VIROLOGIE Myocardites virales

Physiopathologie et diagnostic
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RESUME

En Europe et en Amérique du Nord, les causes virales de myocardite sont majoritaires devant les autres étiologies
infectieuses (bactériennes, parasitaires) ou non infectieuses (auto-immunes, toxiques, endocriniennes, métaboliques).
Des virus communs en pathologie humaine (Enterovirus, Parvovirus B19, HHV6, Myxoviridae et Paramyxoviridae) sont
des causes majeures de myocardites aigués ou chroniques chez ’enfant et ’adulte jeune immunocompétent. Les signes
cliniques, biologiques et radiologiques (échocardiographie et IRM cardiaques) permettent un diagnostic présomptif,
mais le diagnostic de certitude repose sur I’analyse histologique (classification de Dallas) effectuée a partir d'une biopsie
myocardique, de prélevements cardiaques autoptiques, ou d’'un explant cardiaque. Cependant, I’approche histologique
classique présente des limites en termes de sensibilité et de spécificité, et mérite d’étre complétée aujourd hui par I'uti-
lisation de techniques de biologie moléculaire autorisant une détection rapide, mais aussi une approche quantitative et
génotypique des virus dans les tissus cardiaques. Grace a ces techniques, il est possible de détecter des marqueurs d’in-
fection virale dans plus de deux tiers des cas de dysfonction inexpliquée du ventricule gauche (myocardite ou
cardiomyopathie dilatée) — une donnée d’importance pratique majeure, car la preuve d’'une origine virale contre-
indique I'emploi de traitements immunosuppresseurs. Ces nouvelles approches moléculaires pourraient également
permettre, dans un futur proche, des traitements plus spécifiques en fonction du virus ou du mécanisme physiopatho-
logique en cause.

MOTS-CLES : virus cardiotrope, myocardite, myocardite chronique, cardiomyoapathie dilatée, diagnostic, physiopatho-
logie, futures stratégies thérapeutiques.

I. - INTRODUCTION

La myocardite est une pathologie caractérisée par une
inflammation du myocarde, dont I’origine peut étre infec-
tieuse, auto-immune, toxique, métabolique ou endocri-
nienne (1). Les manifestations cliniques révélatrices sont
variables, allant de formes asymptomatiques au choc car-
diogénique (5 a 10 cas par million d’habitants et par an),
en passant par des symptomes classiques (fievre, douleurs
thoraciques pseudo-angineuses, palpitations, dyspnée d’ef-
fort) etla survenue d’arythmies ventriculaires. L'évolution
est fatale dans 8 2 12 % des cas (2), et aboutit dans environ
10 % des cas a un stade de cardiomyopathie dilatée (inci-
dence : 5-8,/100 000), dont I'issue est une insuffisance car-
diaque terminale en I'’absence de greffe (3, 4) (Figure 1).

La présence de virus cardiotropes, seuls ou en associa-
tion, au sein de biopsies endomyocardiques prélevées in
vivo chez des patients souffrant de myocardite, a permis
de confirmer que ces virus étaient une cause majeure de
myocardites aigués ou chroniques chez I’enfant ou I'adulte
jeune (< 35 ans). En Europe et en Amérique du Nord, les
causes virales des cas de myocardites infectieuses sont plus
fréquentes que les causes bactériennes et parasitaires (1, 2).
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Fig. 1 - Infections cardiaques virales humaines. A. Myocardite aigué (coloration HPS). B. Myocardite chronique (coloration HPS).

C. Radiographie de thorax chez un homme de 23 ans atteint de CMD
CMD : cardiomyopathie dilatée.

Actuellement, la myocardite reste une pathologie dont
le diagnostic est posé indirectement dans une majorité de
cas grace aux données cliniques, biologiques (CPK-mb,
Pro-BNP), électrocardiographiques, échocardiographiques
ou remnographiques (IRM cardiaque) (1, 2). Le diagnos-
tic histologique (selon les criteéres de Dallas) n’est obtenu
que dans les cas graves de myocardite aigué ou fulminante,
justifiant la réalisation d’un biopsie endomyocardique
(BEM) ou la mise en place d’une assistance ventriculaire
externe (1).

