions traduites apparaissent
en grisé. La longueur et la position des délétions prédites dans
les protéines S, ns3a et ns3b sont indiquées. Les séquences TIS
non fonctionnelles sont désignées par un triangle blanc. Les
espéces d’ARNm transcrites a partir du géne 3 détectées dans
les cellules infectées par chacun des génotypes sont indiquées a
droite.
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Le virus PRCV : une clé

pour I'élucidation des déterminants
impliqués dans le pouvoir
entéropathogéne du TGEV

11 parait important, tant dans une perspective fondamenta-
le qu’appliquée, de chercher & comprendre le déterminis-
me moléculaire du tropisme du coronavirus hautement
entéropathogéne qu’est le TGEV. A cet égard, il est indé-
niable que I’étude comparée des génotypes TGEV et
PRCV a ouvert des pistes dont ’exploration ne fait que
commencer, mais qui devraient déboucher sur une
meilleure appréhension des mécanismes en cause.
Rappelons brigvement les faits : 1) une série de variants
pneumotropes apathogénes du TGEV sont isolés sur le ter-
rain ; 2) ces variants sont tous des multidélétants, issus
d’événements partiellement ou totalement indépendants ;
3) deux génes, qui codent pour les protéines S et ns3a, se
révelent étre les cibles privilégiées de ces délétions. Quels
pourraient &tre, 2 la lumiére des connaissances dispo-
nibles, les effets biologiques induits par des altérations
touchant ces deux genes ?

ns3a : une protéine superflue

pour le virus respiratoire ?

L’ORF3a code pour un polypeptide de 71 ou 72 acides
aminés, effectivement détectable dans le cytosol des cel-
lules infectées par le TGEV. L'on ignore tout du role de
cette protéine virtuellement non structurale et, actuelle-
ment, aucun élément ne plaide pour ou contre une éven-
tuelle implication de ns3a dans le pouvoir entéropathoge-
ne du TGEV. L altération de 3a est une caractéristique
quasi constante du génotype PRCV (figure 5). Dans trois
des cinq génotypes de PRCV connus, ce geéne est conver-
ti en pseudogéne et un quatriéme génotype coderait pour
un produit tronqué d’une vingtaine de résidus en C-termi-
nal. Le cinquiéme génotype comporte un géne 3a prédit
comme fonctionnel, et pourrait correspondre a un inter-
médiaire de transition de TGEV vers PRCV. La caractéri-
sation de cet isolat, notamment en termes de virulence
résiduelle, est malheureusement trop sommaire pour que
I’on puisse en tirer une conclusion valide quant & I'in-
fluence de ns3a sur le pathotype.

Quoi qu’il en soit, I'inactivation compléte du géne 3a pré-
dite chez plusieurs isolats confirme que son produit n’est
pas indispensable 2 la réplication virale en culture comme
chez I’animal. La présence d’une délétion dans I’'ORF3a
avait déja été constatée chez deux souches TGEV de labo-
ratoire, SP et SG188, qui, bien que codant pour une pro-
téine S de taille apparemment normale, ont un pathotype
approchant celui du PRCV, a savoir un aspect petite plage
en culture et un pouvoir entéropathogéne fortement

amoindri [50, 51]. Dans les deux cas cependant, la délé-
tion au sein du géne 3 affecte également I'ORF3b, de sorte
que I’interrogation quant au role potentiel de ns3a subsis-
te. Il est & noter au passage qu’une protéine 3b tronquée
est prédite dans deux des génotypes de PRCV établis
(figure 5). Un scénario possible est que les délétions sié-
geant au niveau du géne 3 correspondraient & des événe-
ments secondaires, susceptibles de n’intervenir que posté-
rieurement & D’altération du gene S, laquelle, dans cette
hypothese, serait essentiellement responsable du change-
ment de tropisme. Autrement dit, ’expression du géne 3a
(et éventuellement 3b), ne serait indispensable au virus
que lorsque celui-ci se réplique dans I’intestin.

