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1 - ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS ET PHARMACIENS

PROFESSEURS DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR :

Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
Pr. SETTAF Abdellatif

Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. LACHKAR Hassan

Décembre 1988
Pr. DAFIRI Rachida

Décembre 1989
Pr. ADNAOUI Mohamed
Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. KHARBACH Aicha
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZAD Rachid

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. EL OUAHABI Abdessamad

Pr. FELLAT Rokaya

Pr. JIDDANE Mohamed

Pr. TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994
Pr. BENJAAFAR Noureddine

Médecine Interne - Clinigue Royale
Anesthésie —Réanimation
Pathologie Chirurgicale

Meédecine Interne

Radiologie

Médecine Interne -Doyen de la FMPR
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation

Anesthésie Réanimation- Doyen de FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique Méd. Chef Maternité des Orangers
Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie- Dir. du Centre National PV Rabat
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale Doyen de FMPT
Anesthésie Réanimation
Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie e T

Cardiologie P D

Anatomie (& / e\
Chirurgie Générale \'v; % *
Microbiologie

Radiothérapie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BEN RAIS Nozha
CAOUI Malika
CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
IFRINE Lahssan
MAHFOUD Mustapha
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
BENTAHILA Abdelali
BERRADA Mohamed Saleh
CHERKAOQUI Lalla Ouafae
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr

. ABOUQUAL Redouane
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMRAOUI Mohamed

BAIDADA Abdelaziz

BARGACH Samir

EL MESNAQUI Abbes

ESSAKALI HOUSSYNI Leila

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz

ZEGGWAGH Amine Ali Réanimation

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha

ERREIMI Naima

FELLAT Nadia
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
TOUFIQ Jallal

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la FMPA
Gynécologie Obstétrique
Traumato-Orthopédie

Radiologie

Chirurgie Générale - Directeur du CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique

Chirurgie Générale

Traumatologie - Orthopédie
Gynécologie -Obstétrique

Dermatologie

Urologie Inspecteur du SSM
Pédiatrie

Traumatologie - Orthopédie
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Ophtalmologie
Génétique

Médicale

Chirurgie Pédiatrie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Néphrologie

Cardiologie Directeur HMI Mohammed V

Gynécologie-Obstétrique

Urologie ,‘/"AM
Neurologie ,'w £ de
Pédiatrie g
Cardiologie \;ﬁ &A,
Chirurgie Pédiatrique

Urologie sme
Chirurgie Générale

Pédiatrie

Psychiatrie Directeur Hop.Arrazi Salé

—




Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan
Pr. BENKIRANE Majid*

Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUAMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

Pr. CHARIF CHEFCHAQUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB EI Mahjoub

Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim*

Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr. AIDI Saadia

Pr, AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. GHARBI Mohamed El Hassan

Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae

Décembre 2001

Pr. BALKHI Hicham*

Pr. BENABDELJLIL Maria

Pr. BENAMAR Loubna

Pr. BENAMOR Jouda

Pr. BENELBARHDADI Imane
Pr. BENNANI Rajae

Pr. BENOUACHANE Thami

Pr. BEZZA Ahmed*

Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
Pr. BOUMDIN EI Hassane*

Pr. CHAT Latifa

Pr. DAALI Mustapha*

Pr. EL HIJRI Ahmed

Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
Pr. EL MADHI Tarik

Pr. EL OUNANI Mohamed

Pr. ETTAIR Said

Pr. GAZZAZ Miloudi*

Pr. HRORA Abdelmalek

Gynécologie Obstétrique

Neurologie Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale

Hématologie

Pneumo-phtisiologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Pneumo-phtisiologie Directeur Hgp. My Youssef
Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pneumophtisiologie

Neurochirurgie

Anesthésie-Réanimation

Meédecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie Réanimation

Pédiatrie - Directeur Hop.Cheikh Zaid
Urologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pédiatrie

Anesthésie-Réanimation

Neurologie

Néphrologie

Pneumo-phtisiologie

Gastro-Entérologie

Cardiologie ,6/4\@
Pédiatrie ¥ L, b %\
Rhumatologie {é/ X "
Anatomie \aio Rag
Radiologie N Arv‘f&
Radiologie TV 7 0E

Chirurgie Générale

Anesthésie-Réanimation

Neuro-Chirurgie

Chirurgie Pédiatrique

Chirurgie Générale

Pédiatrie - Directeur Hop. d'Enfants Rabat
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale Directeur Hopital Ibn Sina




Pr. KABIRI EL Hassane* Chirurgie Thoracique

Pr. LAMRANI Moulay Omar Traumatologie Orthopédie

Pr. LEKEHAL Brahim Chirurgie Vasculaire Périphérique VV-D chargé Aff Acad. Est.
Pr. MEDARHRI Jalil Chirurgie Générale

Pr. MIKDAME Mohammed* Hématologie Clinique

Pr. MOHSINE Raouf Chirurgie Générale

Pr. NOUINI Yassine Urologie

Pr. SABBAH Farid Chirurgie Générale

Pr. SEFIANI Yasser Chirurgie Vasculaire Périphérique

Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia Pédiatrie

Décembre 2002

Pr. AL BOUZIDI Abderrahmane* Anatomie Pathologique

Pr. AMEUR Ahmed * Urologie

Pr. AMRI Rachida Cardiologie

Pr. AOURARH Aziz* Gastro-Entérologie

Pr. BAMOU Youssef * Biochimie-Chimie

Pr. BELMEJDOUB Ghizlene* Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Pr. BENZEKRI Laila Dermatologie

Pr. BENZZOUBEIR Nadia Gastro-Entérologie

Pr. BERNOUSSI Zakiya Anatomie Pathologique

Pr. CHOHO Abdelkrim * Chirurgie Générale

Pr. CHKIRATE Bouchra Pédiatrie

Pr. EL ALAMI EL Fellous Sidi Zouhair Chirurgie Pédiatrique

Pr. EL HAQURI Mohamed * Dermatologie

Pr. FILALI ADIB Abdelhai Gynécologie Obstétrique

Pr. HAJJI Zakia Ophtalmologie

Pr. JAAFAR Abdeloihab* Traumatologie Orthopédie

Pr. KRIOUILE Yamina Pédiatrie

Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss* Gynécologie Obstétrique

Pr. OUJILAL Abdelilah Oto-Rhino-Laryngologie

Pr. RAISS Mohamed Chirurgie Générale

Pr. SIAH Samir * Anesthésie Réanimation

Pr. THIMOU Amal Pédiatrie

Pr. ZENTAR Aziz* Chirurgie Générale

Janvier 2004

Pr. ABDELLAH EI Hassan Ophtalmologie

Pr. AMRANI Mariam Anatomie Pathologique

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas Oto-Rhino-Laryngologie

Pr. BENKIRANE Ahmed* Gastro-Entérologie

Pr. BOULAADAS Malik Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Pr. BOURAZZA Ahmed* Neurologie

Pr. CHAGAR Belkacem* Traumatologie Orthopédie

Pr. CHERRADI Nadia Anatomie Pathologique

Pr. EL FENNI Jamal* Radiologie Py R\(&\
Pr. EL HANCHI ZAKI Gynécologie Obstétrique oy %, \
Pr. EL KHORASSANI Mohamed Pédiatrie 8/ EANA
Pr. HACHI Hafid Chirurgie Générale 3\ 4 X )=
Pr. JABOUIRIK Fatima Pédiatrie \% 84y fo
Pr. KHARMAZ Mohamed Traumatologie Orthopédie \%%wmog

Pr. MOUGHIL Said Chirurgie Cardio-Vasculaire



Pr. OUBAAZ Abdelbarre *
Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TIJAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. BAHIRI Rachid

Pr. BARKAT Amina

Pr. BENYASS Aatif

Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

AVRIL 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed ElI Amine
Pr. BOULAHY A Abdellatif*
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

Pr. HARMOUCHE Hicham
Pr. IDRISS LAHLOU Amine*
Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Pr. KILI Amina

Pr. KISRA Hassan

Pr, KISRA Mounir

Pr. LAATIRIS Abdelkader*
Pr. LMIMOUNI Badreddine*
Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SEKKAT Fatima Zahra

Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAQUI Rachida

Ophtalmologie
Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale

Rhumatologie

Ophtalmologie

Rhumatologie Directeur Hop. Al Ayachi Sale
Pédiatrie

Cardiologie

Biophysique

Cardiologie  (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Rhumatologie
Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio - Vasculaire. Directeur Hopital 1bn Sina Mé
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie - Pédiatrique
Pharmacie Galénique

Parasitologie W N

Radiothérapie }/:;, L8N

Psychiatrie A %

Endocrinologie (é’/ X? .
&

Psychiatrie Ra
.. . 8
Pneumo - Phtisiologie \\%4@0 . v‘;;‘

Biochimie TV 7 0%
Pneumo - Phtisiologie



Octobre 2007

Pr
Pr
Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

M
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ABIDI Khalid

. ACHACHI Leila

, ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi *
AMHAJJI Larbi *
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed *
BALOUCH Lhousaine *
BENZIANE Hamid *
BOUTIMZINE Nourdine
CHERKAOQUI Naoual *
EHIRCHIOU Abdelkader *
EL BEKKALI Youssef *
EL ABSI Mohamed

EL MOUSSAOQUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine
HADADI Khalid *
ICHOU Mohamed *
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb

LOUZI Lhoussain *
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed *
MARC Karima

. MASRAR Azlarab
MRANI Saad *

OUZZIF Ez zohra
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine *
SIFAT Hassan *
TABERKANET Mustafa *
TACHFOUTI Samira
TAIDINE Mohammed Tarig*
TANANE Mansour *
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

ars 2009

. ABOUZAHIR Ali *

. AGADR Aomar *

. AlIT ALI Abdelmounaim *

. AIT BENHADDOU EIl Hachmia
. AKHADDAR Ali *

. ALLALI Nazik

. AMINE Bouchra

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie

Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie cardio-vasculaire
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie

Radiothérapie

Microbiologie

Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Virologie

Biochimie chimie

Médecine interne

Radiologie

Microbiologie

Microbiologie

Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie-orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Médecine interne
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ARKHA Yassir
BELYAMANI Lahcen
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae *
BOUI Mohammed *
BOUNAIM Ahmed *
BOUSSOUGA Mostapha *
CHTATA Hassan Toufik *
DOGHMI Kamal *

EL MALKI Hadj Omar

EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid *

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
LAMSAOQOURI Jamal *
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa
RHORFI Ismail Abderrahmani *

Octobre 2010

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALILOU Mustapha
AMEZIANE Taoufig*
BELAGUID Abdelaziz
CHADLI Mariama*
CHEMSI Mohamed*

DAMI Abdellah*

DARBI Abdellatif*
DENDANE Mohammed Anouar
EL HAFIDI Naima

EL KHARRAS Abdennasser*
EL MAZOUZ Samir

EL SAYEGH Hachem
ERRABIH lkram

LAMALMI Najat
MOSADIK Ahlam
MOUJAHID Mountassir*
NAZIH Mouna*

ZOUAIDIA Fouad

Neuro-chirurgie Directeur Hop.des Spécialités
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie-orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Hématologie clinique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Médecine interne
Gynécologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entérologie
Pédiatrie

Pédiatrie

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-Phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine Interne
Physiologie
Microbiologie
Médecine Aéronautique
Biochimie-Chimie
Radiologie

Chirurgie Pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Plastique et Réparatrice
Urologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Hématologie

Anatomie Pathologique

Directeur ERSSM




Décembre 2010
Pr.ZNATI Kaoutar

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed Chirurgie pédiatrique
Pr. ABOUELALAA Khalil * Anesthésie Réanimation
Pr. BENCHEBBA Driss * Traumatologie-orthopédie
Pr. DRISSI Mohamed * Anesthésie Réanimation
Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna Chirurgie Générale

Pr. EL KHATTABI Abdessadek * Médecine Interne

Pr. EL OUAZZANI Hanane * Pneumophtisiologie

Pr. ER-RAJI Mounir Chirurgie Pédiatrique
Pr. JAHID Ahmed Anatomie Pathologique
Pr. RAISSOUNI Maha* Cardiologie

* Enseignants Militaires
Février 2013

Pr. AHID Samir Pharmacologie

Pr. AIT EL CADI Mina Toxicologie

Pr. AMRANI HANCHI Laila Gastro-Entérologie

Pr. AMOR Mourad Anesthésie Réanimation
Pr. AWAB Almahdi Anesthésie Réanimation
Pr. BELAYACHI Jihane Réanimation Médicale
Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain Anesthésie Réanimation
Pr. BENCHEKROUN Laila Biochimie-Chimie

Pr. BENKIRANE Souad Hématologie

Pr. BENNANA Ahmed* Informatique Pharmaceutique
Pr. BENSGHIR Mustapha * Anesthésie Réanimation
Pr. BENYAHIA Mohammed * Néphrologie

Pr. BOUATIA Mustapha Chimie Analytique et Bromatologie
Pr. BOUABID Ahmed Salim* Traumatologie orthopédie
Pr BOUTARBOUCH Mahjouba Anatomie

Pr. CHAIB Ali * Cardiologie

Pr. DENDANE Tarek Réanimation Médicale
Pr. DINI Nouzha * Pédiatrie

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Mohamed Ali Anesthésie Réanimation
Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa Radiologie

Pr. ELFATEMI NIZARE Neuro-chirurgie

Pr. EL GUERROUJ Hasnae Médecine Nucléaire

Pr. EL HARTI Jaouad Chimie Thérapeutique
Pr. EL JAOUDI Rachid * Toxicologie

Pr. EL KABABRI Maria Pédiatrie

Pr. EL KHANNOUSSI Basma Anatomie Pathologique
Pr. EL KHLOUFI Samir Anatomie

Pr. EL KORAICHI Alae Anesthésie Réanimation
Pr. EN-NOUALI Hassane * Radiologie

Pr. ERRGUIG Laila Physiologie

Pr. FIKRI Meryem Radiologie

Pr. GHFIR Imade Médecine Nucléaire

Pr. IMANE Zineb Pédiatrie



Pr. IRAQI Hind Endocrinologie et maladies métaboliques

Pr. KABBAJ Hakima Microbiologie

Pr. KADIRI Mohamed * Psychiatrie

Pr. LATIB Rachida Radiologie

Pr. MAAMAR Mouna Fatima Zahra Médecine Interne

Pr. MEDDAH Bouchra Pharmacologie

Pr. MELHAQUI Adyl Neuro-chirurgie

Pr. MRABTI Hind Oncologie Médicale

Pr. NEJJARI Rachid Pharmacognosie

Pr. OUBEJJA Houda Chirugie Pédiatrique

Pr. OUKABLI Mohamed Anatomie Pathologique
Pr. RAHALI Younes Pharmacie Galénique Vice-Doyen a la Pharmacie
Pr. RATBI llham Génétique

Pr. RAHMANI Mounia Neurologie

Pr. REDA Karim * Ophtalmologie

Pr. REGRAGUI Wafa Neurologie

Pr. RKAIN Hanan Physiologie

Pr. ROSTOM Samira Rhumatologie

Pr. ROUAS Lamiaa Anatomie Pathologique
Pr. ROUIBAA Fedoua * Gastro-Entérologie

Pr SALIHOUN Mouna Gastro-Entérologie

Pr. SAYAH Rochde Chirurgie Cardio-Vasculaire
Pr. SEDDIK Hassan * Gastro-Entérologie

Pr. ZERHOUNI Hicham Chirurgie Pédiatrique

Pr. ZINE Ali * Traumatologie Orthopédie

* Enseignants Militaires

AVRIL 2013

Pr. EL KHATIB MOHAMED KARIM* Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
MARS 2014

Pr. ACHIR Abdellah Chirurgie Thoracique

Pr. BENCHAKROUN Mohammed Traumatologie-Orthopédie
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Le corps humain est colonisé par de nombreux microorganismes commensaux qui resident
principalement dans les compartiments en relation avec I’environnement et forment ainsi le
microbiote humain qui regroupe les flores cutanées, génitales, digestives et respiratoires. La
caractérisation et la compréhension du microbiote humain et des genes associés, on parlera
alors de microbiome, sont des voies de recherches tres actives [1]. Le microbiote humain est
désormais reconnu comme un acteur essentiel de la santé et de la physiologie de son héte. Les
efforts de description du microbiote humain ont surtout porté sur sa composante bactérienne,
mais il apparait de plus en plus évident que de nombreux virus appartiennent également a ce
microbiote humain. La composante virale du microbiome humain introduit donc une notion
plus récemment admise, celle du virome humain qui correspond a I’ensemble des virus

détectés chez I’homme.

Ce virome humain est composé de l'ensemble de tous les virus, eucaryotes et procaryotes,
présents dans le corps humain ; comme chaque compartiment corporel constitue un
microenvironnement différent, le virome varie avec les parties du corps. De plus, d'autres
facteurs influencent la composition du virome, tels que I'age, le régime alimentaire et la
présence d'autres composants du microbiome. L'étude du virome profite du développement du
séquencage de nouvelle génération, et a permis la découverte de nouveaux virus, et la
caractérisation du virome chez des individus sains et malades, ce qui a permis I'association de
virus a des maladies spécifiques. Le développement le plus intéressant de I'étude du virome
est peut-étre l'interaction que les virus peuvent avoir avec d'autres composants du
microbiome, en particulier les bactéries, qui peuvent réguler en augmentant ou en baissant la
réponse immunitaire antivirale et peuvent donc moduler l'infectiosité virale. Cette relation est

réciproque car les virus peuvent a leur tour moduler les infections bactériennes.

Les interactions complexes du virome avec d'autres membres du microbiome dans le contexte
de la genétique de I'hdte, et leur influence sur I'état de santé du patient viennent de
commencer a étre étudiées et ne sont pas complétement comprises, mais les résultats jusqu'a
présent indiquent que la réglementation de la réponse immunitaire des virus et d'autres

membres du microbiome peut affecter l'issue des infections.



Les objectifs de ce travail sont I’étudier du virome humain, particulierement le virome
intestinal, cutané, respiratoire, sanguin, génito-urinaire et le virome de la cavité oral, I’étude
de sa répartition sa composition sa diversification intra et inter-individuelle. Ainsi que le réle
de ce virome dans la symbiose particulierement les bactériophages et I’impact de
I’environnement sur sa variation. On va aussi s’intéresser au déséquilibre du virome et aux
pathologies impliquées dans la dysbiose de cet écosysteme. Finalement ce travail va discuter
aussi I’approche microbiologique dans I’introduction de la phagothérapie par Utilisation des
bactériophages a des fins thérapeutiques visant la réduction de I’antibiorésistance.
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I. GENERALITE :

1. Histoire :

Les virus ont considérablement influencé la santé humaine, les interactions avec I'écosphere,
ainsi que I'histoire et les structures de la société. En raison de leur nombre et de leur ubiquité,
ces organismes sont la principale cause de morbidité et de mortalité par maladies infectieuses
dans le monde. Les premiers virus ont été identifiés a la fin du X1X®™ siécle. L'identification
de nouveaux virus s'est poursuivie avec une dynamique croissante. Les maladies virales
émergentes ou réémergentes comprennent les coronavirus respiratoires d'origine chauve-
souris [2] et les réovirus [3-6] ; virus de la grippe porcine, aviaire et chauve-souris [7-9];
propagation d'alphavirus et de flavivirus & I'échelle mondiale qui menacent la santé des
adultes, des enfants et des enfants a naitre [10-12]; et les filovirus hautement létaux et
transmissibles, tels que le virus Ebola [13].

La reconnaissance croissante du réservoir de virus environnementaux s'est accompagnée d'une
appréciation croissante pour une communauté interne de virus humains, collectivement
décrits comme le virome [14]. Le virome humain englobe les infections virales aigués et
persistantes, les éléments viraux endogénes chromosomiquement intégrés et les
bactériophages. La composition et la dynamique du virome ont des implications prodigieuses
pour la santé humaine a travers des effets directs sur les cellules et les tissus, des interactions
avec les bras innés et adaptatifs du systeme immunitaire et une influence sur le microbiote
bactérien. Le virome humain est un front de recherche prioritaire qui aidera a expliquer les

interactions virus-hote sur le pivot entre santé et maladie.

Les connaissances sur la biologie virale et les maladies se sont élargies dans une relation
réciproque avec les progres dans le continuum des connaissances scientifiques, y compris les
domaines de la microscopie, de la chimie des protéines et des acides nucléiques, de la
biologie cellulaire, de I'immunologie et de la médecine clinique. Ces dernieres années, la
cristallographie aux rayons X et la microscopie cryoélectronique a haute résolution ont permis
de visualiser les structures virales & un niveau de résolution atomique. Des domaines
fonctionnels de nombreuses protéines virales structurales et enzymatiques ont été définis, ce

qui favorise le développement de nouvelles stratégies pour diagnostiquer les maladies virales



et concevoir des thérapies antivirales efficaces. La détection du génome viral, désormais
représentée par une multitude de méthodes d'amplification de cible et de signal couramment
utilisées, s'est avérée supérieure aux tests sérologiques et techniques de culture conventionnels
pour le diagnostic de nombreuses maladies virales telles que celles causées par les
entérovirus, les virus de [I'hépatite, les herpes virus, les humains le virus de
I'immunodéficience (VIH) et divers agents pathogénes viraux respiratoires et entériques, pour
n'en nommer que quelques-uns. En outre, les tests moléculaires multiplexés (« panels
syndromiques ») deviennent des approches standard pour la détection et la différenciation
simultanées de diverses étiologies virales qui se manifestent par des présentations cliniques
qui se chevauchent, telles que les maladies respiratoires aigués et la gastro-entérite.
L'évolution rapide de la technologie de séquencage des nucléotides permet I'application de ces
outils a la détection de virus hautement sensible et discriminatoire dans les échantillons

cliniques.

L'une des avancées les plus passionnantes de la virologie contemporaine est le moyen de
réutiliser les virus pour améliorer la santé humaine grace a une modification systématique du
génome viral avec des résultats prévisibles. Il existe désormais des technologies grace
auxquelles des mutations spécifiques et du matériel génétique étranger peuvent étre intégrés
efficacement dans les génomes de la plupart des virus humains. De telles approches ont été
exploitées dans la conception rationnelle de vaccins et le développement de vecteurs viraux a
utiliser dans la transduction de genes et le traitement du cancer. De plus, ces techniques
puissantes stimulent régulierement la recherche sur la pathogenese virale, les réponses de

I'n6te a l'infection et les déterminants viraux et hotes de la contagion.

L'accumulation de connaissances sur les virus et les maladies virales est immense depuis la
découverte révolutionnaire en 1882 du virus de la mosaique du tabac, une forme d'agent
infectieux jusque-la inconnu du monde. Cependant, les découvertes en cours en virologie
révélent a plusieurs reprises notre compréhension limitée de ces entités fascinantes, dont la
compréhension est indissociablement liée a I'exploration scientifique de leurs hdtes

complexes.



Tableau I: Principales pandémies virales de I'histoire [15].

735-737 Epidémie japonaise de variole 1 million déces

1520 Epidémie européenne de 56million déces
variole

1889-1890 Grippe russe (H3N8 - Grippe 1 million déces

A)

Fin des années

Fievre jaune (Virus de la fievre

100 a 150 milles

1800 l jaune) l déces
1918-1919 ‘ Grippe espagnole (HIN1 - ‘ 40 & 50 millions
Grippe A) déces
1957‘1958 ‘ Grlppe aSiatique (H2N2 - ‘ 1,1 ml”lon déCéS
Grippe A)
1968-1970 ‘ Grippe de 1968 (H3N2 - Grippe ‘ 1 million décés
A)
déces
Grippe A) déces




2. Structure et classification des virus :

La premiére classification des virus en tant que groupe distinct des autres micro-organismes
était basée sur la capacité de passer a travers des filtres de petite taille de pore (agents
filtrables). Les sous-classifications initiales étaient fondées principalement sur des propriétés
pathologiques telles que le tropisme d'organe spécifique (par exemple, les virus de I'hépatite)
ou des caractéristiques épidémiologiques communes telles que la transmission par des
arthropodes vecteurs (par exemple, les arbovirus). Les systémes de classification actuels sont

basés sur les éléments suivants :

1. Le type et la structure de l'acide nucléique viral et la stratégie utilisée pour sa

réplication.
2. Le type de symétrie de la capside virale (hélicoidale et icosaédrique)

3. Laprésence ou I'absence d'une enveloppe lipidique (tableau 2).



Tableau I1: Classification des virus [16].