Afin d’améliorer la sensibilité et la spécificité du
diagnostic histologique (2, 5, 6), des techniques immuno-
histochimiques et virologiques permettent aujourd’hui de
réaliser une quantification et une caractérisation des
cellules inflammatoires mobilisées, ainsi qu'une détection
de marqueurs d’infection virale : protéines virales structu-
rales ou non structurales, ADN ou ARN génomique viral
(2). Ces nouvelles stratégies diagnostiques permettent
d’identifier des myocardites virales de 'enfant et de
l'adulte jeune, méconnues par le simple diagnostic histo-
logique. Le développement des techniques virologiques
autorise une détection rapide, mais également la quantifi-
cation et I'identification génotypique des virus au sein des
tissus cardiaques.

(dilation bi-ventriculaire).

II. - LES MECANISMES VIROLOGIQUES
DE L’INFECTION CARDIAQUE

Les virus cardiotropes infectent les individus par des
voies propres a chaque genre viral : fécale-orale (Entero-
virus), cutanéo-muqueuse (Herpesvirus) ou respiratoire
(Parvovirus B19, virus influenza A & B, virus para-influenza
I, II, III). Les Enterovirus, le Parvovirus B19, les virus
influenza A & B, et les virus para-influenza I, II & III réali-
sent leur premiere phase de réplication au niveau de I’épi-
thélium respiratoire des voies aériennes supérieures ou au
niveau des amygdales (8). Apres la phase initiale de répli-
cation, ils diffusent par voie lymphatique, avant une phase
virémique leur permettant d’atteindre les tissus cardiaques.
La, les virus peuvent se répliquer ensuite de maniére active
et bréve dans les cardiomyocytes (myocardite aigué). Cer-
taines familles de virus sont toutefois capables d’entrainer
des infections persistantes, avec détection prolongée de
matériel génomique et de protéines virales (Enterovirus),
ou des infections latentes, avec simple détection de matériel
génomique viral (Herpesvirus, Parvovirus B19) (4, 7, 8).
Les mécanismes permettant le passage a une infection
persistante ou latente dans les tissus cardiaques ne sont pas
totalement connus a ce jour. Concernant, les infections a
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Enterovirus, la persistance cardiaque pourrait étre reliée
a la sélection de populations virales tronquées dans la
partie 5’ non codante (5’NC) de leur génome (8).

III. - LES CAUSES VIRALES
DE MYOCARDITES EN EUROPE

Les Enterovirus humains (Human Enterovirus, HEV ;
Picornaviridae) — et plus spécifiquement les virus Coxsackie
B1-B6 -, le Parvovirus B19, le virus HHV-6 (Human Herpes-
virus 6) de type B et les Adenovirus, sont les agents viraux
les plus fréquemment impliqués dans les cas documentés de
myocardite virale aigué de I'enfant et de I’adulte jeune
immunocompétent (< 35 ans) (3,4, 7,9, 10). HSV-1 (Herpes
simplex virus 1), les Adenovirus, les Myxovirus et Paramyxo-
virus — incluant le virus respiratoire syncytial (VRS), les virus
influenza et parainfluenza - peuvent également induire des
myocardites chez les sujets immunocompétents (2, 9), tandis
que d’autres virus comme 'EBV (Epstein-Barr virus) ou le
CMV (cytomégalovirus) sont plus fréquemment associés a
des cas de myocardites post-transplantation cardiaque.

Le tableau I résume les données de la littérature en
termes de prévalence de détection cardiaque dans les
myocardites aigués, les myocardites chroniques et les cardio-
myopathies dilatées (CMD) (8), en mettant en ceuvre des
techniques de biologie moléculaire classiques (RT-qPCR,
qPCR) ou de nouvelles techniques de PCR en temps réel
utilisant des sondes moléculaires spécifiques de genre et/ou
d’espece (7).