Protéine S : un déterminant clé

associé au domaine N-terminal

Les cing génotypes de PRCV recensés codent pour une
protéine S largement tronquée en région N-terminale
(figure 5). La délétion laisse intacts de 0 & 6 acides aminés
en aval du peptide de translocation et s’étend sur 207 a
227 acides aminés selon les isolats, avec une délétion
consensus allant des positions 7 & 208. Elle touche donc la
région prédite comme étant globulaire du spicule (S1), en
n’y induisant que des changements conformationnels
somme toute discrets, puisque la plupart des épitopes
associés aux régions de la protéine S communes 2 PRCV
et TGEV sont préservés. Cela renforce I'idée que le
domaine unique ad TGEV est assez autonome au plan
conformationnel, ainsi que I’avait suggéré un travail anté-
rieur [41]. Cette région N-terminale de S est celle qui se
montre la plus divergente parmi les membres du sous-
groupe génétique apparenté au TGEV (a titre d’exemple,
70 % de divergence. danssle segment N-terminal contre
30 % pour le reste de la molécule entre TGEV et le coro-
navirus félin FIPV, qui sont deux virus antigéniquement
trés proches [52].

Par ailleurs I’alignement de I’ensemble des séquences de
la protéine S de ce sous-groupe a conduit a une constata-
tion frappante (figure 6) : le virus respiratoire HCV 229E,
I'un des agents du rhume commun chez I’homme, code
aussi pour une protéine S tronquée dans cette méme
région, ce a la différence des virus entérotropes, notam-
ment le virus entéritique porcin PEDV qui, pourtant, est
génétiquement plus proche du virus humain HCV 229E
que du TGEV [53]. C’était 12 le premier indice en faveur
d’un rble du domaine N-terminal dans le tropisme tissu-
laire de ce groupe de coronavirus.

Diverses évidences expérimentales sont venues par la
suite étayer cette these. Ainsi, I’analyse du pouvoir patho-
géne chez le porcelet nouveau-né de mutants du TGEYV,
sélectionnés vis-a-vis d’anticorps monoclonaux dirigés
contre une série d’épitopes associés a la région S1, a per-
mis d’identifier six mutants indépendants trés fortement
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Figure 6. Organisation schématique de la protéine S des corona-
virus appartenant au méme sous-groupe génétique que TGEV. Les
régions S1 et S2 correspondent a la région globulaire et a la tige
du spicule, respectivement. Différents domaines fonctionnels sont
indiqués, dont le domaine en grisé foncé auquel serait associé un
déterminant crucial pour le tropisme intestinal. Les virus TGEV,
FIPV/FECYV (feline infectious peritonitis/feline enteritis coronavirus),
GCV (canine enteritis coronavirus) et PEDV (porcine epidemic diar-
rhea) sont entérotropes, PRCV et HCV 229E sont pneumotropes.
ps : peptide signal ; tm : segment transmembranaire.

PRCV
HCV 229E

atténués relativement aux autres mutants dont le pouvoir
pathogéne était comparable a celui du virus parental [54].
Tous ces mutants, sans exception, codaient pour une pro-
téine S ayant une substitution ou une bréve délétion tou-
chant les positions 145 a 155 (protéine mature), donc au
ceeur de la région manquant & Ia S du PRCV (figure 7). En
culture, leur phénotype était indistinguable de celui du
virus parental. Ces résultats incitaient & conclure qu’un
déterminant crucial pour I’expression du pouvoir entéro-
pathogene est bien associé a la région N-terminale de S.

Plus récemment, un groupe espagnol a rapporté des don-
nées allant dans le méme sens. Une série de virus recom-
binants intergénomiques ont été sélectionnés a partir de
cultures co-infectées avec une souche haut-passage de
TGEV, dotée d’un double tropisme entérique et respiratoi-
re, et une souche variante ayant perdu son tropisme enté-
rique (PTV-ts). Les séquences de leur protéine S différent
a deux positions, 56 et 203. Tous les recombinants issus
d’un crossing over dans le géne S et ayant une séquence 3’
PTV incluant ces deux substitutions avaient perdu leur tro-
pisme intestinal mais non leur tropisme respiratoire [55].

Hypothéses sur le réle potentiel
du domaine N-terminal de S
dans le pouvoir entéropathogéne

Une question de récepteur ?

Des travaux menés en paralléle dans notre équipe avaient
conduit a ’identification d’une ectopeptidase associée a la
bordure en brosse de ’entérocyte, I’aminopeptidase neutre
(APN), comme étant le récepteur majeur du coronavirus
TGEV [56]. 1l est bien établi que I'interaction spécifique
avec un récepteur membranaire de la cellule hote est, chez