FAMILLE EXEMPLE TYPED'ACIDE  TAILLE ENVELO SYMETRIE DE
NUCLEIQUE DU PPE LA CAPSIDE
GENONM
E (ko OU
kb PAIR)
Virus contenant de I'ARN
Picornaviridae Poliovirus SB (+) ARN 7-9 Non Icosaédrique
Astroviridae Astrovirus SB (+) ARN 6-8 Non Icosaédrique
Caliciviridae Virus de Norwalk SB (+) ARN 7-8 Non Icosaédrique
Togaviridae Virus de Rubéole SB (+) ARN 10-12 Oui Icosaédrique
Flaviviridae Virus de la fievre SB (+) ARN 9-13 Oui Sphérique
jaune
Coronaviridae Coronavirus SB (+) ARN 26-32 Oui Hélicoidale
Rhabdoviridae Virus de larage SB (-) ARN 11-15 Oui Hélicoidale
Paramyxoviridae Virus de larougeole  SB (-) ARN 13-18 Oui Hélicoidale
Filoviridae Virus d’Ebola SB (-) ARN 19 Oui Hélicoidale
Arenaviridae Virus de la 2 SB (ambisense) 11 Oui Sphérique
chorioméningite ARN segments
lymphocytaire
Bunyaviridae Virus de 3 SB (ambisense) 11-19 Oui Hélicoidale
I'encéphalite de ARN segments
Californie
Orthomyxoviridae  Influenza virus 6-8 SB (-) ARN 10-15 Oui Hélicoidale
segments
Reoviridae Rotavirus 10-12 DB ARN 19-32 Non Icosaédrique
segments *
Rétroviridae Virus 2 identique SB (+)  7-13 Oui Sphérique
d’immunodéficience  ARN segments
Humain
Virus contenant de I’ADN
Hepadnaviridae Virus de Hépatite B ADN circulaire 3-4 Oui Icosaédrique
DB avec portions
SB
Parvoviridae Parvovirus B19 SB(+)or (-) ADN 4-6 Non Icosaédrique
Humain
Polyomaviridae JC virus ADN Circulaire 5 Non Icosaédrique
DB
Papillomaviridae Papillomavirus ADN Circulaire 7-8 Non Icosaédrique
Humain DB
Adénonviridae Adénovirus Linéaire DB ADN  26-48 Non Icosaédrique
Herpesviridae Virus Herpeés Linéaire DB ADN  125-240 Oui Icosaédrique
simplex
Poxviridae Virus de la vaccine Linéaire DB ADN  130-375 Oui Complexe

(+), Sens du message; (-), complément de sens du message



Les particules virales - les virions - peuvent étre définies fonctionnellement comme un
systeme de distribution qui entoure une charge utile. Le systeme de distribution est constitué
de composants structurels utilisés par le virus pour survivre dans I'environnement et se lier
aux cellules hotes. La charge utile contient le génome viral et comprend souvent les enzymes
nécessaires aux étapes initiales de la réplication virale. Dans presque tous les cas, le systéeme

de distribution doit étre retiré du virion pour permettre a la réplication virale de commencer.

Outre la médiation de l'attachement aux cellules hétes, le systeme de distribution joue
également un réle crucial dans la détermination du mode de transmission entre les hotes. Les
virus contenant des enveloppes lipidiques sont sensibles a la dessiccation dans
I'environnement et, pour la plupart, sont transmis par les voies respiratoire, parentérale et
sexuelle. Les virus non enveloppés sont stables a des conditions environnementales difficiles

et sont souvent transmis par voie fécale-orale.

Les génomes viraux existent sous diverses formes et tailles et sont constitués d'/ADN ou
d'ARN (voir tableau 2). Les génomes des virus animaux varient en taille de 3 kb, codant
seulement trois ou quatre protéines dans les petits virus tels que les hépadnavirus, a plus de
300 kb, codant plusieurs centaines de protéines dans les grands virus tels que les poxvirus.
Les génomes viraux sont a simple ou double brin, circulaires ou linéaires. Les génomes
d’ARN sont composés d'une seule molécule d'acide nucléique ou de plusieurs segments
discrets, dont le nombre peut varier d'aussi peu que deux dans les arénavirus jusqu'a 12 chez
certains membres des Reoviridae. L'acide nucléique viral est conditionné dans une enveloppe
protéique, ou capside, constituée de plusieurs sous-unités protéiques. La combinaison de
l'acide nucléique viral et de la capside protéique environnante est souvent appelée
nucléocapside (Figure 1).
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Figure 1: Diagrammes schématiques illustrant la structure d'un virus icosaédrigue non

enveloppé (A) et d'un virus hélicoidal enveloppé (B) [16].

Les détails structurels de nombreux virus ont maintenant été définis a un niveau atomique de
résolution (figure 2). Des caractéristiques générales de la structure virale peuvent étre
obtenues en examinant des micrographies électroniques de virions colorés négativement et
des micrographies €électroniques en coupe mince de tissus infectés par des virus et de cellules
en culture. Ces techniques permettent d'identifier rapidement la taille virale, la forme, la
symétrie et les caractéristiques de surface ; présence ou absence d'une enveloppe ; et site
intracellulaire d'assemblage viral. La microscopie cryoélectronique et les techniques de
traitement d'images informatiques sont utilisées pour déterminer les structures
tridimensionnelles des virus sphériques a un niveau de résolution bien supérieur a celui des
micrographies électroniques colorées négativement. Un avantage majeur de la microscopie
cryoélectronique est qu'elle permet d'effectuer des études de virus dans des conditions qui ne
modifient pas la structure native du virion. De plus, les progres de la microscopie
cryoélectronique ont étendu la résolution réalisable des protéines associées aux particules aux

niveaux atomiques, suffisante pour reconnaitre les caractéristiques des éléments structuraux
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secondaires [17]. Les reconstructions d'images de micrographies de cryoélectrons, parfois en
combinaison avec la cristallographie aux rayons X, peuvent également étre utilisées pour
étudier les aspects structurels de diverses fonctions virales, y compris la liaison aux
récepteurs[18-20] et l'interaction avec les anticorps [21, 22]. L'identification de motifs clés,
tels que les sites de liaison aux récepteurs ou les domaines immunodominants, fournit le cadre
pour comprendre la base structurelle des interactions virus-cellule. La tomographie
électronique avec reconstruction d'image a été appliquée aux études architecturales des virus
et des foyers intracellulaires de réplication virale, rendant des représentations
tridimensionnelles exquises de l'organisation des particules et révélant la structure et les

origines subcellulaires des centres d'assemblage de virus [22-24].

Figure 2: Etudes structurales du poliovirus [16]:

(A) Micrographie électronique colorée négative ; (B) reconstruction d'image en trois dimensions de micrographies
cryoeélectroniques ; (C) Structure déterminée par cristallographie aux rayons X.

Un certain nombre de principes généraux ont émergé des études sur la structure du virus.
Dans presque tous les cas, la capside est composée d'une série répétée de sous-unités
structurellement similaires, chacune a son tour composée de seulement quelques protéines
différentes. L'utilisation parcimonieuse de protéines structurales dans un motif répétitif
minimise la quantité d'informations génétiques nécessaires pour coder la capside virale et
conduit a des arrangements structuraux avec des caractéristiques symétriques. Tous les virus,
sauf les plus complexes, présentent une symétrie hélicoidale ou icosaédrique (voir le tableau
2). Les virus a symétrie hélicoidale contiennent des sous-unités protéiques répétitives liées a

intervalles réguliers le long d'une spirale formée par l'acide nucléique viral. Il est intéressant
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de noter que tous les virus animaux connus qui présentent ce type de symétrie ont des
génomes d'ARN. Les virus a symétrie icosaédrique présentent des axes de symétrie de
rotation doubles, triples et quintuples, et I'acide nucléique viral est intimement associé a des
protéines de capside spécifiques dans un agencement de conditionnement ordonné.

L'utilisation de sous-unités répétitives avec des interactions protéine-protéine symétriques
facilite I'assemblage de la capside virale. Dans la plupart des cas, l'assemblage viral semble
étre un processus spontané qui se produit dans les conditions physiologiques appropriées et
peut souvent étre reproduit lorsque des protéines virales recombinantes sont exprimées en
I'absence de réplication virale [25, 26]. Pour de nombreux virus, l'assemblage de la capside
passe par une série d'intermédiaires, chacun d'eux nucléant l'addition de composants ultérieurs

dans la séquence d'assemblage.

L'un des aspects les moins bien compris de lI'assemblage viral est le processus qui garantit que
I'acide nucléique viral est correctement conditionné dans la capside. Dans le cas de virus a
symétrie hélicoidale, il peut y avoir un site d'initiation sur l'acide nucléique auquel se lie la
sous-unité de protéine de capside initiale, déclenchant l'ajout de sous-unités suivantes. Les
génomes de la plupart des virus contenant de I'ADN sont insérés dans des intermédiaires de
capside préassemblés (procapsides) par le biais de mécanismes entrainés par l'adénosine
triphosphate[27]. Dans les préparations de nombreux virus icosaédriques, des capsides vides
(c'est-a-dire des capsides dépourvues d'acide nucléique) sont fréquemment observées, ce qui

indique que I'assemblage peut se terminer sans nécessiter le génome viral.

Dans certains virus, la nucléocapside est entourée d'une enveloppe lipidique acquise sous
forme de bourgeons de particules virales a partir de la membrane réticulaire cytoplasmique,
nucléaire ou endoplasmique de la cellule héte (voir Figure 1). Insérées dans cette bicouche
lipidique sont des protéines codées par le virus (par exemple, I'hnémagglutinine [HA] et les
protéines neuraminidases du virus de la grippe et gp41 et gp120 du VIH), qui sont exposées a
la surface de la particule virale. Ces protéines virales contiennent généralement une partie
externe hydrophile glycosylée et des domaines hydrophobes internes qui couvrent la
membrane lipidique et ancrent la protéine dans I'enveloppe virale. Dans certains cas, une autre

protéine virale, souvent appelée protéine matricielle, s'associe a la surface interne
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(cytoplasmique) de I'enveloppe lipidique, ou elle peut interagir avec les domaines
cytoplasmiques des glycoprotéines d'enveloppe. Les protéines matricielles peuvent
fonctionner en stabilisant I'interaction entre les glycoprotéines virales et I'enveloppe lipidique,
dirigeant le geénome viral vers des sites intracellulaires d'assemblage viral ou de
bourgeonnement viral. Les protéines matricielles peuvent également influencer un ensemble
diversifié de fonctions cellulaires pour créer un environnement de réplication permissif,
comme l'inhibition de la transcription des cellules hotes [28, 29] et I'évasion de la réponse

antivirale innée cellulaire [30].
3. Médicaments antiviraux :

La connaissance des stratégies de réplication virale a fourni des informations sur les étapes
critiques du cycle de vie viral qui peuvent servir de cibles potentielles pour la thérapie
antivirale. Par exemple, les médicaments peuvent étre congus pour interférer avec la liaison
du virus aux cellules cibles ou empécher la pénétration et le désassemblage une fois que
I'engagement du récepteur s'est produit. Les étapes impliquées dans la réplication du génome
viral sont également des cibles évidentes pour la thérapie antivirale. Un certain nombre
d'agents antiviraux inhibent les polymérases virales, y compris celles actives contre les virus
de I'herpes (par exemple, I'acyclovir), le VIH (par exemple, la zidovudine), le virus de
I'népatite B (VHB) (par exemple, I'entécavir) et le VHC (par exemple, le sofosbuvir). Les
médicaments qui inhibent les protéases virales sont utilisés pour traiter I'infection par le VHC
[31] et le VIH [32]. Ces médicaments bloquent le traitement protéolytique des polyprotéines
précurseurs virales et servent d'inhibiteurs puissants de la réplication. D'autres enzymes
virales servent également de cibles pour la thérapie antivirale. La neuraminidase du virus de la
grippe est nécessaire a la libération de particules de virus de la grippe de descendance a partir
des cellules infectées. L'oseltamivir, le peramivir et le zanamivir se lient au site catalytique de
la neuraminidase et inhibent efficacement I'enzyme [33]. Ces médicaments ont été utilisés
dans la prophylaxie et le traitement de I'infection par le virus de la grippe [34].
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Une meilleure compréhension des stratégies de réplication virale et des mécanismes de
destruction cellulaire induite par le virus ouvre la voie a la conception rationnelle de nouvelles
thérapies antivirales. L'une des approches les plus intéressantes du développement d'agents
antiviraux est l'utilisation de la cristallographie a rayons X a haute résolution et de la
modélisation moléculaire pour optimiser les interactions entre ces molécules inhibitrices et
leurs protéines virales cibles. Une telle conception de médicament basée sur la structure a
conduit au développement de peptides synthétiques (par exemple, I'enfuvirtide) qui inhibent
I'entrée du VIH en bloquant la fusion membranaire médiée par la gp41 [35]. 153 Les autres
étapes vulnérables de la réplication du VIH sont les cibles des médicaments approuvés pour le
traitement des patients, y compris les inhibiteurs d'entrée qui interferent avec la liaison de
gp120 au CCR5 [36] et les agents qui empéchent l'intégration provirale dans I'ADN cellulaire
par inhibition de l'activité de l'intégrase virale [37]. Les complexes de réplication virale ont
été ciblés avec succes dans le développement de schémas hautement efficaces pour le
traitement de l'infection par le VHC. Les inhibiteurs de la protéine HCV NS5A perturbent sa
fonction essentielle dans la formation de structures membranaires qui échafaudent la
réplication de I'ARN viral et I'assemblage des virions. Dans une approche antivirale combinée
analogue au traitement de Il'infection par le VVIH, les inhibiteurs de NS5A sont co-administrés
avec des médicaments qui ciblent spécifiquement le HCR RdRp et la protéase NS3-4A, ce qui
crée une barriere génétique élevée a la résistance par l'interférence avec plusieurs étapes du
programme de réplication virale. Notamment, la polythérapie devient rapidement une
question de principes fondamentaux dans la recherche et le développement de nouveaux

médicaments antiviraux et de stratégies thérapeutiques durables.

Malgré des avancées prometteuses dans la conception rationnelle de médicaments antiviraux,
les approches thérapeutiques actuelles de certaines infections virales dépendent fortement de
composés dotés de mécanismes d'action moins spécifiques. Un tel agent, l'interféron-o. (IFN-
a), inhibe efficacement un large spectre de virus et est sécrété par divers types de cellules
dans le cadre de la réponse immunitaire innée de I'h6te. L'IFN-a recombinant est utilisé pour
traiter certains patients infectés par le VHB. La ribavirine, un analogue synthétique de la
guanosine, inhibe la réplication de nombreux virus contenant de I'ARN et de 'ADN par le
biais de mécanismes complexes impliquant l'inhibition de la synthése d'’ARN viral et des
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perturbations dans des pools intracellulaires de guanosine triphosphate [38, 39]. Ce
médicament est utilisé pour traiter certaines infections au VHC et est parfois administré sous
forme d'aérosol pour traiter I'infection des voies respiratoires inférieures du virus syncytial
respiratoire (VRS) chez les enfants hospitalisés et chez les personnes gravement malades et
immunodéprimées. Le traitement par la ribavirine réduit la mortalité associée a certaines
fievres hémorragiques virales, comme celle causée par le virus de Lassa [40]. Les thérapies a
plus large spectre illustrées par I'lFN-o et la ribavirine sont envisagées pour une utilisation
contre les agents pathogénes émergents et d'autres virus sensibles pour lesquels les
informations biochimiques et structurelles sont insuffisantes pour concevoir des médicaments

specifiques a des agents puissants.
4. Interaction virus-hote :

L'un des défis les plus redoutables en virologie est d'appliquer les connaissances acquises a
partir des études des interactions virus-cellules dans les systemes de culture tissulaire pour
comprendre comment les virus interagissent avec les organismes hétes pour provoquer des
maladies. Les interactions virus-hdte sont souvent décrites en termes de pathogenese et de
virulence. La pathogenése est le processus par lequel un virus interagit avec son héte en une
série discréete d'étapes pour produire une maladie. La virulence est la capacité d'un virus a
provoquer une maladie chez un hote sensible. Elle est souvent mesurée en termes de quantité
de virus nécessaire pour provoquer la maladie ou la mort dans une fraction prédéfinie d'h6tes
infectés par le virus. La virulence dépend de facteurs viraux et de I'note et doit étre mesurée a
l'aide de conditions soigneusement définies (par exemple, souche virale, dose et voie
d’inoculation ; espéce héte, age et statut immunitaire). Dans de nombreux cas, il a été possible
d'identifier les rbles joués par des protéines virales et hotes individuelles a des stades
spécifiques de la pathogenése virale et de définir I'importance de ces protéines dans la
virulence virale. Récemment, le concept de « potentiel pathogéne » microbien a été introduit
en tant que mesure de sa capacité a provoquer des maladies [41]. Le potentiel pathogene tente
de relier I'expression de la maladie sous forme de symptémes ou de déces a la dose et a la

transmissibilité de I'organisme.
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4.1 Entrée :

La premiere étape du processus d'interaction virus-héte est I'exposition d'un héte sensible & un
virus viable dans des conditions qui favorisent l'infection (Figure 3). Le virus infectieux peut
étre présent dans des gouttelettes ou aérosols respiratoires, dans des aliments ou de I'eau
contaminés, ou dans un liquide ou des tissus corporels (par exemple, le sang, la salive, l'urine,
le sperme ou un organe transplanté) auxquels I'hdte sensible est exposé. Dans certains cas, le
virus est inoculé directement dans I'h6te par la piglre d'un vecteur animal ou par l'utilisation
d'une aiguille contaminée. L'infection peut également étre transmise de la mére a I'enfant par
un virus qui a infecté le placenta ou le canal génital ou par un virus dans le lait maternel. Dans
certains cas, les infections virales aigués résultent de la réactivation du virus latent endogéne
(par exemple, la réactivation du HSV provoquant I'herpés labial) plutdt que d'une exposition

de novo au virus exogéne.
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L'exposition de la muqueuse respiratoire au virus par inoculation directe ou par inhalation est
une voie importante d'entrée virale dans I'hdte. Une simple toux peut générer jusqu'a 10 000
petites particules d'aérosol potentiellement infectieuses et un éternuement peut en produire
pres de 2 millions. La distribution de ces particules dépend de divers facteurs
environnementaux, dont les plus importants sont la température, I'numidité et les courants
dair. En plus de ces facteurs, la taille des particules est un déterminant important de la
distribution des particules. En général, les particules plus petites restent dans l'air plus
longtemps que les plus grosses. La taille des particules contribue également au sort des
particules apres inhalation. Les particules plus grosses (> 6 um) sont généralement piégées
dans les cornets nasaux, tandis que les particules plus petites peuvent finalement se déplacer

vers les espaces alvéolaires des voies respiratoires inférieures.

La transmission fécale-orale représente une voie supplémentaire importante d'entrée virale
dans I'n6te. La nourriture, I'eau ou les mains contaminées par des matieres fécales infectées
peuvent faciliter I'entrée d'un virus par la bouche dans le tractus gastro-intestinal, dont
I'environnement nécessite que les virus qui infectent par cette voie aient certaines propriétés
physiques. Les virus capables de transmission entérique doivent étre stables a l'acidité
gastrique et résistants aux sels biliaires. Parce que les conditions dans l'estomac et l'intestin
sont destructrices pour les lipides contenus dans les enveloppes virales, la plupart des virus
qui se propagent par voie fécale-orale ne sont pas enveloppés. Il est intéressant de noter que
de nombreux virus qui pénétrent dans I'hdte via le tractus gastro-intestinal nécessitent une
protéolyse de certains composants de la capside pour infecter les cellules intestinales de
maniere productive. Le traitement des souris avec des inhibiteurs des protéases intestinales
bloque l'infection par le réovirus [43]et le rotavirus [44], ce qui démontre I'importance critique
de la protéolyse dans l'initiation d'une infection entérique par ces virus. Le microbiote hote est

essentiel pour l'infection par certains virus [45-47].

Pour produire une maladie systémique, un virus doit traverser la barriere muqueuse qui sépare
les compartiments luminaux des voies respiratoires, gastro-intestinales et génito-urinaires des
tissus parenchymateux de I'hdte. Les études sur les réovirus illustrent une stratégie utilisée par

les virus pour traverser les surfaces muqueuses pour envahir I'hdte aprés son entrée dans le
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tractus gastro-intestinal [48, 49]. Aprés inoculation orale de souris, le réovirus adhére a la
surface des cellules M intestinal (Microfold cells) qui recouvrent les collections de tissu
lymphoide intestinal (plaques de Peyer). Dans les micrographies électroniques, les virions de
réovirus peuvent étre suivis séquentiellement car ils sont transportés dans les vésicules de la
lumiére vers la surface subluminale des cellules M. Les virions apparaissent ensuite dans les
plaques de Peyer puis se propagent aux ganglions lymphatiques régionaux et aux organes
lymphoides extra-intestinaux tels que la rate. Une voie de propagation similaire est utilisée
par le poliovirus [50] et le VIH, [51]suggérant que les cellules M représentent un portail

important pour l'invasion virale de I'nGte aprés son entrée dans le tractus gastro-intestinal.
4.2 Propagation :

Une fois qu'un virus est entré dans I'hdte, il peut se répliquer localement ou se propager du
site d'entrée vers des organes distants pour produire une maladie systémique (voir Figure 3).
Les exemples classiques d'infections localisées dans lesquelles I'entrée et la réplication virales
se produisent sur le méme site anatomique comprennent les infections respiratoires causées
par le virus de la grippe, le rhinovirus et le VRS ; les infections entériques produites par les
norovirus et les rotavirus ; et les infections dermatologiques causées par le HSV (boutons de
fievre et ulceres génitaux) et le Papillomavirus Humain (HPV) (verrues). D'autres virus se
propagent a des sites distants de I'hbte aprés réplication primaire aux sites d'entrée. Par
exemple, le poliovirus se propage du tractus gastro-intestinal au systéme nerveux central
(SNC) pour provoquer une méningite, une encéphalite ou une poliomyélite. Le virus de la
rougeole et le virus varicelle-zona (VZV) pénetrent dans I'hdte par les voies respiratoires et se
propagent ensuite aux ganglions lymphatiques, a la peau et aux visceres. Les définitions
pathobiologiques des virus basés sur le potentiel de propagation ont commencé a s'estomper
vu que des agents modeles d'infection localisée peuvent se propager a des sites distants. Par
exemple, le rotavirus, une cause importante de gastro-entérite aigué chez les enfants, se
réplique vigoureusement dans les cellules épithéliales de la pointe villeuse de l'intestin gréle
mais envahit également et fréqguemment la circulation sanguine, dont I'importance clinique
n'est pas claire [52]. Le virus de la grippe en est un autre exemple; L'ARN viral dans le sang
est détecté a une fréquence substantielle chez les receveurs de greffe de cellules
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hématopoiétiques et est en corrélation avec une maladie plus grave et une mortalité accrue
[53]. Les rapports de virémie a rhinovirus ont commencé a remodeler la réflexion sur la
pathogenése et le spectre de la maladie des infections a rhinovirus, qui représentent
probablement plus d'épisodes de maladies respiratoires graves que ce qui était
traditionnellement estimé[54, 55].

La libération de certains virus se produit de préférence a partir de la surface apicale ou
basolatérale des cellules polarisées, telles que les cellules épithéliales. Dans le cas des virus
enveloppés, la libération polarisée est fréquemment déterminée par un tri préférentiel des
glycoprotéines d'enveloppe vers les sites de bourgeonnement viral. Des séquences spécifiques
d'acides aminés dans ces protéines virales dirigent leur transport vers un aspect particulier de
la surface cellulaire [56, 57]. La libération polarisée du virus sur les surfaces apicales peut
faciliter la propagation locale de l'infection, tandis que la libération sur les surfaces
basolatérales peut faciliter l'invasion systémique en donnant acces au virus aux tissus

lymphoides, neuraux ou vasculaires sous-épithéliaux.

De nombreux virus utilisent la circulation sanguine pour se propager dans I'néte depuis des
sites de réplication primaire vers des tissus cibles éloignés (voir Figure 3). Dans certains cas,
les virus peuvent pénétrer directement dans la circulation sanguine, comme lors d'une
transfusion sanguine ou via une piqdre d'arthropode. Plus communément, les virus pénetrent
dans la circulation sanguine apres réplication sur un site principal. Les sites importants de
réplication primaire précédant la propagation hématogene des virus comprennent les plaques
de Peyer et les ganglions lymphatiques mésentériques pour les virus entériques, les cellules
broncho-alvéolaires pour les virus respiratoires et les tissus sous-cutanés et les muscles
squelettiques pour les alphavirus et les flavivirus. Dans le cas du réovirus, l'infection des

cellules endothéliales entraine une dissemination hématogéne chez I'héte [58, 59].

Des études pionniéres de Fenner sur le virus de la souris (ectromelia) ont suggeré qu'une
virémie initiale a faible titre (virémie primaire) sert a ensemencer le virus vers une variéte
d'organes intermédiaires, ou une période de réplication supplémentaire conduit a une virémie
a titre élevé (virémie secondaire) qui dissémine le virus vers les organes cibles ultimes

(Figure 4) [60]. Il est souvent difficile de distinguer les virémies primaires et secondaires
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dans les infections virales d'origine naturelle. Cependant, la réplication de nombreux virus
dans les organes réticulo-endothéliaux (par exemple, le foie, la rate, les ganglions
lymphatiques et la moelle osseuse), les muscles, les graisses et méme les cellules
endothéliales vasculaires peuvent jouer un réle important dans le maintien de la virémie [59].
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4.3 Tropisme :

Les virus qui atteignent la circulation sanguine peuvent voyager librement dans le plasma (par
exemple, les entérovirus et les togavirus) ou en association avec des cellules sanguines
spécifiques. Un certain nombre de virus se propagent de maniére hématogéne par les
macrophages (par exemple, le COVID, le VIH et le virus de la rougeole) ou les lymphocytes
(par exemple, le CMV, I'EBV, le VIH, le HTLV et le virus de la rougeole). Bien que de
nombreux virus aient la capacité d'agglutiner les érythrocytes in vitro (un processus appelé
hémagglutination), ce n'est que dans des cas exceptionnels (par exemple, le virus de la fievre
a tiques du Colorado) que les érythrocytes sont utilisés pour transporter le virus dans la

circulation sanguine.

Le maintien de la virémie dépend d'une interaction entre les facteurs qui favorisent la
production de virus et ceux qui favorisent la clairance virale. Un certain nombre de variables
qui affectent I'efficacité de I'élimination des virus du plasma ont été identifiées. En général,
plus la particule virale est grande, plus elle est éliminée efficacement. Les virus qui induisent
des titres elevés d'anticorps neutralisants sont eliminés plus efficacement que ceux qui
n'induisent pas de réponses immunitaires humorales. Enfin, la phagocytose du virus par les

cellules du systeme réticuloendothélial de I'héte peut contribuer a la clairance virale.