Myocardites virales l

IV. - PHYSIOPATHOLOGIE
DE LA MYOCARDITE VIRALE

A) Données cliniques et physiopathologiques humaines

Comme nous 'avons vu précédemment, des virus com-
muns 2 ADN ou ARN peuvent étre responsables d’infections
aigués ou chroniques du myocarde (8, 11). La détection
de composants de ces virus (ADN ou ARN, protéines
virales) par des techniques de biologie moléculaire ou
d’immunohistochimie ont montré que la présence de
matériel génétique et/ou de protéines était associée a un
infiltrat inflammatoire endomyocardique, a des troubles
de la conduction et a une diminution de la contractilité
cardiaque (1, 2, 7). La persistance de marqueurs viraux
d’infection au cours de myocardites chroniques a été
documentée chez ’homme et a pu étre associée a des
dysfonctions systoliques du ventricule gauche, en relation
avec une réduction des fonctions contractiles des myocytes
humains (8, 12). Des études longitudinales ont également
montré que le type de virus et le type de lésion histolo-
gique étaient reliés a I’évolution clinique de la myocardite.
Par ailleurs, chez les patients souffrant de dysfonction du
ventricule gauche, la clairance virale cardiaque a été associée
a une amélioration de la fraction d’éjection ventriculaire
gauche (10). Enfin, I'inoculation expérimentale d’agents
viraux humains responsables de myocardite aigué ou chro-
nique permet de reproduire, dans des modeles de souris
immunocompétentes, les lésions endomyocardiques
observées chez ’homme en cas de myocardite ou de CMD
(13-15).

Tableau I - Prévalence des virus détectés par biologie moléculaire dans des échantillons de tissu cardiaque provenant de cas de myocardite

aigué ou de CMD.

Références

HEV 14-33 % 8-35 % 10, 21, 22, 32
Parvovirus B19 <1-37% 51 % 10, 22
HHV6 11 % 6-22 % 6, 10, 22
Adenovirus 8,1-23 % 2-12% 9, 10, 22
Infections multiples* 12 % 27 % 10, 22
CMV## 3% 0,8 % 10, 22
EBV#* <1% 2 % 10, 22
HSV** <1% ND 10, 22
Virus Influenza** <1-2% ND 10, 22
VHC** ND ND -

VIH** ND ND -

* HHV6 + Parvovirus B19 dans 60 % des cas.

** Cause virale rare chez I'immunocompétent ; les prévalences indiquées sont celles retrouvées chez des patients transplantés d’organes solides.

CMD : cardiomyopathie dilatée. HEV : Human Enterovirus. HHV6 : Human Herpesvirus 6. CMV : cytomégalovirus. EBV : Epstein-Barr virus. HSV : Herpes simplex

virus. VHC : virus de I’hépatite C. VIH : virus de I'immunodéficience humaine. ND : non déterminé.
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Fig. 2 - Mécanismes immunopathologiques de la myocardite virale. Photo : Histopathologie d’une CMD avec larges zones de fibrose

(trichrome de Masson) (8).
NO : nitric oxide.

L’ensemble de ces données cliniques et expérimentales
montre bien que les virus peuvent étre des agents étiolo-
giques de myocardite ou de CMD. Cependant, bien que
90 % des individus soient infectés par un ou des agents
viraux communs a tropisme cardiaque au cours de leur
vie, seule une minorité d’entre eux développera une
atteinte cardiaque histologique associée a des signes
cliniques (2). Il est donc fortement suspecté qu’un terrain
génétique en relation avec une altération de la réponse
immune ou une susceptibilité accrue a I'infection virale
(polymorphisme des récepteurs ou co-récepteurs viraux)
puisse étre nécessaire au développement d’un tableau de
myocardite et/ou d’une CMD. De plus, il a ét€ montré que
des mutations de la dystrophine pourraient favoriser le
clivage de cette protéine indispensable a la contractilité
cardiaque par des protéases virales, comme la protéase 2A
ou 3A des virus Coxsackie B3 (8, 12, 16). Les études géné-
tiques humaines chez des patients développant une myo-
cardite virale sont rares et seulement deux études ont
montré que des facteurs génétiques, tels que le locus
codant pour le HLA-DQ) et le CD45, pourraient étre liés a
une susceptibilité accrue aux myocardites virales (17).
Ainsi, certains sujets pourraient réaliser une clairance
virale cardiaque efficace au cours de I'infection, alors que

d’autres, a I'opposé, pourraient évoluer vers une myocar-
dite fulminante ou vers une myocardite chronique et un
stade de CMD.