les virus animaux, un déterminant fréquent du tropisme
tissulaire. A cet égard, il existe, au niveau de I’intestin,
une concordance remarquable entre le site de réplication
du TGEV et la distribution de I’APN, a savoir la région
apicale des villosités de I’intestin gréle [56]. Il était donc
tentant de supposer que la région N-terminale de TGEV S
était précisément impliquée dans une telle interaction,
expliquant ainsi I’incapacité du PRCV a infecter les enté-
rocytes. En fait, une série d’arguments sont rapidement
venus invalider une telle supposition. Tout d’abord, une
équipe américaine, s’appuyant sur les travaux effectués
sur le TGEYV, a établi que le virus respiratoire HCV 229E
utilisait I’ APN humaine comme récepteur [57]. Des résul-
tats récents montrent d’ailleurs que la reconnaissance de
cette molécule est une propriété commune a I’ensemble
des virus de ce sous-groupe génétique et que cette interac-
tion est un déterminant majeur de leur spécificité d’espe-
ce [58].

L’APN est fortement exprimée au niveau de la bordure en
brosse des entérocytes, mais I’on retrouve cet ectoenzyme
associé au pole apical de nombreuses cellules épithéliales.
Cela conduit a postuler que le PRCYV, tout comme le virus
humain, utilise cette molécule comme voie d’acces aux
cellules cibles du tractus respiratoire. Des expériences in
virro ont confirmé de maniére directe que des cellules
naturellement réfractaires au PRCV devenaient infec-
tables dés lors que 1’on y transfectait un ADNc codant
pour I’APN porcin€. De surcroit, nous avons pu montirer
que la surexpression de cette molécule n’était pas requise
pour conférer la permissivité au virus. Enfin, un travail
visant a identifier la structure virale impliquée dans I’in-
teraction avec ’APN a permis d’établir qu’il s’agissait
d’un domaine trés conservé de la protéine S, bel et bien
présent chez les virus codant pour une protéine tronquée
[59] (figure 6). 1l s’avérerait donc en fin de compte que si
la reconnaissance du récepteur APN détermine a la fois
I’épithéliotropisme et la spécificité d’espece de ce groupe
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Figure 7. Modifications ponctuelles de la protéine S associées a
une perte d'entérovirulence du TGEV. Les substitutions (carac-
tére gras) ou une bréve délétion (encadrée) prédites a partir du
séquengage partiel de mutants atténués sont regroupées dans le
domaine N-terminal. Grisé clair : région de la protéine absente
dans le PRCV. Grisé foncé : fragment protéolytique de TGEV S
reconnu par des anticorps discriminant les deux virus.
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de coronavirus, leur tropisme d’organe met probablement
en jeu d’autres facteurs.

La protéine S tronquée a-t-elle la méme affinité pour
I’APN que la protéine intégrale ? Ce point serait a éclair-
cir, d’autant que de récents travaux ont révélé qu’un virus
a S courte n’interagissait pas avec I’ APN exactement de la
méme facon qu’un virus 2 S longue. Tirant parti de I’étroi-
te spécificité de reconnaissance du TGEV pour ’APN
porcine (APNp), nous avions montré qu’une molécule
d’APN’ chimérique obtenue en substituant un segment
d’APN humaine (APNh) par la région homologue de
PAPNp (aa 717-813) avait une activité récepteur pour
TGEV [61]. Or, en suivant une approche identique, un
groupe allemand a montré qu’une chimére de pAPN com-
portant le segment aa 132-195 d’APNh était reconnue
comme récepteur a la fois par HCV et TGEV [61]. Il exis-
terait donc une différence tangible dans I’interaction de
ces deux virus avec leur récepteur respectif, et il n’est pas
impossible que cela soit en partie imputable au domaine
N-terminal de S. Quoi qu’il en soit, on peut concevoir
qu’une modification de la stabilité¢ de I'interaction entre
APNp et PRCV, du fait de la perte de ce domaine dans la
protéine S, ait des répercussions sur son niveau de répli-
cation dans le tractus digestif.

Il a également été proposé que le domaine N-terminal
reconnaitrait un corécepteur spécifiquement associ€ aux
entérocytes, ce qui implique que ce dernier soit nécessaire
A I’infection par le TGEV. Une telle hypothése aurait le
mérite d’expliquer simplement pourquoi le TGEV se
réplique avec une efficacité limitée dans I’épithélium res-
piratoire, ott I’APN doit étre présente. En revanche, elle
parait difficilement conciliable avec le fait que nous
n’avons pas jusqu'a présent trouvé de lignée cellulaire
naturellement réfractaire au TGEV qui ne devienne infec-
table dés lors qu’on lui fait exprimer de I’ APNp recombi-
nante [56, 62].