Une voie importante utilisée par les virus pour se propager des sites de réplication primaire
vers le systeme nerveux passe par les nerfs. De nombreux virus divers, dont le virus de la
maladie de Borna, le HSV, le poliovirus, le virus de la rage, le réovirus et le virus de
I'encéphalite équine vénézuélienne (VEE), sont capables de se propager par les neurones.
Plusieurs de ces virus s'accumulent a la jonction neuromusculaire aprés réplication primaire
dans le muscle squelettique [61, 62]. Le HSV semble pénétrer dans les cellules nerveuses via
des récepteurs situés principalement aux terminaisons synaptiques plutét que sur le corps des
cellules nerveuses [63]. Propagation dans le SNC par le HSV [64], le virus de la rage [61, 62],
et le réovirus [65, 66] peuvent étre interrompus par la scission des nerfs appropriés ou par des
agents chimiques qui inhibent le transport axonal. La propagation neuronale de certains de ces
virus se produit a travers le systéeme de transport axonal rapide basé sur les microtubules [67].
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Les virus ne sont pas limités a une seule voie de propagation. Le VZV, par exemple, pénetre
dans I'hdte par la voie respiratoire et se propage ensuite de I'épithélium respiratoire au systéme
réticulo-endothélial et a la peau via la circulation sanguine. L'infection de la peau produit
I'exantheme caractéristique de la varicelle. Le virus pénetre par la suite dans les extrémités
distales des neurones sensoriels et se déplace vers les ganglions de la racine dorsale, ou il
établit une infection latente. La réactivation du VZV a partir de la latence entraine le transport
du virus des nerfs sensoriels vers la peau, ou il donne lieu a des lésions vésiculaires dans une

distribution dermatomale caractéristique

Le poliovirus est également capable de se propager par des voies hématogeénes et neurales. On
pense généralement que le poliovirus se propage du tractus gastro-intestinal au SNC via la
circulation sanguine, bien qu'il ait été suggéré que le virus puisse se propager via les nerfs
autonomes de l'intestin jusqu'au tronc cérébral et a la moelle épiniere [68, 69]. Cette
hypothese a été confirmée par des expériences utilisant des souris transgéniques exprimant le
récepteur du poliovirus humain [70]. Lorsque ces souris sont inoculées avec du poliovirus par
voie intramusculaire dans le membre postérieur, le virus n'atteint pas le SNC si le nerf
sciatique ipsilatéral au site d'inoculation est traversé [71]. Une fois que le poliovirus atteint le
SNC, le transport axonal est la principale voie de dissémination virale. Des mécanismes de

propagation similaires peuvent étre utilisés par d'autres entérovirus.
4.4. Infections persistantes :

De nombreux virus sont capables d'établir des infections persistantes, dont deux types sont
reconnus : chronique et latent. Les infections virales chroniques se caractérisent par une
production continue de virus pendant des périodes prolongées. Les infections congénitales par
le virus de la rubéole et le CMV et les infections persistantes par le VHB et le VHC sont des
exemples d'infections virales chroniques. Les infections virales latentes sont caractérisées par
le maintien du génome viral dans les cellules hotes en I'absence de réplication virale. Les
herpesvirus et les rétrovirus peuvent établir des infections latentes. La distinction entre les
infections chroniques et latentes n'est pas facilement apparente pour certains virus, tels que le
VIH, qui peuvent établir des infections chroniques et latentes chez I'hdte [72-74]. Les virus
capables d'établir des infections persistantes doivent avoir un moyen d'‘éluder la réponse
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immunitaire de I'hdte et un mécanisme d'atténuation de leur virulence. Par exemple, le VHC
[75] et le VIH [76-78] sont capables d'effectuer des variations antigéniques étendues

entrainant une fuite des réponses d'anticorps neutralisants par I'hote.

Plusieurs virus codent pour des protéines qui atténuent directement la réponse immunitaire de
I’hote ; par exemple, la protéine E3-19K de I'adénovirus [79] et le produit génique US11 du
CMV [80] bloquent I'expression de la surface cellulaire des protéines du CMH de classe I,
entrainant une diminution de la présentation des antigénes viraux aux lymphocytes T
cytotoxiques (CTL). Les poxvirus codent pour une variété de molécules immunomodulatrices,
dont le CrmA, qui bloque l'apoptose médiée par les cellules T des cellules infectées par le
virus[81]. Dans certains cas (par exemple, le SNC), les sites préférentiels pour les infections
virales persistantes ne sont pas facilement accessibles par le systeme immunitaire[82], ce qui
peut favoriser leur persistance. La position centrale et les effets puissants des réponses
immunitaires innées dans le contréle des infections virales, médiés principalement par le
systeme IFN de type 1, ont entrainé une myriade d'adaptations et de contre-mesures de survie
parmi pratiquement tous les virus humains connus. Des protéines ou des acides nucléiques
spécialisés peuvent fonctionner dans I'antagonisme viral de I'immunité innée, ou les virus
peuvent adopter une stratégie passive de séquestration des signaux provocateurs des capteurs

cellulaires d'invasion microbienne [83, 84].
4.5. Virus et maladies néoplasiques :

Plusieurs virus provoquent des maladies en favorisant la transformation maligne des cellules
hotes. Les travaux de Peyton Rous sur un rétrovirus aviaire ont été les premiers a démontrer
que les infections virales peuvent provoquer le cancer [85]. Le virus du sarcome de Rous code
pour un oncogene, v-src, qui est I'nomologue d'un proto-oncogene cellulaire, c-src [86, 87].
Les cellules infectées par le virus du sarcome de Rous se transforment [88-92]. Plusieurs
virus sont associés a des tumeurs malignes chez I'homme. L'EBV est associé a de nombreux
neoplasmes, notamment le lymphome de Burkitt, la maladie de Hodgkin, le lymphome a
grandes cellules B, le léiomyosarcome, le carcinome nasopharyngé et la maladie de
Castleman multicentrique. Le VHB et le VHC sont associés a un carcinome hépatocellulaire.

Le VPH est associé au cancer du col utérin et a une variété de néoplasmes anogénitaux et
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cesophagiens. L'herpésvirus associé au sarcome de Kaposi est associé au sarcome de Kaposi et
au lymphome a épanchement primaire chez les personnes infectées par le VIH.

Souvent, la liaison d'un virus a un néoplasme particulier peut étre attribuée a la transformation
des propriétés du virus lui-méme. Par exemple, I'EBV code pour plusieurs protéines associées
a la latence qui sont responsables de I'immortalisation des cellules B ; ces protéines jouent
probablement un réle crucial dans la pathogenése des tumeurs malignes associées a 'EBV
[93]. De méme, le HPV code pour les protéines E6 et E7 qui bloquent I'apoptose [94-96] et
induisent la progression du cycle cellulaire [97, 98], respectivement. L'hypothese est que
I'expression non régulée de ces protéines induite par l'intégration aberrante du génome du
HPV dans I'ADN hote est responsable de la transformation maligne [99]. La tumorigénicité
des polyomavirus est médiée par une famille de protéines virales appelées antigénes tumoraux
(T). La réminiscence des protéines HPV E6 et E7, les antigenes T induisent le cycle cellulaire
et bloquent la réponse apoptotique cellulaire qui s'ensuit a la division cellulaire imprévue
[100]. Le génome du polyomavirus normalement épisomique s'intégre dans I'ADN cellulaire
lors de la transformation néoplasique de cellules non permissives incapables de supporter
I'ensemble du programme de réplication virale, qui aboutirait autrement a la mort cellulaire.
La découverte d'un polyomavirus humain intégré clonalement dans des cellules d'une forme
agressive de cancer de la peau, le carcinome a cellules de Merkel [101], confirme la suspicion

de longue date que les polyomavirus peuvent favoriser le néoplasie chez I'nomme.

Dans d'autres cas, les mécanismes de malignité déclenchés par une infection virale sont moins
clairs. Le VHC est un virus contenant de 'ARN qui manque de transcriptase inverse et d'un
moyen d'intégration du génome viral. Cependant, l'infection chronique par le VHC est
fortement associée au cancer hépatocellulaire [102]. Il est possible qu'une augmentation du
renouvellement cellulaire et des médiateurs inflammatoires provoqués par une infection
chronique par le VHC augmentent le risque de dommages génétiques, ce qui entraine une
transformation maligne. Certaines protéines du VHC peuvent également contribuer au
neoplasie. Par exemple, la protéine centrale du VHC peut protéger les cellules contre
I'apoptose induite par une variété de stimuli, y compris le facteur de nécrose tumorale-a
(TNF-a).
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5. Notion de Virome humain :

Le virome humain, ou métagenome viral, inclut tous les virus susceptibles d’étre retrouves
chez I’homme qu’il s’agisse des virus responsables d’infections aigués, chroniques ou latentes
ou encore des virus intégrés au génome humain tels les rétrovirus endogénes. Certains
associent également au virome humain les virus de procaryotes. En effet les bactériophages de
par leurs actions sur les populations de bactéries et sur la virulence bactérienne peuvent
indirectement affecter la santé humaine[103] (figure 5). Les bactéries présentes dans les flores
humaines ont un réle de barriere contre d’autres agents pathogénes car elles occupent une
niche écologique et apportent des bénéfices métaboliques et immunologiques a leurs hotes. 11
est donc légitime de se poser la question au sujet des virus. Si on considere les virus de
procaryotes, la réponse semble assez simple car leur réplication ne dépend que de la présence
de bactéries hotes, ainsi la présence de bactériophages dans les différents viromes humains est
le reflet direct des populations bactériennes du microbiome. Cela est sGrement beaucoup plus
complexe a analyser pour les virus eucaryotes détectés dans les viromes humains dans la
mesure ou ces virus ont intrinsequement besoin d’une cellule pour leur réplication, et que
cette réplication ne passe généralement pas inapercue aux yeux de I’immunité innée ou

acquise de I’héte.
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I1. DIVERSITE DU VIROME HUMAIN CHEZ LES SUJETS SAINS
ET MALADES :

Il existe plusieurs aspects pertinents & la diversité du virome humain. Chaque compartiment
corporel abrite une population virale distincte, et par conséquent, ils doivent étre traités
séparément. De plus, au cours d'une durée de vie individuelle, le virome modifie sa
composition et son abondance en réponse a des changements dans I'environnement, tels que
I'exposition & des infections ou a des modifications alimentaires, et des traits personnels, tels
que I'age et le statut immunitaire. La caractérisation du virome par des personnes du monde
entier a permis de souligner I'importance de I'environnement dans sa composition, mais aussi
d'établir que les personnes en bonne santé hébergent différents virus sans montrer de signes de
maladie. De plus, les personnes qui se remettent de certaines infections aigués peuvent
toujours étre porteuses des virus pathogénes pendant des périodes variables [105, 106].

Dans le corps humain, la présence de particules virales varie selon le site anatomique, de 10°
particules par gramme dans le contenu intestinal, a 10° par millilitre de liquides buccaux,
nasaux, de pharynx et de salive, 10" dans I'urine, 10° dans le sang et 10° par cm? dans la peau
[107-109]. Une grande partie de ces virus sont des bactériophages, dont la distribution est en
quelque sorte déterminée par les communautés bactériennes présentes dans I'héte [108, 110].

Pour inspecter la variation inter-individuelle et intra-individuelle des communautés de phages,
au niveau du genre ou de I'espece, la diversité est régulierement mesurée a l'aide de matrices
taxonomiques des echantillons. Cette analyse se fait en un seul point ni dans le temps, ni dans
des conditions différentes. A cette fin, des indices de diversité sont utilisés, tels que I’indice
de dissimilarité de Bray-Curtis, I’indice de similarité (Euclidienne, Hellinger) ou les distances
phylogénétiques (UniFrac). En outre, d'autres outils tels que le regroupement hiérarchique
aggloméré, I'analyse des principaux composants ou l'analyse des principales coordonnées sont
utilisés pour visualiser et interpréter les résultats (figure 6).
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D'autre part, la diversité des virus eucaryotes est généralement évaluée en déterminant les
familles ou especes virales présentes dans un échantillon, en établissant le nombre de lectures
comme indicateur de leur abondance relative. Puisqu'en général, un ou deux virus dominent la

population, la diversité béta (B-diversité) n'est généralement pas déterminée (figure 6).

Il est intéressant de noter que quelques familles de virus eucaryotes a ADN ont été trouvées
dans tout le corps humain dans des conditions de santé et de maladie (tableau 3). Un bon
nombre de ces virus peuvent établir des infections persistantes, c'est le cas de la famille des
Herpés viridas, alors que d’autres n‘'ont pas été associés a une maladie particuliére, c'est le cas
des anellovirus. Cette observation n'a pas été faite dans les virus a ARN, qui ont tendance a
provoquer des infections aigués ; cependant, de nombreuses études métagénomiques se sont
concentrées uniquement sur les virus a ADN, et il est possible qu'au fur et a mesure que les
données s'accumulent, certaines familles de virus a ARN puissent également étre trouvées
largement distribuées dans le corps humain. Pour un résumé des virus eucaryotes qui ont été

trouvés, mais sans une large diffusion dans le corps humain voir Tableau 4.
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Echantillon 1

Echantillon 2

Echantillon 3

(em====]A

s s s
s s f s | W [0)}
== = ==

(s e e E

Echantillon 4

Echantillon 1 0

Echantillon 2 0,100 0

Echantillon 3 0,158 0,263 0

Echantillon 4 0,600 0,600 0,750 0

b) Clustering hiérarchique

c) Analyse en coordonnées principales

0,64
0,8+ | X
0;7' 4 —~ 0,4- 3 4
L 0,6- X 0,24 X
: 2 s
= 0,51 P E SRS oodeosasssssssasasasee
® 0,4 s 1:
0,31 [ & '
0,24 3 — -0,4-
0;1- 1 2 -0,6- -
-0,8- X |
l 1 1 1 1
'1 '015 0 0/5 1

Axe 1 (94%)

Figure 6 : Calcul des indices de dissimilarité de Bray-Curtis (betadiversite) [111].
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Tableau I11: Virus largement répandus dans le corps humain chez les sujets symtomatiques et
asymtomatiques [112].

Réservoir chez les sujets
asymptomatiques

Réservoir chez les sujets

Genre Espece viral )
P symptomatiques [Malade]

Famille : Herpesviridae

Non spécifique HHV

Cytomégalovirus Cytomégalovirus
humain

Lymphocryptovirus Epstein-Barr virus

Nasopharynx

Nez, cavité orale, peau, vagin

Nez, cavité orale, vagin
Sang

Sang [fievre]
Nasopharynx [IRI et IRS]
Nasopharynx [fiévre]

Cavité orale [parodontite]
Cavité orale [parodontite]
Voies respiratoires
[mucoviscidose]

HHV8 Sang [fievre]
Rhadinovirus
Voies respiratoires
[mucoviscidose]
Roseolavirus HHV6 Sang Sang [fievre]
Nasopharynx Voies respiratoires
[mucoviscidose]
HHV7 Sang Sang [fievre]
Nasopharynx
Cavité orale
Simplexvirus HSV-1 Cavité orale [parodontite]
HSV-2 Cavité orale [parodontite]
Famille :
Papillomaviridae
Non spécifique Cavité orale Nasopharynx [IRI et IRS]
Peau Cavité orale [infection

Alphapapillomavirus

Betapapillomavirus

Gammapapillomavirus

Tube digestif, nez, cavité
orale, peau, vagin

Voies respiratoires

Tube digestif, nez, cavité
orale, vagin

Peau

Tube digestif, nez, cavité
orale, vagin

Peau,

osseuse/abces cérébral]

Famille :
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Polyomaviridae

Non spécifique
Alphapolyomavirus Polyomavirus de
Merkel

HPyV9

Betapolyomavirus KI polyomavirus

WU polyomavirus

Tube digestif, nez, cavité
orale, peau, vagin
Peau

Peau
Voies respiratoires hautes

Voies respiratoires hautes

Sang [fievre]

Sang [fievre]

Deltapolyomavirus HPyV6 Peau
HPyV7 Peau
Famille : Adenoviridae
Mastoadenovirus Tube digestif Tube digestif [PFA (paralysé

Voies respiratoires hautes

Sang
Nasopharynx (22)

flasque aigue)]
Tube digestif [diarrhée]

Nasopharynx [fievre]
Nasopharynx [IRI et IRS] (22)

Famille : Circoviridae

Circovirus

Cyclovirus

Tube digestif
Cavité orale
Peau

Tube digestif

Famille : Anelloviridae

Non spécifique

Alphatorquevirus Torque teno virus

(TTV)

SENV
Torque teno mini virus
(TTMV)

Betatorquevirus

Gammatorquevirus Torque teno midi virus

(TTMDV)

Gyrovirus Gyrovirus

Sang, nasopharynx
Tube digestif
Sang

Nasopharynx

Sang
Sang

Nasopharynx

Sang

Nasopharynx
Tube digestif
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Sang, nasopharynx [fievre]
Tube digestif [diarrhée]
Sang [fievre]

Tube digestif [PFA]
Nasopharynx [IRI et IRS] (24)

Nasopharynx [IRI ET IRS]
Sang [fievre]
Gastrointestinal [diarrhée]
Nasopharynx [IRI et IRS]
Nasopharynx [IRI ET IRS]
Sang [fievre]

Nasopharynx [IRI et IRS]



Tableau IV: Virus avec un organe spécifique dans le corps humain chez les sujets

symtomatiques et asymtomatiques [112].

Genre Espéce virale Réservoir chez les Réservoir chez les sujets
sujets asymptomatiques
asymptomatiques [Malade]

Famille :

Coronaviridae

Alphacoronavirurs HCoV 229E Nasopharynx [IRI et IRS]
HCoV NL63
Bétacoronavirus HCoV 0OC43 Nasopharynx Nasopharynx [IRI et IRS]
Nasopharynx [IRI et IRS]
HCoV HKU1 Nasopharynx [IR] et IRS]
Famille :
Paramyxoviridae
Respirovirus HPIV-3 Nasopharynx Nasopharynx [IR] et IRS]
HPIV-1 Nasopharynx Nasopharynx [IRI et IRS]
Famille :
Pneumoviridae
Métapneumovirus hMPV Nasopharynx [IRI et IRS]
Orthopneumovirus hRSV Nasopharynx Nasopharynx [IRI et IRS]
Nasopharynx [IRI
Famille :
Orthomyxoviridae
Influenzavirus A Influenza A Nasopharynx Nasopharynx [IRI et IRS]
Influenzavirus B Influenza B Nasopharynx [IR] et IRS]
Influenzavirus C Influenza C Nasopharynx [IR] et IRS]

Famille : Parvoviridae

Bocaparvovirus

Erythroparvovirus
Protoparvovirus

Human bocavirus Tube digestif

Nasopharynx

Parvovirus B19
Bufavirus 1

Tube digestif [PFA]
Nasopharynx [IRI et IRS]
Nasopharynx [IRI et IRS]

Sang [Fiévre]
Tube digestif [Diarrhée]

Famille : Astroviridae

Mamastrovirus

Human astrovirus

Tube digestif [Diarrhée]
Nasopharynx [IRS]

Famille : Reoviridea

Rotavirus

Rotavirus

Tube digestif [Diarrhée]
Tube digestif [PFA]
Nasopharynx [IR] et IRS]

Famille : Caliciviridae

Norovirus

Norovirus C14

Snow Mountain
virus

Non spécifique

Tube digestif [Diarrhée]
Tube digestif [Diarrhée]

Tube digestif [Diarrhée]
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Famille :
Picornaviridae

Entérovirus Rhinovirus humain ~ Sang Sang [Fiévre]
A BetC
Nasopharynx Nasopharynx [IRI et IRS]
Sang Nasopharynx [IRI et IRS]
Human entérovirus Tube digestif [PFA]
A
Nasopharynx [IRS] (24)
Human entérovirus Tube digestif [Diarrhée]
B
Tube digestif [PFA]
Human entérovirus  Tube digestif Tube digestif [PFA]
C
Parechovirus Parechovirus Tube digestif [PFA]
humain type 3
Cardiovirus Saffold virus Nasopharynx [IRS]
Cosavirus Cosavirus Tube digestif [PFA]
Kobuvirus Aichivirus A Tube digestif [PFA]
Tube digestif [Diarrhée]
Famille :
Picobirnaviridae
Picobirnavirus Picobirnavirus Tube digestif [Diarrhée]

Tube digestif [PFA]

Famille : Flaviviridae

Flavivirus Dengue virus Sang [Fiévre]
Hepacivirus HVC Sang Sang [Fiévre]
Pegivirus Virus Hépatite G Sang Sang [Fiévre]
(GBV-C)
Famille :
Hepadnaviridae
Orthohepadnaviridae HVB Sang Sang [Fiévre]
Famille : Arenaviridae
Arénavirus Lassa virus Sang [Fiévre]
Famille :
Rhabdoviridae
Tibrovirus Ekpoma virus 1 Sang
Ekpoma virus 2 Sang
Famille :
Marseilleviridae
Marseillevirus Marseillevirus Sang
Non classé Smacovirus Tube digestif [Diarrhée]
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1. VIROME INTESTINAL :

1. Physiologie du tube digestif :

Le systeme digestif commence au niveau de la cavité buccale et s’étend jusqu’a I’anus. Inclut
le tractus gastro-intestinal ainsi que les organes accessoires de la digestion, notamment les
glandes salivaires, le foie, la vésicule biliaire et le pancréas exocrine[113]. Le tractus gastro-
intestinal permet I’acheminement des aliments mais aussi la digestion chimique et
enzymatique de ces derniers depuis leur ingestion au niveau de la bouche jusqu’a leur
excrétion au niveau du rectum. Il est d’une longueur moyenne de 4,5 m chez I’homme, est
composé de la bouche, du pharynx, de I’cesophage, de I’estomac, de I’intestin gréle, lui-méme
comportant le duodénum, le jéjunum et I'iléon et est terminé par le gros intestin
(successivement Caecum et appendice, colon ascendant, colon transverse, colon descendant,
cblon sigmoide et rectum) et de I’anus.

L’appareil digestif permet le transfert vers le milieu intérieur des nutriments (glucides,
protéines, lipides, minéraux et vitamines), aussi de I’eau et des €lectrolytes. Il joue un role de
protection de I’organisme en prévenant le passage des bactéries et d’autres substances
indésirables provenant de la lumiére intestinale, et exerce enfin un réle de surveillance
immunitaire via I’association avec les tissus lymphoides. Les fonctions du tractus
gastrointestinal sont régulées par des hormones du systeéme nerveux autonome[114].

1.1. Esophage :

L’cesophage est un tube droit, de 25 cm de longueur, qui se trouve derriére la trachée, et
fonctionne comme un simple conduit vecteur et propulseur du bol alimentaire du pharynx a
I’estomac. La progression du bol alimentaire se fait sous I’effet de la pesanteur pour les
liquides, et par le jeu du péristaltisme des fibres lisses pour les solides. Les glandes
muqueuses et sous-mugqueuses sécretent le mucus qui protege la surface de I’cesophage et aide
en lubrifiant la nourriture, le sphincter cesophagien supérieur et le sphincter pharyngo-
esophagéal se composent du muscle strié circulaire, qui empéchent I’air d’entrer dans
I’cesophage et I’estomac pendant la respiration, le sphincter cesophagien inférieur et le
sphincter gastro cesophageal se trouvent juste au-dessus du secteur ou I’cesophage joint
I’estomac, le muscle circulaire dans ce secteur reste normalement contracté, créant une zone
de haute pression qui sert a empécher le reflux du contenu gastrique dans I’cesophage[115].
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1.2. Estomac :

Sac en forme de J, qui se trouve dans le quadrant supérieur gauche de I’abdomen, fait suite a
I’cesophage au niveau du cardia ainsi nommé en raison de sa proximité du cceur, et se termine
au niveau du pylore, sous forme d’entonnoir qui Se connecte avec I’intestin gréle, la couche
de muscle lisse circulaire s’épaissit pour former le sphincter pylorique. Ce muscle sert de
valve qui commande le débit de vidange de I'estomac et empéche la régurgitation du contenu
de l'intestin de nouveau dans l'estomac, ainsi il posséde deux zones fonctionnelles : fundus et
corps : zone de réception et stockage temporaire des aliments, qui sont alors mélangés avec
I’eau et le suc gastrique afin de produire le chyme ; - I'antrum : zone de brassage
« moulinage » et évacuation du chyme[115].