B) Données physiopathologiques expérimentales

La compréhension des différentes phases immunopa-
thologiques de la myocardite virale a été obtenue dans des
modeles murins de myocardite induite par les Enterovirus
humains, et plus particulierement le virus Coxsackie B (13,
17-19). L'infection cardiaque se développe en trois phases
immunopathologiques distinctes : la phase aigué, la phase
subaigué et la phase chronique (Figure 2) (3, 13, 17, 20).

1) La phase de myocardite aigué

Au cours de la phase active de virémie, les virus cardio-
tropes 2 ARN ou ADN vont interagir avec des récepteurs
des cellules endothéliales vasculaires, avant d’étre trans-
portés dans les cardiomyocytes pour y effectuer une phase
de réplication initiale, et de produire des protéines struc-
turales et non structurales (14, 21). Les niveaux d’expres-
sion de ces récepteurs pour le virus Coxsackie B3, le
parvovirus B19, et le virus HHV6 (respectivement, les
structures CAR/DAF, Antigene P/Intégrine abp1, et CD46)
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sur les cellules endothéliales endovasculaires des coro-
naires modulent la diffusion de ces agents viraux a travers
les vaisseaux endomyocardiaques et 'atteinte cardiaque
(17, 22). Les mécanismes d’entrée du virus dans la cellule
cible restent donc primordiaux et constituent des cibles
antivirales potentielles.

La premiere ligne de défense du systéme immunitaire
est constituée par les cellules de la réponse antivirale innée
(cellules Natural Killer et Kille, monocytes et macrophages).
Les TolHike récepteurs 4, 7, et 8 dans le cas des infections
avirus Coxsackie B, vont reconnaitre des protéines virales
ou des fragments génomiques, et induire la synthese et la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires via la voie NF-
kB (23-25).

Les cytokines attirent ensuite les cellules du systéme
immunitaire au site de I'infection dans les tissus car-
diaques, et ces cellules sont directement responsables de
la destruction des cardiomyocytes et d’'une diminution de
la contractilité cardiaque (3, 26). L'immunité adaptative a
médiation cellulaire va jouer dans cette phase aigué un
role primordial de clairance virale cardiaque, et les
lymphocytes cytotoxiques (CD8+) vont reconnaitre les
peptides viraux présentés par le CMH de classe I (27).

2) La phase de myocardite subaigué

Apres la phase d’invasion virale et I'activation du
systéme immunitaire inné, le systéme immunitaire bascule
vers une réponse spécifique de type cellulaire (réponse de
type Thl). Les cellules dendritiques vont présenter les an-
tigénes viraux aux lymphocytes CD8+, dont la qualité de
la réponse va moduler profondément le processus évolutif.
On peut observer : (i) une clairance virale, (ii) la destruc-
tion ciblée de cardiomyocytes (23, 24), mais également
(iii) des phénomenes d’auto-immunité et (iv) d’échappe-
ment viral. En effet, des antigénes dérivés de protéines
myocardiques partageant des homologies de structures
antigéniques avec des protéines virales, peuvent induire,
au cours de cette phase, la production d’auto-anticorps et
de cellules T auto-réactives dirigées contre les protéines
cardiaques (3, 28). Les virus peuvent également échapper
au systéme immunitaire en modulant les fonctions de
certaines cellules, en particulier celles des cellules dendri-
tiques (29). Cette modulation du systéme immunitaire par
les virus, qui autorise ensuite la persistance virale, et le
déclenchement d’une réaction auto-immune, sont des
processus essentiels dans le développement d’une myocar-
dite chronique, qui survient dans 10 % des cas (30).