Contribution au maintien de Pintégrité
fonctionnelle de S dans la sphére digestive ?
Avant d’atteindre les cellules cibles, le TGEV doit franchir
la barriére stomacale et donc survivre a un environnement
extrémement acide. Un travail ancien avait révélé que I'in-
fectiosité du virus ne commengait & étre altérée qu’a un pH
inférieur a 3 [63], et il est donc plausible qu’une propor-
tion suffisante de virions arrive sans dommage a lintestin
gréle, notamment chez le nouveau-né dont le pH gastrique
est plus élevé que celui de I’animal adulte. Cependant, des
études récentes sur le mode d’internalisation du TGEV
nous ont conduits & proposer que la libération de la ribo-
nucléoprotéine devait intervenir aprés fusion de I'enve-
loppe virale avec la membrane des endosomes tardifs
(acides) de la cellule [64]. Le démasquage du peptide
fusogene de la protéine S serait donc, selon un mécanisme

commun 2 plusieurs autres virus, tributaire d’un change-
ment conformationnel induit par une protonation. Une
conséquence prévisible est I’exposition prématurée du
peptide fusogene lors du passage trans-stomacal, laquelle
pourrait étre sans effet sur le pouvoir infectant du virus a
condition que S puisse reprendre sa forme native avant de
s attacher aux entérocytes. La recherche d’éventuelles dif-
férences entre les protéines S du PRCV et du TGEV en
termes d’activité fusogéne, notamment a I’issue d’un trai-
tement 4 bas pH, mériterait donc attention.

De maniére plus générale, on peut imaginer que la perte
du domaine N-terminal se traduise par une résistance
amoindrie du virus dans le milieu physico-chimique com-
plexe du tractus alimentaire. Une piste, dont I’exploration
commence 2 peine, débouche sur la notion que la protéine
S du TGEV pourrait fixer des composants d’origine cellu-
laire. Comme 1’on récemment montré des collégues alle-
mands, la protéine S du TGEV posséde une activité
hémagglutinante vis-3-vis de I’acide N-glycolylneurami-
nique dont est dénuée celle du PRCV [65]. Ce premier
résultat a incité & examiner 'activité hémagglutinante
d’un pannel de TGEV mutés dans la protéine S. La plupart
de ces mutants ont présenté une activité comparable a
celle du virus parental, a I’exception de ceux ayant une
substitution dans le domaine N-terminal [66]. Cette pro-
priété, sans incidence sur la multiplication en culture,
semble en revanche étroitement corrélée a I’entérovirulen-
ce puisque tous les'mutants non hémagglutinants corres-
pondent aux mutants fortement atténués décrits plus haut.
Un scénario suggéré par ces données est que Iattachement
sur ce domaine de sialoglycoconjugués dérivés de la cel-
lule héte serait un moyen grace auquel ce virus enveloppé
résisterait, via une stabilité-accrue, & I’environnement par-
ticulidrement hostile du tractus digestif.

En conclusion, si I'implication du domaine N-terminal de
la protéine spiculaire dans I’entérovirulence du TGEV
parait presque certaine, I’énumération des hypotheses
concernant son role fonctionnel fait ressortir a quel point
sa compréhension nous échappe, et par conséquent celle
des effets découlant de sa perte. Ajoutons a cela qu’aucun
des scénarios évoqués plus haut ne prend véritablement en
compte I’apparente exacerbation du tropisme respiratoire
constatée dans le cas du PRCV. Enfin, il ne faut pas perdre
de vue que la troncation du géne S n’est pas la seule dif-
férence connue entre les génomes du TGEV et du PRCV
(’absence de modification dans le locus pol restant
d’ailleurs 2 établir formellement).

Ces interrogations nous font mesurer le parti que 1’on
pourrait tirer d’une approche de génétique inverse si les
outils appropriés étaient disponibles dans le cas des coro-
navirus comme ils le sont maintenant pour plusieurs
familles de virus 2 ARN. En se remémorant la taille de
leur génome, le lecteur averti ne s’étonnera pas que le
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développement d’un tel outil se fasse quelque peu
attendre. Un jour viendra sans doute o il sera possible de
générer a volonté des génotypes intermédiaires entre
TGEV et PRCV en vue d’étudier leur virulence et leur tro-
pisme chez le porcelet.