La muqueuse gastrique est couverte de mucus produit par les cellules de I’épithélium de
surface et par les cellules a mucus, le mucus est une barriere de protection contre les

agressions susceptibles de Iéser la muqueuse :
- Il protége contre les agressions mécaniques par son effet lubrifiant.
- 1l protége contre I’autodigestion de I’estomac par la pepsine.
- Etant alcalin, il protége contre I’attaque acide en neutralisant I’HCL[113].
1.3. Intestin gréle :

L’intestin gréle forme la portion centrale du tube digestif, qui unit I’estomac au gros intestin,
Il est constitué du duodénum, du jéjunum et de I’iléon, Cette partie pelotonnée du tractus
gastro-intestinal mesure environ 7 metres de longueur, et présente un diametre d’environ 5
centimétres. Le duodénum débute au niveau de la valve pylorique et rejoint le jéjunum au
niveau du ligament de Treitz[115]. C’est au niveau du duodénum ou les enzymes situés dans
la paroi apicale des cellules épithéliales agissent. Le jéjunum correspond a la deuxiéme partie
de I’lG, caractérisée par une longueur de 2,5 métres, et de nombreux replis qui en augmentent
énormément la surface, permettant une absorption maximale des nutriments digérés. La
troisieme partie de I’lG correspond a I’iléon de 2 a 4 metres de longueur, dont la terminaison
débouche dans le caecum, cette jonction iléo-caecale joue le rdle d’une barriére a sens unique
entre I’lG et le gros intestin empéchant la contamination de I’iléon par le contenu caecal
[113].
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Les nutriments mécaniquement broyés (le chyme) quittent I’estomac et arrivent a I'lG, leur
digestion est achevée dans la lumiere intestinale sous I’action de la bile et des enzymes
pancréatiques. La totalité des produits de la digestion des glucides, des lipides et des protéines
ainsi que des électrolytes, des minéraux, des vitamines et de I’eau sont absorbés par cette
partie du tractus gastro-intestinal[113] dont la surface apicale des cellules épithéliales est
hérissée de villosités et de microvillosités filiformes, recouvertes par le glycocalyx[116],
permettant d’accroitre énormément la surface disponible pour I’hébergement des enzymes

digestifs de la membrane et de I’absorption active ou passive[113].
1.4. Gros intestin :

Aussi appelé le colon fait suite a I'IG. Il s’agit de la partie la plus distale du tractus
gastrointestinal. 1l est constitué de plusieurs parties : le cecum (structure en forme de
pochette) auquel est rattaché I’appendice, du célon, du rectum et se termine par le canal anal.
Le gros intestin présente une longueur comprise généralement entre 1,20 et 1,50 metre, et
décrit un trajet en cadre dans I’abdomen. La valvule iléo-caecale permet la transition entre
I’iléon et le caecum, elle assure la liaison entre I’intestin gréle et le gros intestin et empéche le

contenu colique de refluer dans I’iléon [117].

Le colon peut étre divisé en 4 segments : le c6lon ascendant, transverse, descendant puis la
partie sigmoide. Le c6lon a pour fonction principale I’absorption d’eau, de sodium et autres
minéraux. Il réabsorbe 90% des 1000-2000 ml de chyme isotonique[117]. Une étude par
FISH de I’ensemble de I’intestin rempli de selles montre que le bioréacteur colique peut, d’un
point de vue fonctionnel, étre séparé en trois compartiments[118].

» Une couche de mucus séparatrice hautement visqueuse, qui sépare completement le

conduit d’épandage colique et la muqueuse et qui ne contient pas de bactéries ;

» Un compartiment central de fermentation, dans lequel bactéries et fibres sont brassées et

biodégradées ;

» Un compartiment ou sont piégees les bactéries, ou zone de réserve germinale, qui se

situe entre la couche de mucus séparatrice et le compartiment central de fermentation.
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1.5. Paroi intestinale :

Comme le tube digestif est ininterrompu de la bouche a I’anus, sa lumiére est en continuité
avec I’environnement extérieur. La paroi du tube digestif comporte quatre couches, la couche
la plus interne, depuis la lumiere intestinale, est la muqueuse, comprenant I’épithélium, la
lamina propria ainsi que la musculeuse-muqueuse. Les couches suivantes sont la sous-
muqueuse, la musculeuse et enfin, la couche la plus externe, la séreuse ou adventice selon les

régions du tractus gastro-intestinal[119].
2. Différents viromes intestinal :

La partie du corps humain la plus étudiée par rapport aux communautés virales normales est
le tractus gastro-intestinal humain. L'étude de ce systéme présente plusieurs avantages
pratiques. Il représente un site d'échantillonnage non invasif, facile et fournit une quantité
suffisante de matériel, permettant ainsi I'analyse de la composition et de la dynamique virale

dans l'intestin au cours d'une vie normale.

La premiere enquéte a grande échelle du virome intestinal humain a été réalisée par Rohwer et
al [120] il y a 10 ans. En utilisant le séquencage partiel par « shotgun » (figure 7) sur des
isolats viraux obtenus a partir d'excréments sains, ils ont détecté la présence de bactériophages
qui étaient principalement liés a la famille des Siphoviridae avec environ 1 200 génotypes. La
majorité des seéquences détectées n'étaient pas classifiées, ce qui suggere que le virome
intestinal humain était beaucoup plus complexe que prévu. Le méme groupe a entrepris une
étude plus détaillée de la composition des virus a ADN des selles d'un nourrisson de 1
semaine en bonne santé[121]. Les résultats ont révélé une communauté virale avec une
diversité extrémement faible, avec environ 8 génomes viraux correspondant aux ADN des
phages des podovirus, siphosvirus et myovirus. La communauté virale globale dans l'intestin
humain s'est avérée étre trés dynamique, changeant considérablement entre 1 et 2 semaines
d'dge. Une analyse plus détaillée de l'intestin du nourrisson a été entreprise par Gordon et
AL[110], qui ont réalisé une étude comparative des virus présents dans le microbiote fécal de
jumeaux monozygotes et de leurs meres. lls ont trouvé une forte prévalence (> 75%) de
génomes viraux eucaryotes dans le virome intestinal, consistant en des séquences liées a

Herpesviridae, Tymoviridae, Reoviridae et Poxviridae. La majorité des bactériophages et des
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prophages étaient des phages d'ADN double brin (ADNdDb) et principalement des membres de
l'ordre des Caudovirales. Notamment, la composition virale interindividuelle était tres
divergente entre les jumeaux monozygotes, tandis que la flore virale inter-individuelle variait
peu sur une année. Toutes les études ont conclu que les communautés de phages dans
l'intestin humain jouent un role essentiel dans le contrle de la population bactérienne.
Cependant, le déchiffrement de I'interactome phage-bactérie-humain n'a commencé a émerger
que récemment. Par exemple, I'analyse métagénomique virale de la cavité buccale d'individus
en bonne santé réalisée par Willner et al.[122] ont montré que les phages représentent un
réservoir important pour les génes de virulence bactérienne; ainsi, les phages jouent un double
role, ils contrélent la population bactérienne et contribuent également a la pathogénicité et a
la résistance bactérienne par transfert horizontal de géne.

AN,
o Méthode aléatoire inventée par Craig D : e
jenome 15 nebulized to
Venter l 2 kb fragments
e Meéthode utilisée par Celera, la N—
compagne de biotechnologie qui rivalisait —
Ie CO[TSOI’tIum publ'e pour e sequengage Fragments are insested into
du génome humain; l YR
o Consiste aux étapes suivantes: o
e Coupe le génome en trés petits fragments
(2-3 kpb)

e  Clone les fragments dans des plasmides
o  Séquence des millions d'inserts
e Assemblage des séquences par ordinateur

e Avantages:

e Simple =
® Rap]de l Sequences are assembled
o Peu colteux into contigs

ctgd03
IM'I’TCGGMWT COATATATT TTCGCCGGGAT COATAT TTCGGGT GOGACT MOCJW\YGCTﬂ

e Inconvénients: page 35
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Figure 7 : Méthode de séquencage aléatoire global ou "*shotgun’ [123].
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Un nombre croissant sans cesse de virus eucaryotes a ADN simple brin (ADNsb) dans des
échantillons de selles humaines saines a également été identifié par sequencage a haut débit
ou par des méthodes basées sur la PCR[124]. Des virus a ADNsb de la famille des
Circoviridae sont intéressant a étudier. Par exemple, Li et al. (119) ont trouvé de nouveaux
Cyclovirus et Circovirus dans des échantillons de selles humaines du Pakistan, du Nigéria, de
la Tunisie et des Etats-Unis. Un autre Gyrovirus, le virus de I'anémie du poulet, qui est un
pathogéne aviaire important, a été trouvé avec une prévalence élevée (25%) dans les féces des
enfants chiliens, suggérant une possible transmission entre especes des animaux de la ferme
a I'nomme[125-127].

Une excrétion virale persistante de virus @ ADNdb de la famille des Polyomaviridae du
tractus gastro-intestinal a été rapportée dans plusieurs études. La détection par PCR (Réaction
de Polymérisation en Chaine) des virus BK, JC et SV40 a été identifiée chez des enfants et
des adultes en bonne santé. La détection virale était plus fréquente dans les échantillons de
selles d'enfants que d'adultes. Ces résultats soutiennent I'hypothese que le tractus gastro-
intestinal peut étre un site de persistance du polyomavirus avec une possible voie de

transmission virale oro-fécale [128].

Plusieurs virus a ARN, généralement considérés comme des agents pathogenes humains, ont
également été détectés dans la flore virale intestinale normale. Des analyses métagénomiques
ou par PCR sur des matiéres fécales humaines « saines » ont révélé la présence de plusieurs
familles virales eucaryotes, telles que Astroviridae [129, 130], Caliciviridae[131, 132],
Picornaviridae, Reoviridae et Picobirnaviridae, ainsi que des familles de plantes virales,
comme les Virgaviridae. Picornaviridae est la plus grande famille virale (+) d’ARNsb (ARN
simple brin) avec plus de 12 genres reconnus. Les virus appartenant a cette famille ont une
spécificité d'hote relativement stricte mais peuvent infecter un large rang d'animaux, et les
humains sont inclus. Le tropisme cellulaire va de l'intestin aux systémes nerveux central et
respiratoire. Dans la flore virale intestinale, les entérovirus (Poliovirus, Echovirus,
Coxsackievirus), Kobuvirus (virus Aichi), Parechovirus et Cardiovirus (virus Saffold)[132]
ont été principalement trouvés, méme dans un contexte non pathologique comme le démontre

Kapusinszky [132]. L'entérovirus humain de type C a également été identifié chez des enfants
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en bonne santé[133, 134]. Le Cosavirus humain (pour le Picornavirus commun associé aux
selles) et le salivirus humain (pour le virus de type Aichi), qui ne sont pas encore reconnus
comme nouvelles espéces, ont été signalés dans plusieurs études dans des échantillons de selle
provenant d’enfants sains. Cependant, la compréhension de leur pathogénicité est mal

déterminée car ils peuvent également étre présents en cas de gastro-entérite.

Les Reoviridae et Picobirnaviridae sont deux familles de virus a ARNdb (ARN double brin)
responsables de gastro-entérite, mais les deux peuvent étre présentes chez des humains
apparemment en bonne santé. Par exemple, les rotavirus (Reoviridae, genre Rotavirus) sont
une cause majeure de mortalité chez les enfants de moins de 5 ans dans les pays en
développement, mais certains génotypes, tels que les souches G10P, ont souvent été associés
a des infections néonatales asymptomatiques en Inde [135]. Les auteurs n'ont signalé aucune
différence significative dans les séquences obtenues a partir de souches infectant des
nouveau-nés symptomatiques et asymptomatiques, ce qui suggére que des facteurs
spécifiques a I'ndte ou environnementaux peuvent contribuer a la pathogénicité d'un virus
dans une population donnée. Des résultats similaires concernant Picobirnaviridae ont été
examinés par Ganesh en 2012 [136]. Ces résultats intéressants suggerent que des infections
entériques fréquentes avec divers virus entériques se produisent pendant la petite enfance et
moins fréqguemment chez les adultes sans symptémes cliniques, indiquant un changement

dans le virome en fonction de I'age et environnement des individus.

Zhang et al. [137] ont réalisé la premiére étude métagénomique sur la communauté virale
d'ARN dans les feces humaines. Ils ont découvert que la flore fécale était principalement
composée de virus a ARN infectant les plantes, en particulier le Pepper mild mottle virus
(PMMoV) et le Virus de la mosaique du tabac (TMV). Les virus végétaux sont généralement
considérés comme incapables d'infecter les humains. Cependant, quelques études ont signalé
la présence d'ARN viral végétal dans le corps humain, y compris le systeme respiratoire via la
cigarette [138]et l'intestin via la consommation d'aliments contaminés [139]. Colson et al.
[139] ont noté une prévalence plus élevée du PMMoV dans les selles des adultes mais pas des
enfants, probablement en raison d'une différence dans leur alimentation. En réalité, la

présence de virus végétaux chez I'homme peut ne pas représenter une infection du corps
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humain, mais peut étre due a un mécanisme passif, tel que l'ingestion de produits alimentaires
contaminés, suggérant un réle des mammiferes, y compris les humains, comme vecteurs de

virus végétaux.

La présence de virus végétaux dans l'intestin humain met en évidence le fait que le virome
peut varier entre les individus en fonction du régime alimentaire comme démontré pour les
bactéries [140]. Le virome de lintestin peut également dépendre de facteurs
environnementaux, tels que la géographie, les habitudes alimentaires ou les différences

ethniques, entrainant une variabilité interindividuelle.

Tableau V: Les différents viromes intestinaux [104].

Le génome Famille virale Exemple d’espece

Adenoviridae Adeénovirus humain
Anelloviridae TTV

ADN
Herpesviridae EBV
Parvoviridae Parvovirus B19

Polyomaviridae BK virus

Bornaviridae Borna virus

ARN Flaviviridae GB virus C
Retroviridae Rétrovirus endogéne humain

3. Role du virome dans la symbiose intestinale :

Si les effets bénéfiques des bactéries du microbiote intestinal sur I’hdte ont été bien

démontrés, ceux du microbiote viral, ou virome, commencent tout juste a étre étudiés

La souris peut constituer un bon modele pour I’étude fonctionnelle du virome. En effet, les
virus entériques murins partagent des similarités avec les virus humains. En particulier, le
norovirus murin (MNV) est souvent retrouvé dans le virobiote intestinal de la souris. Les
norovirus sont des virus intestinaux & ARN positif simple brin, de la famille des Caliciviridae,
et sont la principale cause des gastro-entérites virales chez I’homme. Chez les souris
immunocompétentes, le MNV n’est pas pathogéne. Cependant, dans certaines lignées de

souris portant une mutation dans un géne de susceptibilité aux maladies inflammatoires
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chroniques de I’intestin (MICI), ce virus commensal peut déclencher la maladie de
Crohn[141]. Ce comportement ambivalent a déja été décrit pour certaines bactéries du
microbiote, associées au développement de MICI sous I’influence de facteurs
génétiques[142]. Ces données posent la question de caractéristiques partagées entre le MNV

et certaines bactéries du microbiote intestinal, notamment en termes d’effets sur le systéme

immunitaire de I’h6te.
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Figure 8: L’infection par le MNV corrige les anomalies intestinales

des souris depourvues de microbiote bactérien [143].

1.Intestin de souris saines, présentant un microbiote composé de bactéries et de virus. 2. intestin de souris dépourvues
de microbiote. On observe des vili anormalement fins, ainsi qu’une déplétion des lymphocytes T et un taux
anormalement élevé de cellules lymphoides ILC-2, au niveau de la lamina propria et des ganglions mésentériques. Ces
souris sont également plus vulnérables & I'inflammation. 3. L’infection par le MNV permet de restaurer la structure
normale de la muqueuse ainsi que les fonctions immunes. La réponse antivirale de I’hote (réponse interféron de type |,
IFN), stimulée par le virus, serait un médiateur important de cet effet. L’infection par le MNV permet également de

protéger les souris de I’inflammation induite par des agents chimiques ou bactériens.
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4. Désequilibres du Virome : dysbiose et maladies intestinales et extra-

intestinales :

L’héte et son microbiote en général sont habituellement en interrelations symbiotiques. Des
perturbations de 1’un des deux peuvent retentir sur I’autre et déséquilibrer I’ensemble. On peut
par exemple citer I’ingestion de micro-organismes (pathogénes ou non), par exemple a
I’occasion de voyages (diarrhée du voyageur), la prise d‘antibiotiques, d’inhibiteurs de la
pompe a protons (qui diminuent la barriére acide contre les micro-organismes ingéres). Les
progrés récents, largement dus a la biologie moléculaire, ont permis d’étendre le champ
d’affections liees au virobiote intestinal au-dela des infections et de caractériser des situations

de déséquilibre (ou dysbiose)[144].
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Figure 9: Facteurs de déséquilibre du virobiote [145].
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4.1. Virome intestinal et maladies inflammatoires de I’intestin :

Suite & une inflammation intestinale induite chimiquement par I’équipe de Ken Cadwell, les
souris traitées par des antibiotiques présentent un taux de survie plus faible que les souris
témoins. Ainsi, la détérioration du microbiote intestinal bactérien, causée par le traitement
antibiotique, rend les souris plus vulnérables a I’inflammation. Les auteurs ont observé que
I’infection par le MNV.CR6 réduit les effets délétéres du traitement antibiotique, indiquant
que le MNV.CR6 pourrait avoir un role protecteur vis-a-vis de I’inflammation chez ces
souris. En outre, chez des souris préalablement soumises a des antibiotiques, I’infection par
MNV. CR6 diminue les conséquences de I’infection par la bactérie entéropathogene
Citrobacter rodentium, sans pour autant réduire la charge bactérienne. L’infection par
MNV.CR6 réduit également la production de facteurs de virulence par C. rodentium,
probablement en induisant la stimulation d’une réponse immunitaire antibactérienne. Ces
résultats montrent qu’un virus peut avoir un effet protecteur contre des agents inflammatoires
chimiques ou bactériens, chez des souris traitées par des antibiotiques et possédant une flore
bactérienne diminuée. Ainsi, ces travaux suggérent que de facon similaire au microbiote
bactérien, le virobiote intestinal pourrait stimuler le systéme immunitaire de I’hote, lui
permettant de mieux se défendre contre des agents infectieux ou non infectieux (Figure 9). Le
virobiote et le microbiote bactériens pourraient donc agir de facon étroitement liée et avoir
des effets en partie redondants. Cela souligne la nécessité d’étudier plus en profondeur le réle
du virobiote sur la physiologie de I’hbte et ses interactions avec le microbiote bactérien.

4.2. Virome intestinal et cancer :

Une altération particuliére du virome intestinal a récemment été identifiée dans le cas de
cancers colorectaux[146, 147]. Ces travaux suggerent que le virobiote intestinal, et en
particulier les populations de bactériophages, pourraient indirectement contribuer au
développement de la pathologie, en modulant les populations bactériennes résidant dans
I’intestin. L’analyse du virome pourrait donc étre intéressante dans le diagnostic et le
pronostic de de ces cancers. De la méme maniére que I’on parle de dysbiose bactérienne, on
peut alors introduire la notion de « dysbiose virale », qui pourrait étre un marqueur de

certaines pathologies de la muqueuse intestinale.
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4.3. Lien entre virobiote intestinal et diabéte de typel :

Les effets du virobiote intestinal pourraient d’ailleurs s’élargir au-dela de I’intestin. En effet,
une étude récente montre par exemple que des modifications de la composition du virome
intestinal précédent le déclenchement du diabéte de type I, dans une cohorte d’enfants,
susceptibles de développer la maladie [148].

5. Méthodes d’étude du virome intestinal :
5.1. Méthodes basées sur la culture cellulaire :

Un virus est qualifié d’infectieux lorsqu’il est capable d’infecter des cellules et de s’y
répliquer. Les différentes étapes du cycle viral sont I’attachement ou la liaison du virus a la
cellule hote, son entrée et sa décapsidation, la production de protéines virales, la réplication
du génome viral, I’assemblage et la maturation de nouveaux virions et enfin leur libération de
la cellule infectée. Cette infection de la cellule héte peut entrainer, ou non, I’apparition de
Iésions sur la cellule ou effet cytopathique (ECP). Avant I’apparition de cet ECP, la mise en
évidence de I’infection peut se faire par détection du génome ou des protéines du virus dans la
cellule infectée. Pour toutes ces méthodes, une lignée cellulaire permissive au virus étudié

reste indispensable.
5.1.1 Détection de génome viral dans des cellules infectées :

La détection et surtout I’augmentation de la quantité de génome viral dans une cellule infectée
in vitro signe I’infection. En effet, la réplication du génome viral dans la cellule prouve bien
I’utilisation par ce dernier de la machinerie cellulaire a son avantage et précede I’apparition
d’un ECP sur la cellule et la libération de virions. La détection de génome viral et son
augmentation sur quelques jours d’incubation permet donc de connaitre plus rapidement le
statut infectieux du virus par rapport a I’attente d’un ECP. La détection du génome viral dans
les cellules hotes peut se faire soit avec une amplification de ce génome par utilisation de la
66 (RT)-PCR, soit par hybridation in situ c'est-a-dire sans amplification. Un cas particulier
dans les virus entériques pathogénes concerne les adénovirus qui sont des virus a ADN.
L’expression de leur génome viral implique la transcription de I’ADN en ARNm qui sera
ensuite traduit en protéines virales par la cellule. L’infectiosité des adénovirus peut donc étre
corrélée a la détection de leur ARNm dans les cellules infectées.
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Figure 10: Principe de la culture cellulaire couplée a la RT-PCR [149].
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5.1.2 Détection de protéines virales dans les cellules infectées :
Les protéines virales nouvellement formées dans une cellule infectée peuvent également
signer I’infectiosité virale. Deux types de protéines peuvent étre recherchés : les protéines
structurales et les protéines non structurales. Toutes les protéines virales incorporées dans la
particule virale sont considérées comme des protéines de structure, méme pour celles ne
participant pas a la morphologie ou a la stabilité de la particule, on y retrouve donc entre
autres les protéines de capside. Les protéines non structurales sont des protéines qui sont
exprimées dans la cellule infectées mais qui ne seront pas incorporées dans la particule virale

nouvellement formée.
5.1.2.1 Détection de protéines virales structurales :

La detection des protéines structurales virales dans la cellule héte infectée fait appel a des
anticorps spécifiques a ces protéines, marqués par un colorant fluorescent. On parle alors

d’immunofluorescence assay ou IFA.

L’immunofluorescence associée a la culture cellulaire est une méthode rapide, sensible,
spécifique et standardisable pour la détection des virus infectieux dans les échantillons d’eau,
elle reste cependant codteuse du fait de [Iutilisation d’anticorps spécifiques du virus

recherché.
5.1.2.2 Détection de protéines virales non structurales :

Pour se libérer du besoin d’anticorps colteux, des étapes laborieuses d’immunomarquage et
de la difficulté d’obtenir I’internalisation de I’anticorps dans la cellule, un systéme de FRET
ou Transfert d’énergie par résonnance en fluorescence a été decrit par Hwang et al. (2006)
[151] pour la détection de proteines virales non structurales. Le principe est identique a celui
décrit pour la PCR en temps réel, mais ici le FRET s’effectue entre deux protéines, la CFP
(Cyan Fluorescent Protein) et I'YFP (Yellow Fluorescent Protein). Une interruption du FRET
entre ces deux protéines a lieu aprés action de la protéase virale, elle indique donc la synthése
de cette protéase virale et I’infection de la cellule (figure 12). La cellule infectée émet alors

une fluorescence a 475 nm
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Figure 12: Principe du FRET appliqué a la détection d’une protéase

virale dans des cellules infectées [152].
5.1.3 - Détection de modifications cellulaires lors de I’infection virale :

Lors de I’infection d’une cellule par un virus, celle-ci va subir différentes modifications. Ces
modifications peuvent étre recherchées par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
ou FTIR. La FTIR est basée sur I’absorption d’un rayonnement par un échantillon déposé sur
75 un cristal faiblement absorbant avec un indice de réfraction élevé. Le faisceau infrarouge
va pénétrer le cristal et étre réfléchi plusieurs fois a I’interface cristal-échantillon. A chaque
réflexion, le faisceau pénétre sur une courte distance dans I’échantillon en provoquant des
vibrations caractéristiques des liaisons chimiques de I’échantillon. C’est donc une réelle
signature chimique de I’échantillon qui est obtenue sous la forme de spectres infrarouges. La
(figure 13) présente le principe de cette méthode d’identification qui peut étre qualitative et

quantitative.
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Figure 13: Principe de la FTIR couplée a la culture cellulaire [153].
5.2. Evaluation de I’intégrité de la capside virale :

L’intégrité de la capside peut constituer une approche pour estimer I’infectiosité des particules
virales. Cette intégrité peut étre définie de deux facons, soit il s’agit de son intégrité de
structure et donc de son r6le de protection du génome viral, soit il peut s’agir de I’intégrité de
ses fonctions antigéniques. Nous allons tout d’abord nous intéresser a I’intégrité de la
structure de la capside avec I’utilisation de traitement enzymatique et d’agents intercalants,
puis nous étudierons les méthodes qui s’intéressent aux fonctions antigéniques de cette

capside.
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5.2.1 Traitement enzymatique :

Une des méthodes d’évaluation de I’intégrité de la capside virale est basée sur I’application

d’un traitement enzymatique avant détection du génome viral. Deux enzymes peuvent étre

utilisées, une protéase qui va s’attaquer aux capsides fragilisées et une RNase capable de

dégrader le génome libre ou contenu dans des particules aux capsides fragilisées. Les capsides

des virus intacts sont supposées ne pas étre endommageées par les enzymes, le génome reste

donc intact et peut ensuite étre détecté par RT-PCR. Le principe de ce traitement enzymatique

est présenté sur la figure 14.
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Figure 14 : Principe du traitement enzymatique avant détection par PCR [154].
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5.2.2 Agents intercalants

Des travaux récents se sont intéressés a I’utilisation d’agents intercalants pour I’estimation de
I’intégrité de la capside virale. Les agents intercalants utilisés pour ces expérimentations sont
I’éthidium-monoazide (EMA) et le propidium-monoazide (PMA). Lorsque ces molécules sont
fixées au génome, elles inhibent son amplification et donc sa détection par PCR. Ces
molécules ont tout d’abord été expérimentées sur des bactéries et protozoaires. Le principe
d’action de ces agents intercalants pour la distinction entre virus endommagés et virus
infectieux est présenté sur la figure 15. Ces agents intercalants seraient capables de pénétrer
dans les particules virales uniquement si leur capside est endommageée. lls se lient ensuite aux
acides nucléiques par une liaison rendue covalente par photoactivation [155]. Cette fixation
covalente au génome empéche ensuite sa dénaturation lors de la PCR et le rend indétectable.
La distinction entre virus infectieux et non infectieux est alors basée sur I’intégrité de la
capside. La liaison covalente de I’agent intercalant aux acides nucléiques se fait par
exposition a la lumiére. Un groupement azide est alors convertit en radical hydrogéne
hautement réactif [156] qui réagit avec toutes les molécules organiques a sa proximité. La
réaction avec I’ADN ou I’ARN est supposé se produire avec une grande probabilité vu la
proximiteé spatiale entre I’agent intercalant et le genome. Il a été prouvé que cette modification
inhibe fortement I’amplification du génome [157, 158]. De plus, I’excés d’agent intercalant
réagit avec les molécules d’eau et n’est plus réactif ce qui prévient une éventuelle réaction
avec les acides nucléiques lors de I’extraction du génome des virus intacts [159, 160].