3) La phase de myocardite chronique et le développement
du stade de CMD

Apres la réplication virale active au stade de myocardite
aigué et la réponse immunitaire cellulaire adaptative au
stade de myocardite subaigué, I'inflammation endomyo-
cardique disparait et les myocytes détruits sont remplacés
par une fibrose diffuse (31). A ce stade, dans le modéle
murin de myocardite a Enterovirus, on observe une répli-
cation virale a bas niveau et une charge virale faible asso-

Myocardites virales l

ciées a I'expression de la protéase 2A, qui est responsable
du clivage de la dystrophine (12, 32). Cette infection
persistante est responsable de la perturbation des flux
calciques, de la perte de la contractilité cardiaque et de
'altération des voies de signalisation cellulaires, notam-
ment apoptotiques (2, 7, 10, 23). Dans 10 % des cas, une
dilation du ventricule gauche, puis bi-ventriculaire, va s’ins-
taller (stade CMD), tandis que vont apparaitre insidieuse-
ment des signes cliniques d’insuffisance cardiaque (1).

V. - LE DIAGNOSTIC VIROLOGIQUE
DE LA MYOCARDITE VIRALE

A cause du nombre important de virus et de génotypes
viraux différents (Enterovirus, Herpesvirus) pouvant étre
responsables de myocardite aigué ou chronique chez l'en-
fant et I'adulte jeune, I'intérét du diagnostic sérologique
(diagnostic virologique indirect) reste limité ; il peut
cependant présenter un intérét chez ’enfant de moins de
5 ans (33). Chez le sujet adulte, et comparativement aux
tests de diagnostic direct moléculaire, la valeur prédictive
positive de la sérologie virale n’est que de 25 % , avec une
valeur prédictive négative de 49 % (33).

Par conséquent, le diagnostic biologique d’une myocar-
dite virale est basé sur la détection de I'un des composants
structuraux du virus : détection de protéines virales par
immunohistochimie ou détection des ARN ou ADN viraux
par biologie moléculaire. Cette détection peut s’effectuer
a la phase de myocardite aigué ou subaigué dans le sang
périphérique (virémie), aux sites d'entrée et d’excrétion
virale (gorge, urines et selles), mais également, a toutes les
phases de la myocardite, dans les tissus cardiaques qui sont
le site de réplication active ou de latence/persistance des
virus. Par conséquence, la BEM effectuée par un corona-
rographiste ou par le chirurgien lors de la pose d'une
assistance ventriculaire externe, reste le meilleur préleve-
ment pour établir un diagnostic de certitude, qui sera basé
sur les données histologiques, immunohistologiques et
virologiques (6, 21, 34).

Au final, dans les cas de suspicion clinique de myocar-
dite virale, les prélevements de gorge, selles et de sang
prélevés au moment du pic fébrile pourront permettre
d’avoir des arguments virologique présomptifs ; cependant,
seule la biopsie cardiaque permettra d’obtenir un diagnos-
tic histologique de myocardite virale (classification de
Dallas), qui sera complété par des analyses virologiques. De
nouvelles techniques de biologie moléculaire (PCR et RT-
PCR) permettent de réaliser des diagnostics fiables de myo-
cardites virales a partir de tissu cardiaque (BEM, explants
cardiaques) (34).

A) Les techniques classiques de diagnostic direct
par biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire réalisées sur les
prélevements de sang et les biopsies cardiaques compren-
nent une phase d’extraction qui doit étre standardisée ou
automatisée, et au cours de laquelle les biopsies cardiaques
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Fig. 3 - Analyse par RT-qPCR et PCR-hybridation sur biopuce du tissu cardiaque d’un patient atteint de CMD.

A. Détection quantitative des HEV par RI-qPCR a partir des extraits d’acides nucléiques du tissu cardiaque du patient (controle positif :
souche de référence Coxsackievirus B3 Nancy ; controle négatif : extrait d’acides nucléiques d’un tissu cardiaque sain). Amplification HEV
chez le patient (CT = 37). B. Détection et typage d'un panel de virus par un systéme d’amplification par PCR suivi d’une hybridation sur
biopuce : HEV-A a D (incluant Poliovirus, Echovirus et Coxsackievirus) et HHV-1 a -8. Résultat positif a HEV chez le patient.

HEV : Human Enterovirus. HHV : Human Herpesvirus. CT : cycle threshold.

de petite taille destinées a la virologie peuvent étre regrou-
pées. La notion de conservation des tissus cardiaques est
importante et les tissus congelés et conservés a -80 °C
permettront d’obtenir des résultats plus fiables, par
rapport a ceux générés a partir de tissus fixés et inclus en
paraffine (18).