Conclusions

Le fait que le virus respiratoire porcin PRCV dérive du
virus TGEV, I’agent causal de la gastro-entérite transmis-
sible, ne laisse plus guere prise au doute. Rien n’indique
qu’un contexte particulier, pas plus aux Etats-Unis qu’en
Europe, ait favorisé son émergence. En fait, si I’on consi-
deére la situation telle qu’elle est décrite aux Etats-Unis, ol
plusieurs isolats distincts circulent sans manifester le
caractére d’extréme diffusibilité de I’isolat européen, il
n’est pas impossible que on ait affaire 4 une infection
demeurée insoupgonnée du fait méme de sa discrétion cli-
nique. L’infection &4 PRCV ne souléve la-bas guére d’autre
probleme que celui du diagnostic différentiel vis-a-vis de
Iinfection a TGEV, qui reste, elle, une préoccupation
majeure [26]. Cela étant, la prévalence du PRCV y reste
mal connue, et il est possible que certains génotypes ne
soient pas dénués de pouvoir pathogeéne.

En Europe, la situation est radicalement différente car,
parallelement a I’invasion du PRCYV, la gastro-entérite
transmissible a vu son incidence décroitre progressive-
ment, jusqu’a ne plus se manifester qu’en de rares occa-
sions [9]. Faut-il y voir une relation de cause a effet ? En
d’autres termes, la nature aurait-elle trouvé 1a le vaccin
efficace qu’ont en vain cherché maints laboratoires ? Cette
question renvoie évidemment a celle de la protection croi-
sée offerte par le virus respiratoire face & son homologue
entérique. Or Dexistence d’une compartimentalisation
fonctionnelle, assortie d’une réciprocité limitée entre les
différents composants du systéme immunitaire muqueux,
est aujourd’hui bien admise {26]. De fait, tous les essais
réalisés en condition expérimentale ont conclu au caracte-
re partiel, dans certains cas nul, de la protection, passive
ou active, conférée par une immunisation a base de PRCV
face a une épreuve virulente par le TGEV [68-70]. Il n’est
toutefois pas exclu que le statut immun induit dans I’en-
semble de la population, éventuellement associé a 1’amé-
lioration du niveau d’hygiéne au sein des élevages, ait
joué un réle favorable sur le terrain [9, 71]. Si tel est bien
le cas, on peut alors considérer I'incidence de ce virus
émergent comme ayant été globalement bénéfique pour la
filiere porcine... Quoi qu’il en soit, une inconnue demeu-
re, a savoir la maniere dont la situation évoluera dans
I’avenir.

Le PRCYV est, semble-t-il, le premier exemple de variant
délété a avoir eu un tel impact épizootiologique. Jusqu’a

plus ample informé (c’est-a-dire séquengage intégral du
génome), c’est d’une perte partielle d’information géné-
tique que ce virus tient ses nouvelles propriétés, notam-
ment son pneumotropisme exclusif. Cela étant, il est pos-
sible que d’autres événements, plus discrets, aient précédé
ces délétions, créant une souche ayant un tropisme a la
fois intestinal et respiratoire marqué. En tout cas, les rema-
niements occasionnés par une délétion représentent, outre
la recombinaison, un moteur potentiel de 1’évolution des
coronavirus. Par ailleurs, I’émergence du PRCV confirme
que, d’une maniére générale, les virus a génomes délétés
ne doivent pas échapper a la vigilance que requiert tout
virus recombinant évalué a des fins prophylactiques par
exemple. En effet, on ne peut a priori exclure que 1’atté-
nuation recherchée ne s’accompagne de 1’acquisition de
propriétés tout a fait indésirables, telles qu’un tropisme
atypique ou une contagiosité rehaussée, comme ’illustre
I’exemple du PRCV européen.

Enfin, ce nouvel agent a apporté une contribution aussi
précieuse qu’inopinée aux recherches qui visent & éluci-
der, au niveau moléculaire, la pathogénie de I’infection
par le TGEV. Son étude a indéniablement ouvert des pistes
susceptibles de déboucher sur I’identification d’un ou plu-
sieurs déterminants de D’entérovirulence. Et peut-Etre
méme au-dela, car le tandem TGEV-PRCV pourrait bien
nous éclairer sur la curieuse alternative entre sphére respi-
ratoire et digestive a laquelle semble se plier le tropisme
de ce groupe de coronavirus. La démarche ne semble pas
vaine, ne flt-ce qu’au titre de la pathologie comparée,
dans la mesure ot des virus trés proches sévissent chez
I’homme : se pourrait-il ainsi qu’un virus a tropisme intes-
tinal, dont l'intervention a été soupconnée a diverses
reprises [72-74], soit & I’origine de souches pneumotropes
du type HCV 229E ? '
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