ARN modifié, non amplifiable
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Figure 15 : Mode d’action des agents intercalant EMA ou PMA [157].
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5.2.3. Techniques immunologiques

Les virus sont constitués d’une capside protéique pouvant faire I’objet d’une reconnaissance
immune par des anticorps spécifiques. Les techniques immunologiques s’intéressent a
I’intégrité de la capside en termes de fonctions antigéniques. L hypothése sur laquelle repose
ces méthodes est qu’un virus inactivé va perdre les propriétés antigéniques de sa capside.
Plusieurs types d’anticorps peuvent étre utilisés pour la détection des antigénes viraux, il peut
s’agir soit d’anticorps polyclonaux d’origine humaine produits a I’occasion d’une infection
naturelle, soit dans le cas le plus fréquent d’anticorps monoclonaux d’origine animale obtenus
par immunisation expérimentale. De plus en plus, ce sont des anticorps monoclonaux qui sont
utilisés. 1ls sont le plus souvent d’origine murine et leur intérét réside dans la grande précision
de I’épitope reconnu. Ces anticorps peuvent étre fixés sur des billes magnétiques pour la
séparation immuno-magnétique ou des puits pour I'immunocapture, la détection est ensuite
réalisée par RT-PCR. Ces anticorps peuvent également étre fixés sur des plaques dans le cas

de la méthode ELISA, la détection repose alors sur une réaction colorée.
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IV. VIROME CUTANE :

1. Structure de la peau :

La peau est le plus large organe du corps et elle peut peser jusqu'a 5kg. C’est la premiére ligne
de défense vis-a-vis de I’environnement externe et ce qu’il représente comme défis physiques,
chimiques et biologiques. Elle est constituée de 3 couches cellulaires bien distinctes et ayant
des fonctions bien déterminées (Figure 16)[161]. L'épiderme est la couche superficielle,
suivie du derme qui est la couche intermédiaire et enfin I'hypoderme qui constitue la couche
profonde[162].

COUPE DE LA PEAU

pores tige d'un follicule pileux (poil)

surface de la peau

pore de épiderme
transpiration
capillaires

muscle érecteur
du poil

glande sudoripare
exocrine

derme

hypoderme:

réseau veineux

réseau areriel tissu conjonctif

cellules adipeuses terminaison nerveusecellules matricielles

Figure 16: coupe histologique de la peau [163].
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1.1. Epiderme :

L'épiderme est un épithélium pavimenteux pluristratifié kératinisé et pigmenté (Figure 17).
C'est la couche cellulaire la plus superficielle de la peau. Son épaisseur varie en fonction de sa
localisation, de 50um au niveau des paupieres jusqu'a 1mm dans les régions

palmoplantaires[164].
L'épiderme se divise lui-méme en 4 couches superposées de la surface vers la profondeur :

- La couche cornée (stratum corneum) la plus superficielle, composée de cornéocytes

qui sont des kératinocytes différenciés

- La couche granuleuse (stratum granulosum) composée de kératinocytes riches en

grains de Kératohyaline

- La couche épineuse (stratum spinosum) ou corps muqueux de Malpighi, composée de
plusieurs assises de kératinocytes s'aplatissant peu a peu vers la surface

- La couche basale (stratum basale) qui repose sur la jonction dermo-épidermique, la
plus profonde de I'épiderme, composeée de cellules souches kératinocytaires.

Surface de la peau
Cellule de
Langerhans

Couche basale

Epiderme Mélanocyte

Figure 17: constitution de I’épiderme [163].
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» Différents types cellulaires de I'épiderme:

L'épiderme est constitué de plusieurs types cellulaires répartis différemment selon les couches
cellulaires. Dans la couche basale sont présentes les cellules souches qui permettent la
division cellulaire et le renouvellement permanent de I'épiderme. Elles se divisent d'une part
en cellule souche et d'autre part en kératinocytes qui vont se différencier tout au long de leur
progression dans I'épiderme. Des melanocytes s'intercalent entre ces cellules basales et
produisent la mélanine par le signal des rayons UV. C'est ce pigment qui donne une couleur
plus ou moins brune a la peau. Au niveau de la couche épineuse les kératinocytes sont
présents sous forme pavimenteuse et sur 3 a 6 couches. Dans la couche granuleuse les
kératinocytes sont de plus en plus aplatis vers la couche cornée. lls sont riches en grains de
kératohyaline qui vont ensuite constituer le ciment lipidique intercellulaire de la couche
cornée ainsi que les différents constituants de la paroi des cornéocytes qui sont les cellules de
la couche cornée. Ces cornéocytes sont les kératinocytes sous leur forme terminale. Ils ne
contiennent plus d'organites ni de noyaux, ce sont des cellules mortes. Celles-ci vont
desquamer et permettre le renouvellement de cette couche superficielle de la peau. D'autres
types cellulaires sont présents tels que les cellules de Langherans qui sont les cellules
immunitaires de I'épiderme ou encore les cellules de Merkel qui sont des cellules nerveuses
qui ont le réle de mécanorécepteur[165].

1.2. Derme :

Cette couche intermédiaire est séparée de I'épiderme par la jonction dermo-épidermique qui
constitue une barriere physico-chimique. Cette derniere est un élément clé de la cohésion de la
peau[166]. Elle relie I'épiderme a la membrane basale sur laquelle viennent s'ancrer a sa face
profonde les fibres de collagéne du derme superficiel. Le derme est lui-méme séparé en deux
zones anatomiquement différentes :

- le derme superficiel ou papillaire, contenant le réseau vasculaire superficiel et les

terminaisons nerveuses sensitives

- le derme profond ou réticulaire, riche en fibroblastes baignant dans la matrice
extra-cellulaire englobant le réseau vasculaire et les annexes cutanées (poils,

glandes sudoripares et sébacées)

60



Le derme est constitué de fibres synthétisées par les fibroblastes : les fibres de collagéne, de
réticuline et d'élastine qui conférent a la peau sa souplesse et son élasticité. Certaines cellules
de I'immunité telles que les lymphocytes, les mastocytes et les macrophages sont également

présentes.
1.3. Hypoderme :

L'hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Elle contient les adipocytes qui
constituent les réserves énergétiques du corps et qui séparent le derme profond des fascias
musculaires. Cette couche permet de donner de I'élasticité a la peau et d'isoler thermiquement
et physiquement le corps humain de I'environnement extérieur. Elle protege des coups et
chocs mécaniques et permet la thermorégulation du corps[166].

2. Fonctions de la peau :

Ces différentes structures permettent a la peau dassumer de nombreuses fonctions. Cet
épithélium souple et résistant a une fonction protectrice essentielle au maintien de l'intégrité

corporelle et a la survie de I'étre humain. Elle permet :

- la protection physique et mécanique contre les chocs, la chaleur, le froid, les agents

biologiques et chimiques
- la photoprotection contre les UV
- la thermorégulation
- la perception sensorielle : douleur, chaud, froid
- la synthése de vitamine D

En effet, cette protection se fait notamment par la présence de plusieurs couches constituant la
peau et la présence de fibres particuliéres d'élastine et de collagene qui permettent la
résistance et la souplesse de la peau. La synthése de mélanine effectuée par les mélanocytes
est la réaction vis a vis de I'exposition au soleil et aux UV. Cela permet aux cellules de
protéger leurs noyaux et éviter des dégradations de I'ADN. C'est cette mélanine qui donne une
couleur plus ou moins brune a la peau[164]. La thermorégulation s'effectue grace aux
capillaires sanguins présents a la surface de la peau et permettent a la chaleur de s’échapper
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ou détre conservée et aident a maintenir la température corporelle constante. Cette
thermorégulation est aussi effective par la transpiration cutanée et I'évacuation d'eau a la
surface de la peau. Cette perte d'eau est d'ailleurs régulée et un certain nombre de facteurs
interviennent dans ce processus complexe. Ce processus est associé a la fonction barriére de la

peau.

Les mécanorécepteurs présents dans les couches de la peau permettent la perception
sensorielle de stimuli douloureux, de ressentir la chaleur ou le froid et d'avoir une sensibilité.
Ils permettent le toucher. La synthese de Vitamine D est activée par l'exposition au soleil et
aux UV et permet le bon renouvellement de [I'épiderme, elle intervient aussi dans

I'homéostasie phospho-calcique.
» Fonction immunitaire de la peau :

L'épiderme est en contact permanent avec les molécules de l'environnement et les agents
infectieux. En effet, il se situe a l'interface entre le corps humain et le milieu extérieur. 11 doit

donc étre capable de se défendre contre des agressions potentielles[164, 167].

Toutes les cellules cutanées ont un rdle dans I'immunité. Les kératinocytes et les cornéocytes
forment par leur union grace aux desmosomes, hémidesmosomes et cornéodesmosome une
barriere physique solide. Ces mémes kératinocytes sont capables de produire des peptides
antimicrobiens, les défensines, mais sont aussi en mesure d'initier la réponse inflammatoire en
cas de traumatisme physique ou chimique en produisant des facteurs solubles clés de
I’immunité: les cytokines et les chimiokines. La présence de cellules dendritiques forme un
réseau de sentinelles immunologi  ques aux mailles tres serrées dans I'épiderme, ces cellules
sont aussi appelées cellules de Langherans et permettent d'étre au premier plan a l'interface de
I'immunité innée et acquise. Ils activent les Lymphocytes et le recrutement des leucocytes qui
vont étre des acteurs majeurs dans la lutte contre le pathogéne (Figure 17) [165, 168].
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- Les premiéres lignes de défense
1. Les interfaces : barrieres physiques

Comeal
Graondar | (80

Basal

Exemple : la peau

Les épithéliums empéchent les virus d'envahir I'organisme

Figure 18: La fonction immunitaire de la peau [169].

La peau n'est pas identique en tout point du corps. En effet, il existe des zones plus ou moins
humides, plus ou moins dotées de poils qui ne présentent pas les mémes caractéristiques. Les
glandes y sont réparties de facon différente et ces variations ont une incidence sur la présence
des microorganismes a la surface de notre corps. Ces microorganismes résidents forment le
«microbiote cutané » et celui-ci participe a la fonction immunitaire que représente la barriere
cutanée[168].

Figure 19 : Le microbiote cutané, un second génome [170].
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3. Les difféerents viromes cutané :

Les téguments humains comprennent la peau, les cheveux et les ongles, et jouent un role
majeur en tant que barriere protégeant le corps humain de l'environnement extérieur. Ils
représentent également un écosystéme complexe abritant diverses especes bactériennes,
fongiques et virales. Les données de séquencage a haut débit sur la flore virale de la peau
commencent a peine a étre générées. En utilisant la technologie Illumina, Foulongne et
Al.[171] ont détecté une grande diversité d'espéces virales procaryotes et eucaryotes dans des
extraits d'’ADN de tampons cutanés sains. Les plus abondants étaient les virus a ADN
eucaryotes, tels que les virus a ADNsb de la famille Circoviridae ainsi que les virus a ADNdb
des familles Polyomaviridae et Papillomaviridae. Des membres de Circoviridae (genre
Gyrovirus) ont déja été signalés dans la peau humaine de 4% des personnes en bonne
santé[172]. Sauvage et al.[172] ont identifié un nouveau virus, le Gyrovirus humain, dans un
échantillon de peau prélevée sur un donneur apparemment sain. La gamme d'hotes et le cycle
d'infection du Gyrovirus humain restent inconnus. D'autres virus a ADNsb de la famille des
Parvoviridae ont également été trouvés dans la peau humaine non malade. Bien
qu’initialement signalé comme l'agent étiologique de I'érythéme infectieux, le Parvovirus B19
est généralement hébergé dans une peau humaine apparemment saine. Bonvicini et AL[173]
ont constaté que la prévalence de B19 était de 25% dans les biopsies cutanées apparemment
saines. Le groupe a constaté que les jeunes sujets avaient un taux de virémie B19
significativement plus élevé que les adultes, ce qui suggere que la persistance virale a long

terme pourrait étre le résultat courant aprés une infection primaire.

Les polyomavirus sont également des virus cutanés courants. Ils ont un génome d'ADN
double brin circulaire d'environ 5 000 pb entouré d'une capside icosaédrique non enveloppée.
Les polyomavirus ont été décrits pour la premiére fois en 1953 chez la souris, mais depuis
lors, ces virus ont été détectés chez d'autres espéces de vertébrés, y compris les humains. Chez
I'homme, un nouveau polyomavirus, le polyomavirus a cellules de Merkel (MCPyV), a été
récemment identifié [101, 174]. La présence de MCPyV dans la peau humaine a été associée a
une forme agressive de cancer de la peau, le carcinome a cellules de Merkel (MCC). Les
infections a MCPyV se retrouvent dans 80% des MCC. Cependant, le MCPyV et deux
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nouveaux polyomavirus identifiés, HPyV6 et HPyV7, sont également fréquemment éliminés
de la peau humaine apparemment saine[171, 175]. Dans le cas du MCC, lI'accumulation de
mutations délétéres dans le génome du MCPyV, y compris le géne de l'antigene viral T, rend
le virus non infectieux. Ainsi, le réle oncogéne du MCPyV ne refléte pas nécessairement son

mode de vie mais plut6t la conséquence de mutations virales délétéres.

D'autres virus a ADNdb associés au développement néoplasique ont également été identifiés
sur une peau saine. La détection des a et B-HPV ainsi que de I'nerpésvirus humain 7 (HHV) a
été récemment signalée dans les biopsies cutanées [176, 177]. Le HHV7 a été initialement
isolé des lymphocytes T CD4 + obtenus a partir des lymphocytes du sang périphérique d'un
individu apparemment en bonne santé[178] et a ensuite été associé a des lymphomes cutanés
primaires a cellules T (CTCL). Cependant, la faible prévalence du HHV7 dans le CTCL ainsi
que sa présence dans les biopsies cutanées saines suggerent que le HHV7 n'est peut-étre pas la
principale cause du CTCL [177, 179].

Les virus infectant les bactéries sont également fréquemment trouvés dans la peau humaine et
jouent un réle important dans le contr6le de la population bactérienne. En utilisant la
métagénomique virale, les virus appartenant aux familles Myoviridae, Siphoviridae,
Microviridae, Podoviridae et Inoviridae ont été identifiés et les virus des familles
Siphoviridae et Microviridae étaient les plus abondants. Un genre de phage commun présent
dans une peau humaine saine était constitué de bactériophages infectant Propionibacterium
acnés (famille des Siphoviridae). La bactérie P. acnés représente un membre dominant de la
microflore cutanée et a également été impliquée dans la pathogenese de l'acné. Plusieurs
bactériophages de P. acnés isolés des follicules sébacés de donneurs sains ont été récemment
caractérisés[180]. Ces phages ont montré une variabilité génétique réduite avec une large
gamme de souches bactériennes infectieuses, suggérant lI'existence de contraintes évolutives

qui préservent I'nomogénéité de la population de phages.
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Tableau VI: Les différentes virome cutané [104].

Le génome Famille viral Exemple d’espéce

Anelloviridae TTV
Circoviridae Gyrovirus humain

ALY Herpesviridae HHV7
Papillomaviridae B et y papillomavirus
Parvoviridae Parvovirus B19
Polyomaviridae MCPyV
Poxviridae Vaccinia virus

4. Role des viromes cutané dans la symbiose et la dysbiose cutané :

4.1. Bactériophages :

Les bactériophages (également dénommeés phages) sont des virus qui infectent spécifiquement
les bactéries. Ils ont été décrits pour la premiére fois par un chercheur anglais, Frederick
Twort, en 1915. Deux ans aprés et de maniére indépendante, Felix d’Hérelle, un chercheur
Franco-Canadien fit également la découverte des bactériophages. Il envisagea immédiatement
leur utilisation pour éliminer des bactéries pathogénes et traiter des infections. Il est ainsi
considéré comme le précurseur de la phagothérapie (la thérapie par les phages). Puisque ces
virus sont capables de tuer une espece de bactérie, pourquoi ne pas les utiliser pour éliminer
une bactérie pathogéne ? C’est la base de la phagothérapie qui est utilisée actuellement dans
de nombreux pays de I’Est. En Europe de I’Ouest des recherches ont récemment démarré afin

de valider cette thérapie selon les normes de nos instances de santé publique.

S’il existe différentes formes de bactériophages, la structure commune est la méme [181]. Elle
comporte au minimum : le matériel génétique, en général contenu dans une capside (ou
capsule), un dispositif d’arrimage a la bactérie cible et un dispositif d’injection du matériel

génétique dans la bactérie (Figure 20).
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Figure 20: Structure du bactériophage T4, spécifique de la bactérie Escherichia coli [182].
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4.1.1. Classifications

L’organisme responsable de la nomenclature et de la taxonomie des virus s’appelle
I’International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). On dénombre 21 morphologies
différentes chez les virus bactériens actuellement reconnus par I''CTV. En 2000, plus de 5 000
bactériophages différents avaient été observés et décrits. Plus de 95 % d'entre eux possédaient
une queue impliquée dans l'entrée de I'ADN du phage dans la cellule bactérienne (famille des
Caudovirales). La morphologie de la queue permet de subdiviser cette large famille en 3

groupes :

Les Siphoviridae, caractérisés par une longue queue non contractile, forment la plus grande

famille (60 % des virus caudés). Exemple : T5;

Les Myoviridae ont de longues queues contractiles, composées d'un tube extérieur qui se
contracte autour du tube central rigide lorsque le virus se trouve a la surface de sa bactérie
hote. Le tube rigide perfore alors la paroi bactérienne et crée un passage pour I'ADN

phagique. Exemple : T4 ;

Les Podoviridae ont de petites queues non contractiles, ils intégrent dans leur capside des
protéines qui servent a empaqueter I'ADN dans la capside lors de la formation du virion et qui
sont éjectées dans la paroi de I'n6te avant I'éjection de I'ADN. Exemples : T7, P22.

4.1.2. Bactériophages et lyse bactérienne :
Le cycle lytique comporte différentes phases [183]

1.  Arrimage, c’est-a-dire fixation du phage sur la bactérie grace a des récepteurs
spécifiques au phage et a I’espece bactérienne a laquelle il s’attaque.

2. Perforation de la paroi et de la membrane bactériennes a I’aide d’enzymes contenus

dans le phage

3. Injection de I’ADN du phage dans le cytoplasme bactérien, le plus souvent a I’aide

des molécules contractiles du fourreau, qui se comporte ainsi comme une seringue.

4.  Production avec fragmentation de I’ADN bactérien et utilisation de celui-ci pour

synthétiser les eléments constitutifs des futurs phages.
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5. Maturation et assemblage des différents éléments produits.

6.  Eclatement de la bactérie et libération des phages dans le milieu. Cette opération
conduit & la mort bactérienne et a la production de 50 & 100 clones du phage original
pour chaque cycle Iytiqgue. Le cycle Iytique produit ainsi un phénomene
d’amplification considérable puisque pour une bactérie attaquée, il y a plus de 50
phages produits. La production totale de phages est, par ailleurs, d’autant plus

importante que le nombre de bactéries (inoculum) est élevé.

Le cycle lytique se déroule habituellement en moins de 30 minutes alors que le processus de
division bactérienne requiert environ 1 heure. La destruction des populations bactériennes
(bactéricidie) est ainsi plus rapide que leurs capacités de renouvellement. Par ailleurs chaque
phage est spécifique d’une espéce bactérienne (son systéme d’arrimage est spécifique, son
ADN est probablement lui aussi adapté a I’ADN bactérien qu’il va fragmenter). En revanche,
il peut s’attaquer a une ou plusieurs souches dans la méme espece. Cette spécificité d’espéce

interdit aux phages de modifier les autres espéces présentes dans le milieu.
4.1.3. Place des phages dans la nature

Les bactériophages, bien que méconnus, représentent la biomasse la plus importante de la
planéte. Considérant qu’il y en aurait dix a cent fois plus que de bactéries, leur abondance est
évaluée a 10°°-10* [184]. On dénombre en moyenne 10’ phages par ml dans les milieux
liquides et jusqu’a 10° dans les sédiments. Leur importance est donc considérable. 1ls seraient
apparus sur terre avec les premiéres bactéries. Leur ancienneté serait ainsi estimée a plusieurs
milliards d’années. lls sont de ce fait soumis a I’influence de I’évolution depuis des temps
immémoriaux et ont perduré depuis lors, en dépit des phénomenes cataclysmiques qui ont
menaceé I’existence de la vie sur notre planéte. Pour toutes ces raisons, on peut considérer que
les bactériophages sont parfaitement fonctionnels, et étroitement adaptés aux milieux naturels
qui les hébergent. Les phages représentent la forme de vie la plus variée sur terre. Pour
chaque bactérie connue, il existe en effet, au moins un phage identifié (en moyenne 10 a 100).
On trouve des bactériophages dans tous les écosystéemes, y compris dans des milieux aussi
hostiles que les déserts[185] et méme dans la neige vierge[182]. L’espece humaine héberge
aussi de nombreux phages : peau, muqueuses, et surtout tube digestif, dans lequel on a
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identifié plus de 100 phages différents. Les bactériophages sont les acteurs de nombreux
écosystemes et, bien que leur importance soit considérable, leur r6le est encore mal connu
(I"écologie microbienne est une discipline qui est apparue il y a moins de 20 ans). On sait
cependant que les phages lytiques sont directement responsables d’au moins 50% de la
mortalité bactérienne journaliéere en I’absence d’autres prédateurs. lls contribuent ainsi
probablement au renouvellement des populations bactériennes et a leur régulation. lls
contribueraient aussi a la mobilisation de substrats issus de la destruction des bactéries : ils
ont donc aussi un role a jouer dans le cycle du carbone. Les phages tempérés, quant a eux,
contribuent aux échanges de matériel génétique entre bactéries ; ils joueraient ainsi un réle
dans leur évolution. Pour comprendre le r6le que peuvent avoir les bactériophages au sein des
milieux naturels, il faut s’intéresser aux travaux de Faruque sur le choléra[186, 187] (Figure
21). Celui-ci montre que I’apparition et I’arrét d’une épidémie de choléra correspondent a une
modification de I’équilibre entre populations bactériennes (Vibrio cholerae) et populations de
phages spécifiques. Tout se passe comme si la faible quantité de bactériophages au sein des
eaux provoquait une explosion démographique chez Vibrio cholerae au point que les
populations bactériennes dépassent le seuil infectant, permettant a I’épidémie de se
déclencher. De la méme maniére, il semble que ce soit I’accroissement des populations de
bactériophages spécifiques qui réduise les populations bactériennes faisant ainsi décroitre puis
s’éteindre I’épidémie. Ces constatations tendent a confirmer le r6le du bactériophage dans la

régulation des populations bactériennes au sein des milieux naturels.
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Figure 21: Relations phages — bactéries : cas déclarés au cours d’une épidémie de choléra [182].
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Les interactions-h6tes bactéries et leur co-évolution laissent apparaitre la possibilité de
résistances des bactéries a I’action des bactériophages et laissent entrevoir une possible
inefficacité des phages sur les bactéries. On a pu montrer qu’il était assez facile de produire
in-vitro des bactéries résistantes a un phage. En revanche, il est surprenant de constater que ce
n’est pas le cas dans la nature[183]. Ce mécanisme n’est pas encore compris mais il est
probable que bactériophages et bactéries hétes subissent en permanence des mutations qui
rendent les résistances labiles. De ce fait, si les bactéries peuvent facilement devenir
résistantes aux phages, ceux-ci peuvent a leur tour, par mutation, recouvrer I’efficacité vis-a-

vis de leur bactérie cible.

Que deviennent les phages aprés disparition de leurs bactéries hotes ? D’Hérelle avait déja
montré que les phages sont trés résistants dans la nature et qu’ils tolérent des conditions
physico-chimiques biens plus difficiles que celles supportées par les bactéries, probablement
équivalentes a celles des spores bactériennes[183, 188].11 est donc probable qu’ils peuvent
survivre dans les milieux naturels sans présence de leur bactérie-h6te, mais leur survie doit

avoir des limites, pour I’instant inconnues.
4.1.4. Utilisation des bactériophages a des fins thérapeutiques (phagothérapie)

L'utilisation thérapeutique des bactériophages présente des avantages et des limites. Compte
tenu de la rapidité de leur multiplication et du nombre de clones issus de chaque cycle lytique,
il est logique d’attendre de la phagothérapie une bactéricidie intense et rapide. Celle-ci est
plus rapide que celle obtenue par les antibiotiques. Elle sera d’autant plus importante que les
populations bactériennes sont élevées, a la différence des antibiotiques. Du fait de la
specificité des phages pour une espéce bactérienne donnée, la pression de sélection est sans
doute réduite et leur impact sur les écosystemes sera, en principe, limité. Par ailleurs, la
résistance bactérienne aux phages est connue comme rare in vivo et surtout particulierement
labile. L’efficacité du produit a usage thérapeutique est ainsi espérée comme stable dans le
temps. Dans la mesure ou notre organisme héberge des phages, il n’y a pas de raison pour que
la tolérance des solutions de phages a usage thérapeutique soit mauvaise, et I’expérience de
plus de 80 ans d’utilisation en Géorgie nous renforce dans cette conviction[182].
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Tableau VII: Caractéristiques respectives de la phagothérapie et de I’antibiothérapie [182].