Les techniques de biologie moléculaire basées sur les
PCR et RT-PCR quantitatives permettent aujourd hui de
détecter le génome des entérovirus, des adénovirus et du
Parvovirus B19 dans 40 a 70 % des tissus cardiaques de su-
jets présentant une myocardite virale histologiquement
prouvée (12, 35). Les techniques moléculaires publiées
sont hautement sensibles (seuil de détection de 10 a 100
copies/ug d’acides nucléiques extraits). Ces techniques
doivent étre standardisées en utilisant les controles
externes de qualité européens (Quality Control for Molecular
Diagnostics, QCMD). Elles sont aujourd’hui développées,
validées et utilisées uniquement dans quelques labora-
toires spécialisés en France et en Europe (6, 36).

Les techniques actuelles permettent une quantification
virale génomique qui est corrélée au niveau de réplication
virale, permettant ainsi de différencier infection active et
infection latente ou persistante. Cependant, les seuils de
positivité de ces charges virales cardiaques restent a définir
(1). A ce jour, une seule étude a pu préciser un seuil de
positivité de 500 copies de génome du parvovirus B19 par
microgramme d’acides nucléiques extraits, seuil considéré
comme relié a une inflammation cardiaque histologique

(37).

Une détection de génome viral par RI-PCR ou PCR
peut permettre de confirmer une étiologie virale en fonc-
tion du contexte clinique, alors que les résultats négatifs
par ces mémes techniques n’excluent pas I’absence de
cause virale (38, 39). Dans les cas ou les techniques molé-
culaires sont négatives, les recherches étiologiques
peuvent étre €élargies grace a I'utilisation de nouvelles tech-
nologies moléculaires.

B) Les nouvelles techniques de biologie moléculaire

Actuellement, I'utilisation d’amplifications de type mul-
tiplex suivies d’'une hybridation sur biopuce de type
« micro- ou macro-array », peut permettre en une seule
analyse une détection simultanée de 9 a 12 agents viraux
cardiotropes (ex. : Enterovirus, HHV6, HHV7, HHVS,
HSV1, HSV2, CMV, VZV) (Figure 3). Récemment, une
nouvelle approche a été développée, associant une ampli-
fication par PCR d’un grand nombre d’espéces virales a
une analyse des fragments amplifiés par spectrométrie de
masse (PCR-MS) (Figure 4) (40, 41). Ce dispositif de
« PCR multiplex » suivie d’une ionisation des fragments
et de leur analyse par spectrométrie permet d’obtenir des
résultats comparables a ceux générés par la technique de
qPCR en termes de sensibilité et de spécificité, et s’est
avéré plus performant dans le cadre de I'identification de
co-infections virales dans les tissus cardiaques (41).

L'utilisation de ces nouvelles technologies de biologie
moléculaire (PCR et hybridation sur bio-puce ou PCR-
MS), intégrant un controle interne de PCR, peut permet-
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Patient A. Détection d’un Parvovirus B19. Patient B. Détection d’un virus Coxsackie B3. Données personnelles non publiées.

tre actuellement une standardisation de la détection
moléculaire d’un large panel de virus cardiotropes dans
les tissus cardiaques de sujets souffrant de myocardites
aigués ou chroniques. Lorsque la détection du virus est
positive dans le tissu cardiaque, des techniques quantita-
tives complémentaires sont nécessaires pour évaluer la
charge virale qui sera exprimée par copies de génome,/ug
d’acides nucléiques extraits (7, 37).

VI. - CONCLUSION

En Europe, les virus sont actuellement la premiére cause
infectieuse de myocardite aigué ou chronique chez’enfant
et I'adulte jeune. Lorsque des biopsies endomyocardiques
sont réalisées, en plus des analyses histologiques qui restent
indispensables au diagnostic (critéres de Dallas), la détec-
tion de marqueurs moléculaires d’infection virale doit étre
réalisée sur des tissus cardiaques conservés par congélation,
et ceci par des techniques de biologie moléculaire classiques
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