Bacteriophages Antibiotiques

Tres speécifiques Non spécifiques

(1 seule espece bactérienne) (y compris action sur la flore
commensale)

Procédé industriel Développement industriel

Rapide et peu couteux Long et tres couteux

Bactérie cible Bactérie cible

Connue ou supposée Possiblement inconnue

Pas d’effets secondaires Effets secondaires multiples

Limites Limites

Bactérie intracellulaires Effets secondaires

Infections parenchymateuses

Les antibiotiques sont irremplacables dans certaines situations (infections a germes
intracellulaires / infections parenchymateuses). Les phages semblent indispensables dans
d’autres situations (infections & bactéries multirésistantes aux antibiotiques). De plus, il y
aurait avantage a utiliser phages et antibiotiques concomitamment, car le bactériophage réduit
I’inoculum bactérien ce qui permet a I’antibiotique d’agir plus efficacement et probablement
avec une pression de sélection réduite (moindre probabilité d’apparition de résistances
puisque I’inoculum bactérien est plus faible). De plus, I'utilisation des bactériophages va
s’accompagner d’un moindre recours aux antibiotiques. Dans la mesure ou c’est précisément
I’utilisation des antibiotiques qui fait le lit des résistances bactériennes, I’utilisation de la
phagothérapie doit permettre de réduire les résistances bactériennes aux antibiotiques. On le
voit, il y a un bénéfice a utiliser antibiotiques et bactériophages non seulement pour leurs
effets synergiques mais aussi parce que tant les antibiotiques que les bactériophages sont
irremplacables dans certaines situations. Antibiotiques et bactériophages ne sont donc pas
concurrents mais bien complémentaires et la phagothérapie doit étre envisagée comme une

arme supplémentaire dans I’arsenal de la lutte contre les infections bactériennes [182].
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4.2. Papillomaviridae

Les papillomavirus (PV) appartiennent a la famille des Papillomaviridae, large famille
laquelle englobe des virus qui infectent les épithéliums de la peau et des muqueuses de
I’lhomme et de nombreuses espéces animales (mammiféres, oiseaux, reptiles) [189], dont
certaines sont utilisées comme modéle d’étude a I’instar du lapin d’Amérique ou Cottontail
Cabbit. L’évolution du sous-groupe des HPV fait I’objet de nombreuses études, tant sur un
plan phylogénétique que fonctionnel, qui concluent a leur origine trés ancienne [190, 191].
Ces virus sont apparus il y a plus de 350 millions d’années et ont co-évolué avec leurs hotes
vertébrés dont I’espéce humaine. Les HPV font partie intégrante de I’environnement
microbiologique de I’Homme. Les HPV cutanés sont décrits comme des virus commensaux
ubiquitaires de I’Homme [192]. Dans certaines conditions, ces virus commensaux peuvent
développer un potentiel pathogéne qui se manifeste de la simple Iésion bénigne a type de

verrue jusqu’a des Iésions malignes pouvant évoluer en cancer [193].
On dénombre actuellement plus de 320 PV dont la séquence génomique est disponible.
4.2.1. Classification

Une classification phylogénétique de ces virus a été fondée sur I’lhomologie de la sequence du
géne L1 codant la protéine majeure de capside, I’un des deux génes les plus conservés (avec
le géne E1) au cours de I’évolution des PV [194, 195]. Un génotype est considéré comme
nouveau lorsque la séquence nucléotidique du géne L1 présente au moins 10% de différence
avec un autre PV [195]. On dénombre a ce jour 38 genres de PV, les virus étant regroupés au
sein de chaque genre sur la base d’une homologie de séquence des génes L1 d’au moins 60%
[195]. Les HPV sont répartis en 5 genres alpha, béta, gamma, mu et nu (Figure 22). Les
genres mu et nu sont largement minoritaires puisqu’ils ne comptent que 4 représentants (mu-
HPV1, 63, 204 et nu-41) [196]. Enfin, les genres alpha, béta et gamma sont divisés en
différentes especes présentant 60 a 70 % d’homologie de séquence nucléotidique [197]. On
dénombre treize especes alpha, cing especes béta, onze especes gamma, deux especes mu et

une espece nu.
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La mise en ceuvre ces derniéres années de méthodes tres sensibles de détection a permis a
partir de préléevements cutanés, la découverte d’un grand nombre de nouveaux génotypes
HPV, appartenant majoritairement aux genres béta et gamma [194]. Notre connaissance de ce

virome et le répertoire des HPV référencés sont ainsi en constante évolution [189].

Alpha-papillomavirus
mucosal & cutaneous

Mu-papillomavirus
cutaneous

Nu-papillomavirus
cutaneous

Gamma-
papillomavirus
cutaneous

Beta-papillomavirus
cutaneous

Figure 22: Arbre phylogénétique des HPV [193].
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Les HPV sont classés en 5 genres ; les genres alpha et béta-gamma représentent les genres les
plus importants. Les HPV appartenant au genre alpha sont souvent classés selon la nature des
épithéliums qu’ils infectent et le risque oncogéne qu’ils représentent : en gris les alpha-HPV
cutanés a bas-risque oncogéne, en jaune les alpha-HPV muqueux a bas-risque oncogéne et en
rose les alpha-HPV muqueux a haut-risque oncogene.

4.2.2. Papillomavirus humain et virome cutané
Des analyses NGS du virome HPV cutané ont mis en évidence de nombreux génotypes,
appartenant principalement aux genres béta et gamma, ainsi que des séquences putatives
d’HPV a ce jour encore non classifiés [198, 199]. Virus ubiquitaires, les HPV cutanés sont
probablement transmis précocement dans I’enfance via les contacts intrafamiliaux [200, 201].
Des études récentes de métagénomique ont montré une grande variabilité interindividuelle du
virome de la peau, suggérant I’existence d’un virome propre a chaque individu [171, 202]. La
distribution ou I’expression des HPV varient en fonction des sites anatomiques [203]. En
effet, I’analyse de prélevements cutanés montre que les séquences HPV étaient trés
abondantes au niveau de la paume de la main, du front, du sillon rétro-auriculaire et de
I’occiput. Ces variations pourraient résulter d’une différence d’exposition a des agents
physiques et biologiques tels que les UV, la température, I’humidité ou la production de
sébum[198, 199]. Il semblerait la composition du virome HPV soit d’abord intrinseque a
chaque individu puis soumise aux parametres propres a chaque site anatomique [204]. Des
interactions interindividuelles proches, comme les interactions intrafamiliales semblent
influer aussi sur la composition du virome HPV d’un individu [205]. De plus, les génotypes
HPV pourraient étre distribués en fonction de la provenance géographique des individus
[206]. Le role biologique du virome HPV présent & la surface de la peau de tout individu n’est
pas déterminé a ce jour. S’agit-il d’une symbiose mutualiste entre les HPV-et son héte ; ou de
commensalisme ou seuls les HPV profiteraient de cette interaction sans pour autant nuire a

leur hote ? Ces questions restent encore en suspens.
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4.2.3. Réponse de | *hote aux infections papillomavirus humain

Plusieurs caractéristiques des HPV et de leur cycle naturel font que ces virus le plus souvent
asymptomatiques ne seraient pas détectés par le systeme immunitaire : 1/ le cycle réplicatif
des HPV est exclusivement intra-épithélial et sans virémie associée ; 2/ les protéines virales
précoces sont tres faiblement exprimées au niveau des couches basales ; et les protéines de
capside, malgré le fait qu’elles soient trés immunogenes (comme le montre la réponse
immune aux pseudovirions utilisés dans les vaccins anti-HPV) sont exprimées uniquement
dans les couches supérieures de I’épithélium, a distance des cellules immunitaires contenues
dans le derme ; 3/Les HPV sont des virus non lytiques, qui sont formés dans les couches
externes de I’épithélium constituées de kératinocytes différenciés et sont éliminés au cours du

processus de desquamation naturel de ces couches supérieures.

De plus, les HPV ont développé des stratégies d’interférence avec les réponses de I’héte qui
se situent a la fois au niveau local (épithéliale) et systémique (immunitaire). Les protéines E6
et E7 blogueraient ainsi la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les kératinocytes,
qui pourraient contribuer a la fonction effectrice de cellules de la réponse immune innée (e.g.
cellules de Langerhans présentatrices de I’antigene au sein de I’épithélium et recrutement de
lymphocytes T et de cellules dendritiques [207-209] au site de I’infection. Elles interagissent
respectivement avec les facteurs 1 et 2 régulateurs de I’interféron (IRF-1 et IRF-2),
empéchant la transcription de I’'lFN-p.162,163 La protéine E6 se lie également a la tyrosine
kinase 2 (Tyk2) et empéche celle-ci d’interagir avec I’ IFN-a responsable de I’activation de la
voie JAK-STAT.164,165 Enfin les protéines E5 et E7 diminuent I’expression des molécules
du CMH a la surface des cellules présentatrices de I’antigéne, réduisant ainsi le processus de
présentation des antigénes viraux et le recrutement lymphocytaire T [210-213].

Ces caractéristiques associées a I’absence de modéle d’étude du cycle naturel des HPV in
vivo, incluant le portage asymptomatique du virus qu’il s’agisse de latence ou de persistance
virale, freinent la compréhension des réponses mises en place par I’hdte au niveau épithélial et
immunitaire afin de contrdler I’infection mais aussi des stratégies d’échappement du virus.
Lorsque la réponse immunitaire échoue a éliminer I’infection a HPV, une infection persistante
peut s’installer et conduire a des manifestations cliniques dont le large spectre est développé
dans le chapitre suivant.
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4.2.4 Manifestations cliniques de I’infection a HPV

Les manifestations pathologiques des infections HPV s’échelonnent de Iésions bénignes,
telles que les verrues ou les condylomes, a cancéreuses. Les HPV sont ainsi responsables de
pres de 5 % des cancers humains dont le cancer du col de I’'utérus (2éme cancer de la femme
par ordre de fréquence a I'échelon mondial) mais aussi de cancers anogénitaux et de

I’oropharynx ; ainsi que certains cancers non mélanocytaires de la peau.
4.2.4.1 Verrues vulgaires

Les verrues vulgaires peuvent étre isolées ou multiples et de taille variable. Elles surviennent
a des localisations diverses, majoritairement au niveau du dos de la main ou des genoux chez
les enfants (Figure 23). La prévalence des verrues vulgaires s’échelonne de 3,5% [214] chez
Iadulte a plus de 30% chez I’enfant. L’incidence augmente chez les patients
immunodéprimés (développé dans le chapitre IV.4.b), et les lésions sont plus nombreuses et
plus récalcitrantes au traitement. Les génotypes 1, 2, 4, 27 et 57 [215-217] sont les plus
prévalents. Le génotype 7 est retrouvé dans les verrues vulgaires chez les individus dont les

mains sont chroniquement exposées a I’humidité et au froid [218].

Figure 23 : Verrue vulgaire, aspect macroscopique [219].
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4.2.4.2. Verrues plantaires

Les verrues plantaires sont des Iésions bénignes qui surviennent au niveau de la plante des
pieds, en particulier chez les enfants. Les génotypes 1 et 4 sont fréguemment mis en cause
[220].190 HPV1 induit des lésions souvent douloureuses appelées myrmécies prenant la
forme de bouchons kératosiques, avec un épiderme rugueux piqueté de points noirs. HPV4 est
mis en cause dans des verrues mosaiques, correspondant a un ensemble de lésions plus
superficielles et moins douloureuses pouvant se situer au niveau des orteils [193]. Les
génotypes 57, 60, 63, 65, et 66 sont aussi impliqués dans le développement de verrues

plantaires.
4.2.4.3. Autres types de verrues

Les verrues planes sont de petites lésions légérement surélevées pouvant étre pigmentées et
siégeant freqguemment sur la face ou le dos de la main (Figure 24). Elles sont communément
attribuées aux génotypes 3 et 10 [193]. Les verrues filiformes ou pédiculées correspondent a
des lésions se développant perpendiculairement a la surface de la peau. Elles s'arrachent
facilement et se propagent assez vite sur le visage, le cou ou les lévres [218]. Les verrues
pigmentées présentent une gamme de couleurs allant du gris au brun foncé, et sont localisées
au niveau palmo-plantaire, ou sur la face latérale des mains, des doigts, et des pieds [221].

Figure 24 : Verrue plane, aspect macroscopique [219].
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4.2.4.4. Cancers cutanés

La maladie de Bowen est un cancer intraépidermique in situ. Dans 3 a 5% des cas, il évolue
vers un carcinome invasif pouvant étre associé a des métastases. Des HPV muqueux ont été
détectés dans ces lésions carcinomateuses extra-génitales, spécialement dans la région péri-
unguéale. D’autres HPV ont été occasionnellement détectés tels HPV2, 6, 11, 54, 58, 61, 62 et
73 [222].

Une association entre I’infection a HPV et les cancers cutanés épithéliaux a été suspectée dans
la population générale sur des arguments épidémiologiques [223-225]. Des HPV mugueux, en
particulier HPV16, sont parfois détectés dans les carcinomes épidermoides (SCC) et les
carcinomes basaloides (BCC), et plus rarement les génotypes 2, 31, 34, 35, 58, 61 et
73.193,194 D’autre part un lien entre HPV et les cancers cutanés épithéliaux a été mis en
évidence chez les patients immunodéprimés et au cours de certains déficits immunitaires
congénitaux. L’analyse moléculaire des béta-HPV et les données sérologiques suggérent un
role de certains béta-HPV dont HPV8, 20 et 38 dans le développement des cancers cutanés
chez les patients immunodéprimés. Le lien entre HPV et cancer cutané est moins clair chez
les sujets immunocompétents. HPV16 mais aussi HPV2, 31, 34, 35, 58, 61 et 73 sont parfois
détectés dans les BCC et SCC [225].

Les carcinomes de la peau non-mélanocytaires (NMSC) représentent les cancers les plus
fréquents pour la population caucasienne [226, 227]. Des données biologiques et
épidémiologiques étayent | "hypothese d’une coopérativité entre I’exposition aux UV et les
béta-HPV dans la carcinogénes [227]. Un r6le des béta-HPV a initialement été suspecté chez
les patients atteints d’épidermodysplasie verruciforme  [228]. Cette association béta-
HPV/NMSC a aussi été documentée chez des patients immunodéprimés tels que les greffés
d’organes solides et les patients infectés par le VIH [228-230]. Le risque augmenté de cancer
chez ces deux populations immunodéprimées renforce I’idée d’une association avec un agent

infectieux comme HPV.

Le rble des béta-HPV est aussi suspecté dans le développement de NMSC chez les individus
immunocompétents [230]. L’ADN de béta-HPV a été retrouvé dans plus de 65% des SCC
[231] et plus de 50% des BCC [232]. Une association positive a été mise en évidence entre la
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présence de béta-HPV au niveau des sourcils et des antécédents de SCC [233]. Par contre
cette association n’a pas été retrouvée pour les BCC [234]. Plusieurs études ont montré que le
risque de développer un SCC augmente avec le nombre de génotypes béta-HPV retrouvés
dans les sourcils [235]; et comme attendu ce nombre est plus élevé en cas de SCC qu’en cas
de BCC. Enfin la prévalence des béta-HPV dans les sourcils est plus élevée en cas de kératose
actiniqgue (AK) une lésion précancéreuse comparé au carcinome épidermoide [235]. De
maniére concordante, les charges virales tissulaires HPV diminuent au cours de la
carcinogénese, étant plus importantes dans les AK que dans les SCC, et suggere un réle

précoce du virus dans le développement de la carcinogénése.

Finalement, la présence d’anticorps dirigés contre les HPV cutanés a été associée avec le
SCC, le risque de SCC augmentant avec le titre d’anticorps spécifiques de béta-HPV. Cette

association semble spécifique des béta-HPV, en particulier des espéces 1 et 2 [236-238] .

4.2.5. De I’'identification de nouveaux HPV au concept de virome : impact de

I’évolution des techniques de séquencage
4.2.5.1 Clonage et cartographie des génomes viraux :

Les premieres études comparatives des génomes des HPV ont été réalisées a partir d’ADN
provenant de particules virales contenues dans des verrues. Une digestion de cet ADN par des
enzymes de restriction permettait ainsi de dresser une carte physique des fragments
génomiques générés, spécifiques du génome étudié [235, 239-241]. Dans les années 80, le
développement des techniques de clonage et de séquencage capillaire Sanger a permis
d’obtenir la premiere séquence nucléotidique compléte d’HPV1 [241, 242]. De nombreux
génotypes d’intérét clinique comme HPV2, 5, 6, 8, 11, 16, 18 et 27 ont ainsi été identifiés au

cours des années 1980-1990.

La découverte d’un nouveau génotype HPV est confirmée lorsque le génome viral complet a
été sequencé et cloné dans un vecteur bactérien. Le clone est alors déposé au centre
international de référence des HPV (International Human Papillomavirus Reference Center)
situé a I’institut Karolinska en Suéde, en charge de vérifier la séquence et d’attribuer son
identité au nouveau génotype découvert qui est numéroté en fonction de la date de dép6t de la
séquence [194, 243].
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4.2.5.2. Hybridation directe :

Les techniques d’hybridation directe permettent de détecter la présence d’un ou de plusieurs
HPV HR. Il n’y a pas d’identification plus précise du génotype incriminé ou de la présence

potentielle d’infections multiples. Leur principe re

sondes spécifiques des génotypes HR les plus fréquemment retrouvés en association avec un
cancer du col de I’'utérus (Figure 25). C’est le principe de la trousse ADN Hybrid Capture® 2

HPV-haut risque (HC2) (Qiagen).
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Figure 25 : Hybridation en phase liquide [244].
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Le principe repose sur I’utilisation de sondes spécifiques des génotypes HPV HR les plus
fréquemment retrouvés dans le cancer du col de I’utérus, qui s’hybrident directement a I’ADN

HPV dénaturé présent dans I’échantillon clinique en phase liquide.

4.2.5.3. Réaction en chaine par polymérase (Polymerase Chain Reaction, PCR)

et génotypage par sequencage ou hybridation inverse :
4.2.5.3.1. Réaction de PCR :

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est aujourd’hui la technique la plus fréqguemment
utilisée pour la détection des HPV et autres composants du microbiote. La PCR permet
I’amplification d’une séquence subgénomique spécifique de I’espece étudiée directement a
partir de I’ADN extrait d’un échantillon. Dans le cas des HPV, on utilise un couple d’amorces

ciblant spécifiqguement la séquence subgénomique du génotype que I’on souhaite analyser.

Des systemes multiplex ont été développés, pour lesquels plusieurs couples d’amorces,
chacun spécifique d’un génotype sont réunis au sein d’un méme mélange réactionnel. Ces
systemes multiplex permettent d’analyser la présence de plusieurs génotypes en une seule
réaction de PCR [245, 246].

4.2.5.3.2. Génotypage des papillomavirus humain amplifiés par PCR :
> Séquencage capillaire

En séquencage capillaire la séquence de I’ADN cible amplifié est comparée a I’ensemble des
séquences génomiques disponibles dans la banque de données GenBank a I’aide du logiciel
BlastN. La technique a pour principal inconvénient d’étre limitée a la détection de la

population majoritaire HPV présente et ne peut pas étre utilisée en cas d’infection multiple.
> Génotypage par hybridation inverse

Cette technologie utilise des sondes oligonucléotidiques fixées sur des bandelettes [247]. Le
test INNO-LIPA HPV GenotypingExtra 11® (Fujirebio) est une technique d’hybridation
inverse type LiPA (line probe assay), marquée CE-1VD, permettant la détection spécifique de
trente-deux types d’HPV dont treize types d’HPV a haut risque (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, et 68), six potentiellement a haut risque (26, 53, 66, 70, 73, et 82), neuf types a
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bas risque (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, et 81) et quatre types non classés (62, 67, 83, et 89).
Le test repose sur I’amplification par PCR d’un fragment de 65 pb au sein de la région L1 du
génome d’HPV en utilisant les amorces consensus SPF10 biotinylées (Figure 15). Les
amplimeres biotinylés sont ensuite hybridés avec des sondes oligonucléotidiques spécifiques
de type d’HPV. Les étapes d’hybridation sont réalisées sur systéme d’automatisation. La
lecture de la position des bandes permet de définir quels types d’HPV sont présents [248-
250].

2PCERE:
HPV et contréle interne ADN

L —— 4

; /Dénaturation
19 Q Substrat @

Dépdt sur bandelettes :
hybridation avec les sondes

—_— —
Liaison du conjugué Révélation par le
streptavidine-enzyme substrat

Figure 26 : Principe du test InnoLipa Extra Il [244].

Les sondes spécifiques de type d’HPV sont immobilisées en lignes paralleles sur des bandelettes de
nitrocellulose. Aprés hybridation et lavage stringent, le conjugué streptavidine-phosphatase alcaline est ajouté et
se lie a tout hybride biotinylé formé. L’incubation avec le chromogene BCIP/NBT forme un preécipité violet au

niveau des lignes réactionnelles.
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> Génotypage par puce a ADN

Le principe des puces a ADN est proche de celui de I’hybridation inverse sur bandelettes mais
le support de I’hybridation, sur lequel sont fixées les sondes sous forme de spots bien
distincts, est plus varié, de type lame en verre ou en plastique, type fond de tube tronqué et de
taille différente (macro ou microarrays) [251, 252]. La révélation peut étre soit colorimétrique
via la biotine, soit fluorimétrique via un fluorochrome selon le marquage des amorces
utilisées pour la PCR. Les tests PapilloCheck® (Greiner Bio-One) et CLART HPV 2®
(Genomica) s’appuient sur ce principe.

> Génotypage par technologie d’array en suspension (XMAP) ou Luminex

Le principe repose sur I’utilisation de microbilles de polystyréne colorées par un fluorophore
et couplées a des sondes spécifiques pour chaque type HPV [253]. L’amplicon est marqué par
un autre fluorophore. L’analyse est effectuée par cytométrie de flux a 2 lasers permettant de
détecter simultanément des réactions multiples dans un méme tube. Le test Digene HPV
Genotyping LQ Test® (Qiagen) amplifie le géne L1 a partir des amorces GP5+/GP6+ et
S’appuie sur ce principe.

4.2.5.4. Réplication circulaire de I’ADN :

La Rolling-Circle Amplification (RCA) pour « réplication circulaire de I’ADN » est une
technique d’amplification isotherme de I’ADN circulaire double brin ou simple brin, qui
utilise I’ADN polymérase du bactériophage phi29 et des amorces hexameériques aléatoires
[254]. Cette technique permet I’amplification des génomes viraux circulaires sans
connaissance préalable de la séquence nucléotidique. L’analyse des produits de RCA est
ensuite réalisée par clonage et séquencage Sanger, ou par séquencage haut débit [255, 256].
Cette méthodologie a permis de découvrir de nombreux nouveaux génotypes d’HPV
appartenant principalement aux genres béta et gamma, ainsi que des PV animaux appartenant
a d’autres genres. La RCA permet aussi mais dans une moindre mesure I’amplification des
génomes linéaires [256, 257], et elle est utilisée pour amplifier la totalité du génome humain.
On la désigne alors sous le terme « amplification du génome total » (Whole Genome
Amplification, WGA). On utilise également des systemes d’enrichissement, comme
I’électrophorése sur gel ou la centrifugation par gradient de densité[256], permettant la
séparation des génomes circulaires des génomes linéaires avant d’amplifier par RCA.
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4.2.5.5. Apport des techniques de sequencage haut débit :

Le séquencage haut débit High Throughput Sequencing (HTS) ou séquencage nouvelle
génération Next generation sequencing (NGS) désigne un ensemble de technologies plus
récentes permettant le séquencage de centaines de milliers de fragments d’ADN ou d’ARN
simultanément en un temps trés court. Le NGS permet ainsi d’analyser des librairies de
séquencage correspondant soit a des produits d’amplification obtenus par PCR ou RCA, soit
au contenu génomique total d’un échantillon ; les séquences analysées ayant été dissociées en
courts fragments génomiques via des méthodes de nébulisation ou de sonication. Les
principales plateformes de séquencage haut-débit sont Illumina (Solexa), Life Sciences
(Roche), lon Torrent Proton/PGM (Thermofischer) et SOLID System (Applied Biosystems)
[258], ainsi que PacBio SMRT ou Oxford Nanopore Technology Minlon, développées
spéecifiguement pour le séquencage haut débit de fragments nucléotidiques tres longs. Le NGS
permet une analyse fine de la diversité des populations virales présentes, mettant en évidence
les variants nucléotidiques ou les haplotypes faiblement représentés. Cette spécificité a été
mise a profit pour détecter les infections mixtes ou plusieurs génotypes sont présents au sein
d’un méme échantillon. En effet la sensibilité et le pouvoir discriminant du NGS sont trés
supérieurs a ceux du séquencage capillaire Sanger ; le NGS permet de détecter des variants
minoritaires représentant moins de 5% de la population cible comme cela a été démontré lors
de I’étude de I’ADN mitochondrial humain [259].

4.2.5.5.1. Métagenomique globale :

La métagénomique globale Whole Genome Sequencing (WGS) a été abondamment utilisée
pour caractériser la diversité microbiologique au sein d’échantillons biologiques ou
environnementaux et a permis la découverte de nouveaux agents pathogenes [171, 203, 260].
Elle consiste a préparer une librairie de séquencage a partir de I’ADN et/ou de I’ARN total
extrait d’un échantillon et fractionné de maniére aléatoire en de nombreux fragments. Ces
fragments seront ensuite amplifiés de maniere clonale par contiguité des séquences sur la
cellule de séquencage (Figure 16). Les séquenceurs lisent des fragments de plusieurs dizaines
de bases, appelés reads, la longueur des reads varie en fonction des technologies utilisées.
Une séquence continue s’obtient ensuite par assemblage des reads a I’aide de différents
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programmes informatiques. La présence d’acides nucléiques provenant du génome de I’h6te
ou d’autres microorganismes commensaux peut diminuer la sensibilité de la lecture spécifique
des génomes viraux. Une soustraction préalable de ces reads est nécessaire lors du traitement

bioinformatique des données associées aux génomes viraux.

Stratégie d’ Support solide

Librairie 2 Cluster 1 Cluster 2

Librairie 1 I l i
/1l ] “ 00, ﬂ/ lnﬂa i
nn" L ﬁnuu" -»ﬂ il ][R

au”ﬂn"ﬂ"/ [(ullnﬂn" uaa"lu“n"/ WYL,

Flow Cell: support en verre et lieu de I'amplification clonale (formation des clusters) et du
séquengage
Cluster: 1000 fragments de librairies

Figure 27 : NGS (lllumina), étape d'amplification clonale sur un support en verre [261].

Les adaptateurs Illumina sont présents a la fois sur le support de verre et a la fois sur chacun
des fragments appartenant a la librairie. Chaque fragment d’ADN inclus dans la librairie se
fixe via la séquence adaptateur sur le support de verre, puis va étre amplifié de maniere
clonale par contiguité (formation de ponts), pour former un cluster, c’est-a-dire un
groupement clonal du fragment d’origine.

Cette approche a été utilisée pour déterminer la séquence génomique partielle de nouveaux
virus isolés chez I’humain mais aussi chez I’animal [262-266]. Jusqu’a présent aucune de ces
nouvelles séquences putatives de PV n’a été complétement séquencée ni clonée. De ce fait,
celles-ci ne sont donc pas référencées par le Centre International de Référence des
Papillomavirus. On peut néanmoins avoir accés a plusieurs de ces séquences subgénomiques
dans GenBank (NCBI).

Les techniques de métagénomique globale génerent un nombre important de données et ont
permis la mise en évidence de I’existence d’un virome sur la peau d’individus sains,

composant le microbiote cutané au méme titre que les bactéries commensales, présentes sur la
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peau en I’absence de toute manifestation clinique. Ce virome peut avoir un réle symbiotique,
c’est a dire mutuellement bénéfique a la fois pour le virome et pour I’h6te ; ou commensal ou
seul le virome tire profil de I’interaction avec I’h6te sans pour autant lui nuire. Le virome
cutané est composé d’une multitude de virus dont des HPV. Enfin les techniques de
métagénomique globale permettent I’étude de I’intégration du génome viral dans le génome

humain.
4.2.5.5.2. Métagénomique ciblée :

Une alternative a la métagénomique globale est d’enrichir le(s) génome(s) HPV ciblé(s) avant
séquencage. Cette stratégie a été utilisée pour analyser les produits de PCR obtenus en
utilisant des amorces consensuelles a large spectre décrites plus haut [267-271]. La technique
s’avere plus efficace que la métagénomique globale pour étudier des échantillons avec de
faibles charges virales. Le NGS a aussi permis d’analyser les produits d’amplification par
RCA [272-275]. La technique de séquencage des produits de RCA présente un avantage
certain pour la découverte de nouveaux génotypes HPV. En effet le génome viral circulaire
est amplifié sans avoir recours a I’utilisation d’amorces spécifiques. Des séquences partielles
correspondant a de nouveaux génotypes HPV putatifs ont ainsi été identifiées, notamment
dans des échantillons précédemment détectés comme faussement négatifs soit par séquencage
des produits de PCR consensuelles [272, 273], soit par les tests commerciaux destinés au
dépistage des HPV HR [274]. A contrario, le séquencage des produits de RCA ne permet pas
toujours de détecter les séquences HPV mises en évidence par séquencage des produits de
PCR. Ainsi dans une étude récente, le séquencage haut débit des produits d’amplification
obtenus avec les amorces FAP59/64 a partir d’échantillons cutanés a permis de détecter 352
séquences HPV (ou putatives), tandis que les mémes échantillons analysés par séquencage
haut débit des produits de RCA a permis de détecter seulement 26 séquences HPV (ou
putatives). Parmi ces 26 séquences, 11 correspondaient a des séquences non détectées par la
premiere méthode de séquencage haut débit des produits de PCR [256, 276]. Il semble donc
que le séquengage haut débit des produits de PCR soit plus sensible que le séquencage des
produits de RCA. Cependant la technique de RCA, ne nécessitant pas une connaissance
préalable de la séquence recherchée, permet la détection potentielle de nouveaux HPV [277].
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4.2.5.5.3. Séquencage des produits de capture :

Le séquencage des produits de capture (Target enrichment sequencing / Pull-down capture
sequencing / Specific enrichment capture) est une technique d’enrichissement permettant de
séquencer directement le génome viral étudié a partir de I’extrait d’ADN, sans amplification
enzymatique préalable (Figure 17). Cette technique a été utilisée pour séquencer le génome
entier de grands virus a ADN tels que le VZV, I’EBV ou I’herpésvirus humain type 8 (HHV-
8) directement au sein d’échantillons biologiques [278]. La technique repose sur I’utilisation
des sondes d’ARN ou d’ADN dont les séquences sont complémentaires a celles du génome
étudié. Pour un génome entier, la capture peut s’effectuer dans un unique tube contenant un
mélange de sondes biotinylées complémentaires chevauchantes recouvrant la totalité de la
séquence génomique. Lors d’une réaction d’hybridation, les sondes marquées accrochées a un
support solide (par exemple des billes magnétiques recouvertes de streptavidine) capturent les
séquences complémentaires a partir des acides nucléiques totaux présents dans I’échantillon.
La capture est suivie par une étape de ligation d’adaptateurs spécifiques du séquenceur utilisé,
puis d’une étape de PCR, avec un nombre de cycles d’amplification restreint, destinée a
enrichir les fragments nucléiques capturés par les sondes. Le succes de la méthode dépend de
la disponibilité en séquences de référence du virus étudié et augmente lorsqu’un large panel
de séquences de référence est utilisé pour concevoir les sondes [279]. En utilisant un mélange
de sondes HPV élaborées a partir de la séquence totale de tous les génotypes alpha, béta,
gamma, mu et nu référencés par le Centre National de Référence des HPV, la technique a été
utilisée avec succes pour identifier les génotypes HPV impliqués dans les cancers cervicaux
ainsi que les sites d’intégration du génome des HPV HR dans le génome humain [280-282].
Cependant le sequencage des produits de capture requiert une quantité importante d’ADN, ce

qui s’avere limitant lorsque I’on travaille a partir d’échantillons cutanés.
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Figure 28 : Techniques de sequencage haut debit du génome viral [283].

Chague échantillon contient un mélange de sequences d'ADN appartenant aux différents pathogénes
(en rouge) ou a I'héte (en bleu). A gauche, le séquencage génomique total permet d'obtenir une
représentation précise des séquences présentes dans I'échantillon. Au centre, le sequencage
d’amplicons nécessite des étapes d'amplification par PCR en amont et permet ainsi d'enrichir la
quantité de fragments subgénomiques. A droite, la capture est un procédé d'enrichissement réalisé

avant séquencage a l'aide de sondes nucléotidiques biotinylées spécifiques du virus recherché.
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V. VIROME RESPIRATOIRE :
1. Appareil respiratoire :
1.1. Trachee et bronches :

La trachée est un conduit aérifére, fibro-cartilagineux, elle fait suite au larynx en regard de
C6, parcourt la partie inférieure du cou et se termine dans le thorax, ou elle se divise, en
regard de D5-D6, en deux branches, appelées bronches souches ou bronches principales
droite pour le poumon droit et gauche qui ventile le poumon gauche. Le point de division
trachéale est appelé Caréne

Chaque bronche principale se divise dans le parenchyme pulmonaire en bronches lobaires,
puis en bronches segmentaires. Les bronches lobaires ventilent les lobes pulmonaires et les
bronches segmentaires ventilent chacune un segment pulmonaire.

» Au niveau du poumon droit :
La bronche souche (principale) droite se divise en trois bronches lobaires :
e Bronche lobaire supérieure :
1. bronche segmentaire supérieure ou apicale. (B1)
2. bronche segmentaire antérieure ou ventrale. (B3)
3. bronche segmentaire postérieure dorsale. (B2)
e Bronche lobaire moyenne :
1. bronche segmentaire externe ou latérale. (B4)
2. bronche segmentaire interne médiale. (B5)
e Bronche lobaire inférieure :
1. bronche segmentaire apicale (postérieure) de Nilson (B6)
2. bronche segmentaire para cardiaque (ou médio-basale) (B10)
3. bronche segmentaire antéro-basale. (B7)
4. bronche segmentaire postéro-basale. (B9)
5. bronche segmentaire latéro-basale. (B8)

=>|_es derniéres bronches (B7, B8, B9 et B10) forment la pyramide basale.
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» Au niveau du poumon gauche :

La bronche souche (principale) gauche se divise en deux bronches lobaires

e Bronche lobaire supérieure : équivalente aux bronches lobaires supérieure et moyenne
du poumon droit, cette bronche se divise en deux : Bronche Culminale (culmen =
sommet) et Bronche lingulaire (a la forme d’une langue).

0 La bronche Culminale donne 2 branches :

1. bronche segmentaire supéro-postérieure ou apico-dorsale (correspond aux bronches
segmentaires supérieure et postérieure du poumon droit). (B1 + B2)

2. bronche segmentaire antérieure. (B3)
0 La bronche lingulaire se divise en :
1. bronche segmentaire supérieure. (B4)
2. bronche segmentaire inférieure. (B5)
e Bronche lobaire inférieure :
1. bronche segmentaire apico-basale de Nilson. (B6)
2. bronche segmentaire antéro-basale. (B10)
3. bronche segmentaire latéro-basale. (B8)
4. bronche segmentaire postéro-basale. (B9)
5. bronche segmentaire antéro basale (B7)

=>Chaque bronche segmentaire se divise en grosses bronches inter-segmentaire, puis en
petites bronches inter segmentaires qui se divisent en fin en Bronchioles de moins de 1
mm de diametre et dépourvues de cartilage (absence de cartilage). Les bronchioles se
ramifient de la méme fagon jusqu’aux bronchioles de 8eme ordre qui se termine par un
renflement, appelé sac alvéolaire, lieu des échanges gazeux(respiration). La bronchiole
qui ventile un lobule pulmonaire s’appelle bronchiole terminale dite bronchiole
respiratoire de ler ordre.

Le lobule pulmonaire est I'unité fonctionnelle du poumon, & son niveau, commence
I’apparition des alvéoles, implantés sur les bronchioles intra-lobulaires ou bronchioles
respiratoires, les derniéres bronchioles du 6éme, 7éme et 8¢me ordre se terminent par des sacs
alvéolaires [284].
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» Structure de la trachée :

La Trachée est composée d’anneaux cartilagineux superposés, réunis par des ligaments

fibreux annulaires intercalés entres les anneaux trachéaux.
Les anneaux et leurs ligaments forment la charpente élastique de la trachée.

Les anneaux trachéaux sont incomplets, en fer a cheval, se terminant en arriere par des
bords libres qui donnent insertion au muscle trachéal (lisse), qui s’étend le long de la
trachée, ce muscle prend la forme d’une lame musculaire dorsale, qui rend la trachée

aplatie dans sa face dorsale.

La muqueuse trachéo-bronchique présente : un chorion riche en glandes qui sécrétent le
mucus trachéal tapissé par un épithélium formé par une seule couche de cellules
prismatiques présentant des cilles qui se prolongent dans la lumiére de la trachée et des

bronches.
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Cartilage trachéal (anneau)
Fibres élastiques
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Artériole
Vaisseaux lymphatiques
Nerf
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Muscle trachéal

Artérioles (lisse)
Glande _ Muscle cesophagien
Fibres élastiques Epithélium
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Figure 31: Coupe transverse montrant la structure de la Trachée [284].
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1.2.

Poumons : Morphologie et topographie

e Les poumons sont des organes spongieux, intrathoraciques pairs, asymeétriques situés

dans leurs loges ou cavité pleuropulmonaires, de part et d’autre du médiastin.

e Leur forme est pyramidale, de consistance tres élastique et de couleur rose.

e Chaque poumon présente : 3 faces, trois bords, et un apex (sommet) :

1.

Face Costale : en rapport avec la paroi latérale du thorax, marquée par les

empreintes des cotes.

Face Diaphragmatique : cette face est lisse excavée (parabolique), en rapport

avec les coupoles diaphragmatiques.

Face Médiastinale : en rapport avec les organes du médiastin qu’elle porte leurs
empreintes. Au niveau de cette face on note le pédicule pulmonaire formé par
I’artere pulmonaire (bleu), les deux veines pulmonaires (rouges) et la bronche

principale, pénétrent dans le poumon a travers son Hile.

Les rapports des faces Médiastinales avec les organes du médiastin différent dans les deux

poumons.
4,

Un sommet ou déme pulmonaire : situé dans I’orifice supérieur du thorax. La
plevre du déme pulmonaire se prolonge au-dessus de la 1ére cote et entre en

rapport avec les organes de la base du cou.

Les bords : antérieur, postérieur et inférieur (circonférentiel de la face inferieure)
séparent les différentes faces.

e Chaque poumon est divisé par des scissures ou fissures en lobes.

Le poumon droit, le plus volumineux présente deux fissures : oblique ou grande

scissure et horizontale ou petite scissure le divisant en trois lobes : supérieur,

moyen et inférieur dont chacun est ventilé par une bronche lobaire.

Le poumon gauche ne présent qu’une : oblique le divisant en deux lobes supérieur

et inférieur.
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e Chaque lobe pulmonaire est divisé en segments, puis en sous segment qui se divisent
a plusieurs reprises suivant la division bronchique, pour atteindre en fin les lobules
pulmonaires ventilé par la bronchiole terminale, c’est I'unité fonctionnelle
pulmonaire ; lieu des échanges gazeux [284].
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Figure 32: Les rapports intrathoracique des Poumons [284].
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2. Différents viromes respiratoire

Les voies respiratoires sont une porte d'entrée majeure des infections pour le corps humain,

principalement a cause de son exposition environnementale.

Nous distinguons les infections des voies respiratoires supérieures, qui intéresse les infections
du nasopharynx, du larynx, des amygdales, des sinus et des oreilles, des infections des voies
respiratoires inférieures, qui intéresse les infections de la trachée, des bronches et des

alvéoles.

La fréquence des infections respiratoires virales symptomatiques est plus élevée chez les
jeunes enfants que chez les adultes. Bien que de nombreux virus soient responsables de
pathologies du systéme respiratoire (les rhinovirus humains, le VRS, la grippe et les
coronavirus). Un certain nombre de virus peuvent étre découverts sans aucun contexte

pathologique.

En 2009, Willner et AL[120] ont comparé I'ADN du virome des voies respiratoires
supérieures chez des personnes atteintes ou non de mucoviscidose pour déterminer s'il y avait
un virome des voies respiratoires chez des individus non malades. En comparaison avec
d'autres viromes, les auteurs ont constaté que le virome des voies respiratoires avait une faible
richesse en especes, probablement en raison de barrieres physiques et biologiques. Bien que
plus de 90% des séquences soient inconnues, les auteurs ont signalé la présence d'un
ensemble de 19 génomes de bactériophages dans les expectorations d'individus en bonne
santé, reflétant la contamination aéroportée de chaque individu. Par exemple, Streptococcus
phage Cp-1, Haemophilus influenza phage HP-1 et Brucella melitensis 16M prophage ont été
détectés ainsi qu'une distribution aléatoire d'autres génotypes de phages. La composition de
cette communauté de phages peut refléter un environnement spécifique, et nous pouvons
supposer que la variabilité interindividuelle peut étre due a une différence d'exposition

environnementale

En effet, certains organes, tels que les voies respiratoires, en contact fréquent avec
I'environnement, sont exposés a différentes communautés virales. En revanche, dans les

meétagénomes de la mucoviscidose, la pathologie semble favoriser une composition phagique.
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L'étude a révélé la présence d'un noyau de 20 génomes viraux d'ADN eucaryote chez des
individus en bonne santé, principalement composés d'adénovirus, d'herpésvirus et de HPV.
Les auteurs ont suggéré que les communautés virales eucaryotes chez des individus
apparemment en bonne santé représentent probablement des infections transitoires qui sont
rapidement éliminées par les cellules immunitaires ou les particules virales qui sont éliminées

des voies respiratoires via la clairance mucociliaire.

Une étude métagénomique réalisée en 2012 par Wylie et Al[285] sur de jeunes enfants avec
ou sans fiévre inexpliquée ont révélé la présence de virus a ADN, notamment de virus
Parvoviridae humains (genres Dependovirus et Bocavirus humain (HBoV)), dans les
écouvillons nasaux d'enfants sains. Le HBoV est le quatriéme virus le plus répandu dans les
échantillons respiratoires et peut étre trouvé chez des sujets sains[286], mais a une fréquence
plus faible que dans les maladies. Le HBoV peut persister dans les voies respiratoires plus
longtemps que les autres agents respiratoires, entrainant la détection de faibles niveaux de
HBoV[184]. Le role du HBoV en tant que pathogene reste incertain, mais le mode de
réplication de ce virus, avec la nécessité de « virus auxiliaires » (par exemple les adénovirus
ou les herpésvirus), peut l'associer a des maladies des voies respiratoires [287]. Dans leur
étude métagénomique, Wylie et Al.[285] ont signalé la présence d'adénovirus humains dans
les écouvillons nasaux d'enfants en bonne santé. Les virus des Adenoviridae (genre
Mastadenovirus) sont classés en 7 sous-groupes (A-G) avec 55 sérotypes connus. Ces virus
provoquent généralement une maladie asymptomatique ou bénigne chez I'homme, mais
parfois certains sous-types spécifiques (principalement les types 3 et 7) provoquent des
syndromes graves, y compris des troubles neurologiques ou des décés dans les populations
immunodéprimées ou les enfants. En 2011, Heydari et Al.[288] ont rapporté un cas d'infection
mortelle due & I'association du HBoV et de I'adénovirus humain chez un enfant précédemment
en bonne santé. Bien qu'une seule infection par l'un de ces 2 virus reste principalement
asymptomatique, la co-infection a la fois par le HBoV et l'adénovirus humain peut entrainer
une maladie mortelle, suggérant que les interactions entre les virus des communautés virales

peuvent conduire & une pathologie.
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Tableau VIII :

Différents viromes Humain respiratoires [289].

Groupe du ] ] ]
Virus Famille du virus Genres / espéces viral
Adenoviridae Adénovirus Humain, Adénovirus bovin A
Iridoviridae Virus Aedes taeniorhynchus iridescent
Herpesviridae HHV 1, 2, Herpésvirus bovin 5, Herpésvirus Cercopithécine 1, 2, 9,
Herpesvirus Suid 1
Mimiviridae Acanthamoeba polyphaga mimivirus
Myoviridae Haemophilus phage HP1, Aeromonas hydrophila phi Aehl, Aeromonas
phi 31, Escherichia coli phi CP073-4 prophage, Lactobacillus plantarum
phi LP65, Mycobacterium phi Bxz1, Pseudomonas phi KZ,
Staphylococcus phi Twort, Vibrio parahaemolyticus phi KVVP40
Papillomaviridae | HPV
ADNdb | Phycodnaviridae | Chlorella virus ATCV-1, Chlorella virus FR483, Ectocarpus siliculosus
virus 1, Paramecium bursaria Chlorella virus AR158
Podoviridae Streptococcus phage Cp-1, Brucella melitensis 16M Brucl
Polyomaviridae Kl virus, WU virus
Poxviridae Amsacta moorei entomopoxvirus ‘L’, Melanoplus sanguinipes
entomopoxvirus, Taterapox virus
Siphoviridae Bacillus subtilis phi SPBc2, Bacillus subtilis phi 105
Unclassified Bacillus cereus phage phBC6A51, Escherichia coli phi CP4-6 prophage,
phages Escherichia coli phi QIN prophage, Escherichia coli phi Sp18 prophage,
Mycobacterium phage CJW 1, Shigella flexneri phi Flex4 prophage,
Xylella fastidiosa phi Xpd5
Anelloviridae TTV, TTV-midi
ADNsb
Parvoviridae Adeno-associated virus, Human bocavirus
ARNdb | Non documenté
Coronaviridae Human coronavirus OC43, NL63, HKU, 229E
ARNSsb

Picornaviridae

Human rhinovirus, Human parechovirus
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3. Role du virome respiratoire dans la symbiose : Bactériophages

pulmonaires

Les phages sont des virus qui infectent spécifiquement les bactéries. 1l est considéré comme le
précurseur de la phagothérapie. L’étude réalisé par Willner et Al.[120] a mis en évidence la
présence de 19 génomes de bactériophages dans les expectorations d'individus en bonne
santé.

3.1. Efficacite des bactériophages face a une infection pulmonaire aigué :

Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne opportuniste fréqguemment retrouvé chez des
patients atteints de mucoviscidose. A I’aide d’un modéle d’infection pulmonaire aigué a P.
aeruginosa chez la souris, une étude réalisé par D. Maura a testé I’efficacité d’un traitement
par les bactériophages[290]. Les souris infectées par 10" bactéries développent une infection
fatale en 48 heures En revanche, les souris traitées 2 heures aprés le début de I’infection par
10® phages survivent & 100 %. Un traitement plus tardif de I’infection diminue les chances de
survie des souris de maniére drastique. Des résultats préliminaires montrent que
I’inflammation pulmonaire (TNFa, IL6) est moins élevée lorsque les souris sont traitées par le
bactériophage. De plus, un prétraitement avec des bactériophages 24 heures avant le début de
I’infection permet également la survie des souris.

Ce qui conclut que les phages pulmonaires sont efficaces pour éliminer une infection
pulmonaire.

3.2 Phagothérapie et traitement de quelques infections pulmonaires :

Une infection respiratoire causée par des bactéries résistantes aux antibiotiques peut étre
mortelle. Ces derniéres années, des efforts considérables ont été consentis pour I'application
thérapeutique des phages en tant qu'option de traitement alternative ou supplémentaire par
rapport aux antibiotiques conventionnels. Les phages sont des virus parasites naturels de
bactéries qui peuvent tuer I'nGte bactérien, y compris ceux qui sont résistants aux
antibiotiques. La thérapie par phage inhalé implique le développement de formulations de
phages stables convenant a l'administration d'aérosols, suivies d'études précliniques et
cliniques pour évaluer l'efficacité, la pharmacocinétique et I'innocuité. La thérapie par phage
inhalé a le potentiel de transformer la prévention et le traitement des infections respiratoires
bactériennes, y compris celles causées par des bactéries résistantes aux antibiotiques[291].
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4. Déséquilibres du Virome : dysbiose et maladies respiratoires :
4.1. Viroses respiratoires :

La plupart des infections & virus respiratoires sont des infections localisées au niveau de la
muqueuse respiratoire. La porte d’entrée et I’organe cible étant confondus, I’incubation de la
maladie est courte (quelques jours).

Toutes ces infections surviennent habituellement tot dans I'enfance et durant la saison froide
et humide. Les virus entrent par inhalation, se multiplient dans I'épithélium respiratoire et sont
excrétés dans les sécrétions respiratoires. Ainsi, leur transmission se fait essentiellement par
voie respiratoire, avec une forte contagiosité.

Nous distinguons : le virus de la grippe ou virus influenza, les paramyxoviridae (virus de la
rougeole, virus des oreillons, VRS, virus parainfluenza, métapneumovirus), les adénovirus,
les rhinovirus, les coronavirus, et les bocavirus.

A I’exception des adénovirus et des bocavirus (virus a ADN, nus) et des rhinovirus (virus a
ARN nus), il s’agit de virus a ARN pourvus d’une enveloppe.

Leur diagnostic est presque toujours direct : - recherche d’Ag viraux sur prélévements
respiratoires (immunofluorescence) (de moins en moins) - recherche de I’ARN ou ADN
génomique par biologie moléculaire « PCR ». Il existe de nouveaux tests diagnostiques
«multiplex» qui permettent, sur un seul prélévement respiratoire de rechercher plusieurs virus
(et bactéries) simultanément par PCR.

4.1.1. Virus de la grippe ou virus influenza :

On parle chez I’homme de grippe « saisonniére » pour les virus qui circulent lors des
épidémies annuelles (virus HIN1, H3N2, B) et de grippe « aviaire », pour les virus qui
infectent principalement I’espéce aviaire, mais qui peuvent donner des cas sporadiques de
transmissions humaines (virus H5N1, H7N9...)

Les virus de la grippe ou orthomyxovirus influenzae (virus influenza) appartiennent a la
famille des Orthomyxoviridae. 11 existe trois types de virus grippaux : A, B et C. Le virus de
type A est le seul responsable de pandémies. Les especes sensibles sont les mammifeéres
terrestres et marins et surtout I’espéce aviaire qui représente LE réservoir de la diversité
génétique virale.
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Neuraminidase

ARN Protéine M2

Figure 33: Virus de la grippe [163].

4.1.1.1. Génome viral :

Le virus de la grippe est un virus & ARN, enveloppé. L’ARN est présent sous forme
segmentée (8 segments pour le type A). C’est ce caractere segmenté du matériel génétique du
virus qui favorise les réassortiments génétiques (échanges de segments d’ARN).

4.1.1.2. Enveloppe virale :

L’enveloppe virale dérive de la membrane cytoplasmique de la cellule héte. Elle porte deux
glycoprotéines virales principales, en forme de spicules : I'némagglutinine (H ou HA), et la
neuraminidase (N ou NA).

Au total, 16 hémagglutinines et 9 neuraminidases sont recensées dans I’espéce aviaire, avec

différentes combinaisons possibles HXNX.

L’hémagglutinine permet l'attachement du virus & la membrane cytoplasmique des cellules
hétes par I’intermédiaire d’un récepteur cellulaire qui est I’acide sialique.

La neuraminidase lyse I’acide sialique qui, en fin de cycle réplicatif viral, retient les nouvelles
particules virales bourgeonnant a la surface de la cellule ; elle permet ainsi leur détachement
de la cellule. Elle est également la cible des principaux traitements antiviraux (inhibiteurs de

neuraminidase comme le Tamiflu®).

L'infection entraine la production d’anticorps (Ac) dirigés contre I'hémagglutinine et la
neuraminidase. Ces anticorps sont dits « neutralisants » car ils vont s'opposer a la

multiplication virale. C’est ce principe de production d’Ac qui est utilisé pour la vaccination.
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4.1.1.3. Diversité génétique :

Apres une épidémie de grippe HxNX, I'hiver suivant, la plupart des sujets ont des anticorps
anti-Hx ou anti-Nx ce qui crée une barriére immunitaire vis-a-vis du virus de l'épidémie

précédente.

Mais les virus influenza présentent une diversité génétique qui leur permet de contrer le

systeme immunitaire.
Cette diversité génétique s’exprime selon 2 niveaux d’intensité :

Des modifications légéres par mutation ponctuelle, appelées « glissement » : elles sont a

I’origine de nouveaux variants.

Des modifications importantes par réassortiment (échange de géne) appelées « cassure »
ou « saut » : elles sont a I’origine de nouveaux sous-types ; elles modifient complétement la
constitution antigénique de la neuraminidase et/ou de I'hémagglutinine et sont responsables

des pandémies.
4.1.1.4. Grippe aviaire :

Le réservoir aviaire des virus influenza A est constitué surtout par les oiseaux aquatiques,
sauvages, migrateurs qui peuvent facilement contaminer les oiseaux domestiques (poules,
canards). La grippe peut étre hautement pathogene pour I’espéce aviaire ou au contraire

totalement asymptomatique, comme chez le canard sauvage.

Sur les centaines de souches de virus grippaux aviaires A, certains ont provoqué des rares
infections humaines (H5N1, H5N6, H5N8, H5N9 et H7N7, H7N9 et HON9 et) par contact
étroit avec la volaille ou I’environnement contaminé. La transmission interhumaine reste

exceptionnelle.

4.1.1.5. Causes de pandémie :
Le risque pandémique persistant peut étre associé a des réassortiments (en particulier chez le
porc ; éventuellement chez I’homme), a la réémergence d’un sous-type ancien et pour lequel

nous n’avons plus de mémoire immunitaire, ou a la transmission directe d’un virus de
I’animal & I’lhomme.
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4.1.1.6 Epidéemiologie — Les grandes pandémies

La grippe est une maladie qui sévit essentiellement sous forme épidémique, d’importance
inégale d’une année sur I’autre, entre octobre et avril (avec un pic le plus souvent fin janvier-
début février).

Différents sites internet permettent de suivre I’évolution de la grippe (site de I’institut
National de Veille Sanitaire (InVS), site du ministére des affaires sociales et de la santé).

Les épidémies de grippe saisonniére sont annuelles contrairement aux pandémies qui auraient
lieu tous les 10 a 40 ans et affecteraient plus de la moitié de la population avec un taux de
mortalité élevé.

4.1.1.7. Méthodes de diagnostic :

4.1.1.7.1. Diagnostic direct :

Il se fait, au début des signes cliniques, par écouvillonnage nasal (ne pas faire de prélevement
de gorge ; celle-ci n'est pas tapissée par I'épithélium respiratoire cilié et donc il n’y a pas de
virus).

Ces virus sont fragiles, d'ou I'importance du milieu de transport.

Le diagnostic direct repose soit sur I’inoculation sur culture cellulaire (non effectué en
routine), soit sur la détection des Ag viraux (immunofluorescence, immunochromatographie),
soit surtout sur la détection d’une fraction du génome viral par biologie moléculaire (PCR).

A noter qu’il existe des TROD (test rapide d’orientation diagnostique) qui peuvent étre

utilisés « au lit du malade » avec 1 résultat en 30mn (ex : Sofia® de chez Ingen ou BD

Veritor® de BD). Ces tests sont de sensibilité variables (en moyenne 62%) : ils sont plus

efficaces chez les enfants (charge virale élevée) et pour les types A. Leur spécificité est de

100%. Ils sont recommandés en période épidémique dans les collectivités de personnes agées.
4.1.1.7.2. Diagnostic indirect (sérologie) :

Le sérodiagnostic (=sérologie) est inutile en pratique courante. Il se fait sur I’analyse de 2
sérums espacés de 3 semaines (on recherche une élévation significative du taux des anticorps)

et le résultat arrive tardivement au moment de la convalescence.
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4.1.2. Virus Parainfluenza :
Les virus parainfluenza appartiennent a la famille des Paramyxoviridae. Ils sont au nombre de
4 (PIV 1 a 4) et donnent des infections localisées a l'arbre respiratoire, a incubation courte.
Ces infections surviennent dans la petite enfance, et représentent 25% des infections

respiratoires du jeune enfant.

A coté de nombreuses infections inapparentes, les virus parainfluenza peuvent étre
responsables de rhinites, de laryngites et laryngo-trachéites, des bronchiolites et des

pneumonies.

Le diagnostic est essentiellement fondé sur des méthodes de diagnostic direct rapide et

s’effectue sur les sécrétions respiratoires (PCR ou recherche d’Ag viraux).

Le traitement est symptomatique.

4.1.3. Coronavirus :

La survenue récente, en 2002 a 2003, de I’épidémie de SRAS (syndrome respiratoire aigu
sévere), et I’identification de I’agent pathogene responsable, un coronavirus émergent dans la
population humaine, ont conduit a un vif regain d’intérét et une intensification importante des
recherches sur ces virus. Les premiers coronavirus humains ont été identifiés dans les années
1960 dans le cadre d’infections respiratoires hautes d’allure bénigne. Ils ont été longtemps
considérés comme un des agents principaux, avec les rhinovirus, du rhume banal. Méme si
rapidement, certains travaux ont suggéré leur implication dans des infections respiratoires
plus graves, des pathologies entériques et neurologiques, ces virus sont longtemps restés un
sujet marginal en médecine humaine. La plupart des données virologiques sur les coronavirus
avant le SRAS intéresse le domaine vétérinaire, ou ces virus peuvent étre a I’origine
d’infections graves avec de lourdes conséquences économiques sur les élevages de volailles et
de porcs en particulier. Depuis 2003, 24 nouveaux coronavirus ont été identifiés, trois chez
I’lhomme, dix chez les autres mammifeéres, et 11 chez les oiseaux. Le nombre de séquences de
coronavirus référencées dans GenBank en juillet 2007 est de I'ordre de 3000, incluant 264
génomes complets de 25 espéces de coronavirus différents, soit une croissance exponentielle
des données génétiques disponibles concernant ces virus[292]. Les recherches menées pour
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identifier les réservoirs animaux du SARS-CoV1 ont mis en évidence le fort potentiel évolutif
de ces virus, leur tres large spectre d’hétes, et leur importante diversité génétique.
4.1.3.1. Historique :

Le genre « coronavirus » a été créé en 1967 et a regroupé a partir de criteres essentiellement
morphologiques des virus animaux connus depuis les années 1930 (virus de la bronchite
infectieuse ou IBV, virus de I’hépatite murine ou MHYV, virus de la gastroentérite porcine ou
TGEV) et des virus alors récemment identifiés chez I’lhnomme (souches B814, 229E, OC43,
0OC48, 692)[293-295]. Le terme « coronavirus » évoque I’aspect en couronne des virions en
microscopie électronique (Figure 34). La taxinomie virale a ensuite été réguliérement revue :
I’ordre des Nidovirales, créé en 1996, regroupe actuellement trois familles, les
Coronaviridae, les Arteriviridae, et les Roniviridae. Tous ces virus ont en commun
I’organisation du génome ARN et la stratégie de réplication, mais ils difféerent dans leur
morphologie, la structure de leur capside, et la taille de leur génome, qui va de 13 000
nucléotides pour les arterivirus a 31 000 nucléotides pour les coronavirus. La famille des
Coronaviridae est constituée de deux genres, les coronavirus et les torovirus. Parmi les
Nidovirales, seul le genre coronavirus comprend des virus identifiés chez I’lhomme[296]. Les
coronavirus ont été divisés en trois groupes distincts nommés 1, 2 et 3, sur la base de données
d’abord sérologiques, puis moléculaires. Le nombre d’especes de coronavirus décrites a
considérablement augmenté depuis 2003 et la classification s’est affinée. Les coronavirus des
groupes 1 et 2 infectent les mammiféres, dont I’homme ; et les coronavirus du groupe 3
constituent un groupe de virus aviaires. La place du SARS-CoV dans cette classification a
beaucoup été débattue, les différentes analyses phylogéniques proposaient soit de le placer
dans un quatrieme groupe, soit dans un groupe 2 « élargi ». Finalement, cette derniere
solution a été adoptée ; actuellement, le groupe 2 est subdivisé en 2a et 2b, et comprend le
SARS CoV ainsi que tous les virus « SARS-CoV-like » ou SL-CoV décrits chez les
différentes especes animales[292, 297] (Figure 35). Les coronavirus humains (HCoV) sont au
nombre de cing : HCoV229E et HCoV-0OC43, décrits dans les années 1960 ; le SARS-CoV,
identifié en 2003 lors de I’épidémie de SRAS ; HCoVNLG63, décrit en 2004 aux Pays-Bas, et
enfin HCoV-HKU1, découvert en 2005 a Hong-Kong [298-301][7-10]. La chronologie des
évenements et I’histoire font que les coronavirus 229E et OC43 sont souvent désignés comme
les coronavirus « classiques », alors que les HCoV NL63 et HKU1 sont désignés comme les «
nouveaux » coronavirus. Le SARS-CoV, quant a lui, et tous les SL-CoV, forment un groupe a
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part, et sont a I’origine de la majorité des publications scientifiques. Les HCoV 229E et NL63
appartiennent au groupe 1, les HCoV OC43 et HKU1 au groupe 23, et les SARS-CoV et SL-
CoV au groupe 2b. Tous ces virus ont été identifiés a partir de prélevements respiratoires, soit
aprés isolement en culture, soit directement a partir des prélevements cliniques, par biologie
moléculaire. HCoV-229E a été isole en 1966 sur cellules rénales embryonnaires humaines et a
été adapté a plusieurs types de cellules, dont les MRCS5, cellules largement utilisées dans les
laboratoires de virologie. HCoV-OC43 a été isolé en 1967 sur culture de trachée, puis, apres
passages sur cerveaux de souriceau, a la lignée HRT18 (carcinome rectal humain) ; HCoV-
NL63 (souche Amsterdam 1) a été isolé en 2004 sur la lignée LLC-MK2, le SARS-CoV sur
cellules Vero E6 ; seul HCoV-HKUL1 a ce jour n’a jamais été isolé en culture cellulaire et a
été uniquement caractérisé par biologie moléculaire. Il est important de noter qu’en dehors
des souches prototypes, les coronavirus restent tres difficiles a cultiver et il existe peu
d’isolats. Rappelons enfin que ces virus sont des agents de classe 2, sauf le SARS-CoV qui
nécessite un laboratoire de confinement de niveau 3 pour sa manipulation.

Le SARS-CoV-2 est une nouvelle souche de coronavirus qui a été détectée pour la premiére
fois dans la ville de Wuhan, dans la province de Hubei, en République populaire de Chine -
une ville de 11 millions d'habitants. L'épidémie a débuté sous la forme d’une pneumonie
d'agent pathogéne inconnu a la fin du mois de décembre 2019. Le 30 janvier 2020,
I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a déclaré I'épidémie urgence de santé publique de
portée internationale. L'OMS a recommandé que le nom provisoire de la maladie a l'origine
de I'épidémie actuelle soit Maladie Respiratoire Aigué a Coronavirus 2019-nCoV. Dans
I'acronyme 2019-nCoV, "2019" est I'année ou le virus a été détecté pour la premiére fois, "n"
signifie "nouveau", et "CoV" correspond a la famille des coronavirus. Le 11 février 2020,
I'OMS a finalement décidé de nommer le virus comme coronavirus du syndrome respiratoire
aigu sévere 2 (SARS-CoV-2), et la maladie causée par ce virus comme COVID-19
(Coronavirus disease identifié en 2019).
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Figure 34: Particule de coronavirus en microscopie électronique [302].

L’aspect en couronne est d a la présence de hauts spicules constitués de la protéine de surface S.
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Figure 35: Spectre d’hotes des différentes especes de coronavirus [303].

Les coronavirus Du groupe 1 sont écrits en bleu, ceux du groupe 2, en rouge, et ceux du groupe 3
(coronavirus aviaires) en vert. Les fleches indiquent les hypothétiques franchissements de

barriere.
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4.1.3.2. Génome et évolution :

Le génome des coronavirus est une molécule d’ARN linéaire, non segmentee, directement
infectieuse. Sa caractéristique principale est sa taille qui est de 27 a 31 000 nucléotides. Il
s’agit du plus grand ARN viral connu. L’organisation génomique est conservée parmi toutes
les espéces de coronavirus. Les deux premiers tiers du génome, soit environ 20 000
nucléotides, sont constitués de deux cadres de lecture ORF 1a et 1b chevauchant codant deux
précurseurs protéiques d’une taille et d’une complexité sans précédent. Ces précurseurs sont
clivés en 15 a 16 fragments qui forment le complexe de réplication. En aval, on trouve les
quatre a cing genes codant les protéines structurales, dans un ordre précis et conservé (HE-S-
E-M-N). Le génome des coronavirus comprend aussi des genes codant des protéines non
structurales dont la fonction n’est pas encore connue. La réplication des coronavirus dans les
cellules eucaryotes est entierement intracytoplasmique, elle fait appel a une stratégie
particuliere aboutissant a la synthese discontinue d’ARN subgénomiques de taille
décroissante, ayant tous la méme extrémité 3’. La taille du génome et la complexité du mode
de réplication ont longtemps été un obstacle a I’étude des coronavirus. Les récents progres
réalisés dans les études de génétique inverse et de biochimie structurale permettront
probablement de répondre aux nombreuses questions sur la biologie de ces virus [304, 305].
L’importante plasticité du génome des coronavirus fait de ces virus des agents a fort potentiel
évolutif. Les deux modes d’évolution majeurs des coronavirus sont les mutations et les
recombinaisons (Figure 35). L’ARN génomique est répliqué par une ARN polymérase ARN
dépendante (RdRp), dépourvue de systéme de correction d’erreur, et générant de nombreux
mutants. Comme pour tous les virus a ARN, la population virale est hétérogene et possede
une distribution en quasi-espéces. Cette distribution peut étre vue comme une stratégie
d’optimisation, en étant une structure permettant de disposer d’un réservoir de variants
possédant les capacités de faire face aux changements environnementaux. Elle a été décrite
pour plusieurs coronavirus non seulement dans le cadre d’infections persistantes, mais aussi
d’infections aigués[306-310]. La tres grande taille du génome permet I’émergence de variants
présentant de larges délétions, et permet I’utilisation de ces virus comme vecteurs viraux.

L’exemple le plus connu est I’émergence du coronavirus porcin respiratoire ou PRCV, dans
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les années 1980. Le PRCV est un variant spontané du coronavirus porcin entérique ou TGEV.
Il présente une délétion en phase de 672 nucléotides (224 acides aminés) dans le gene codant
la protéine S1. Une des conséquences biologiques de cette grande délétion est le changement
de tropisme du virus qui, d’entérique pour le TGEV, est devenu respiratoire pour le
PRCV[311]. Soulignons que, dans ce cas, I’émergence d’un variant a été bénéfique pour
I’héte. L’infection respiratoire a PRCV est peu symptomatique et bénigne, sa transmission
respiratoire est facile et efficace, et elle permet I’acquisition d’une immunité croisée avec le
TGEV, maladie entérique d’évolution grave chez les porcelets. L’autre mode évolutif des
coronavirus est la recombinaison génétique. Ce phénomene est fréquent chez les virus a ARN
positif, et semble favorisé chez les coronavirus, par le mode discontinu de la transcription. La
recombinaison correspond a I’échange de matériel génétique, elle peut étre homologue si elle
a lieu entre deux génomes de coronavirus, ou hétérologue si elle intéresse d’autres genes
viraux ou cellulaires. De nombreuses formes recombinantes ont été décrites in vitro et in vivo
chez les coronavirus. Par exemple, Herrewegh et al. ont montré que les coronavirus félins de
type 1l sont le résultat d’une double recombinaison entre coronavirus félins de type | et
coronavirus canins, faisant suite a un franchissement de barriere d’espéces dans le sens chien—
chat [312]. L’importante capacité évolutive des coronavirus a été mise en lumiere par
I’émergence du SARS-CoV et du SARS-CoV?2 a relancé les études chez les autres membres

de cette famille.

4.1.3.3. Transmission et circulation :

La connaissance des modes de transmission constitue I’un des éléments les plus importants
pour la prévention des infections respiratoires virales, et cela d’autant plus qu’il n’existe pas
encore de traitement spécifique pour beaucoup d’entre elles. Les durées d’incubation des
infections a coronavirus humains sont courtes : de I'ordre de trois jours pour les CoV
classiques, et de deux a quatorze jours pour le SARS-CoV. Les durées d’excrétion virale dans
les voies respiratoires sont moins bien connues, I’ARN des HCoV classiques est détectable
pendant environ 14 jours dans les voies respiratoires[313]. L’ARN du SARS-CoV peut étre
détecté par RT-PCR dans les sécrétions respiratoires, les selles, et les urines des patients
jusqu’a environ 30 jours apres le début des signes cliniques. Cependant, I’isolement en culture
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de formes infectieuses n’a pas été possible a partir de ces préléevements apres trois semaines
de maladie[314]. L’apparente dissociation des résultats moléculaires et cellulaires peuvent
étre le fait d’un manque de sensibilité des systémes de culture, ou la neutralisation des formes
infectieuses par I’'immunité locale. La transmission des CoV se fait principalement de fagon
directe par les gouttelettes de sécrétions oropharyngées dispersées par la toux d’une personne
infectée et symptomatique. Au cours du SRAS, les personnes infectées étaient essentiellement
celles qui avaient eu un contact rapproché avec un cas (vie commune ou prise en charge). Le
port de masque et le lavage des mains sont les mesures de prévention les plus efficaces[315].
La dissémination virale aérienne semble peu fréquente ainsi que la transmission indirecte «
manuportée » ; cependant, ces voies de transmission doivent étre prises en compte pour le
contrble des épidémies, notamment en milieu de soins. Les études de « survie » ou de
maintien de I’infectiosité dans I’air sont rares et difficiles. L’absence de standardisation et de
maitrise de nombreux parametres rendent difficilement comparables les données de la
littérature. Quoi qu’il en soit, les coronavirus perdent leur infectiosité au contact des
désinfectant et fixateurs les communément utilisés[316]. Le nombre de cas secondaires a
partir d’un cas index n’a eté étudié que dans le cadre du SRAS en 2003. Ce virus est
modérément contagieux, avec un nombre moyen de cas secondaires estimé de 2,2 a 3,6.
Cependant, des évenements de super propagation avec plusieurs dizaines de cas secondaires
ont été décrits, et ont joué un réle important dans la diffusion de la maladie[316]. Le SRAS
constitue une histoire particuliere au sein des infections a coronavirus ; cette épidémie a été
particulierement bien documentée. Elle a été divisée rétrospectivement en trois périodes
décrites plus haut. La phase précoce consiste en I’émergence de plusieurs cas de
pneumopathies atypiques chez des individus sans lien épidémiologique dans la province de
Canton. La phase intermédiaire débute par une épidémie nosocomiale hospitaliere (106 cas
secondaires a partir d’un patient index). La phase tardive correspond a la diffusion mondiale
de I’épidémie a partir de I’hdtel Métropole a Hong Kong. Dans cet hotel, un patient index
contaminera 12 personnes logeant au méme étage, et en transfert vers des destinations variées.
L’alerte mondiale est donnée par I’OMS le 12 mars 2003. Environ 8000 cas probables et 800
déces ont été déclarés, la grande majorité en Chine. Le taux de mortalité estimé est égal a 0 %
pour les sujets de moins de 35 ans, de 7 % pour les sujets de 35 & 65 ans, et de 47 % chez les
sujets de plus de 65 ans. La fin de la transmission interhumaine est déclarée par I’OMS en
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juillet 2003, elle a été obtenue grace aux mesures sanitaires drastiques appliquees dans les
différents pays. En France, I’institut de veille sanitaire a été chargé de la surveillance et de
I’investigation épidémiologique nationale des cas de SRAS. En mai 2003, 426 cas possibles
ont été notifiés, sept ont été considérées comme probables et seulement quatre ont été
confirmés par la biologie[317]. Depuis juillet 2003, plusieurs cas de contamination de
laboratoire ont été rapportés en Asie. Enfin, les rapports épidémiologiques émanant
Guangdong Center for Disease Control and Prevention ont rapporté qu’en janvier 2004, soit
six mois apres la fin de I’épidémie, quatre patients ont été hospitalisés pour une infection
bénigne par le SARS-CoV. L’étude moléculaire de ces souches a conclu qu’elles dérivaient
de la méme source que les souches épidémiques de 2002 a 2003[318]. Ces résultats sont
importants car ils montrent que la réémergence du SARS-CoV reste possible, et doit faire
I’objet d’une surveillance, notamment dans cette région du monde, ou d’autres virus
respiratoires potentiellement émergent circulent largement. Le diagnostic virologique des
infections respiratoires méme bénignes est un élément central de cette surveillance.
Concernant les autres coronavirus humains, des données épidémiologiques anciennes étaient
disponibles avant le SRAS pour les coronavirus classiques 229E et OC43. Parmi toutes les
souches isolées dans les années 1960, seules celles-ci ont été maintenues en culture et
étudiées. Ces données proviennent des grandes études d’épidémiologie descriptive menées
notamment aux Etats-Unis dans les années 1970 [319-322]. Ces études ont montré que les
HCoV représentaient un groupe de pathogénes respiratoires importants pour tous les groupes
d’age. lls sont, avec les rhinovirus, les principaux agents des infections respiratoires hautes, et
sont aussi impliqués dans les infections respiratoires basses (bronchite, bronchiolite,
pneumopathies, exacerbations d’asthme). Les primo-infections surviennent dans les premiéres
années, et les réinfections sont fréquentes toute au long de la vie. Ces réinfections sont
symptomatiques dans environ 45 % des cas. Le taux d’infection est relativement uniforme
dans tous les groupes d’age ; cette situation est particuliere, et difféere de celle observée pour
des virus respiratoires comme VRS, pour lequel les taux d’infection diminuent avec I’age. Les
coronavirus classiques circulent sur un mode épidémique, le plus souvent entre janvier et mai
dans les zones a climat tempéré. Le caractére cyclique et alternatif des souches 229E et OC43
avait été souligné, ainsi que I’existence probable d’autres sérotypes, suggérée par I’utilisation
combinée de plusieurs techniques sérologiques telles que la fixation du complément,
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I’inhibition de I’hémagglutination, et la séroneutralisation[323]. Concernant les nouveaux
coronavirus NL63 et HKU1, leur identification récente rend compte d’un nombre réduit de
données épidémiologiques. Plusieurs points sont a souligner concernant leur découverte. Le
HCoV-NL63 est un coronavirus de groupe 1 découvert trois fois par trois équipes différentes
[301, 324, 325]. La « paternité » de ce virus revient cependant a Lia van der Hoek et al. qui
ont identifié ce virus par une technique moléculaire originale a partir d’un prélévement
respiratoire d’un nourrisson de sept mois hospitalisé pour bronchiolite en janvier 2003. La
souche prototype a été appelée Amsterdam 1[301]. Une autre équipe hollandaise a identifié le
méme virus a partir d’un prélevement respiratoire réalisé en 1988 chez un garcon souffrant
d’une pneumopathie[325]. Cette observation, et d’autres études rétrospectives ont montré que
NL63 n’était pas un virus émergent, mais un virus circulant déja dans la population humaine,
et nouvellement identifié. Certains auteurs pensent qu’il s’agit peut-étre de la souche B814,
isolé dans les années 1960, et perdue ensuite en laboratoire[301, 325-331]. Le HCoV-HKUL,
lui, est un coronavirus du groupe 2a, découvert a Hong Kong en 2005, chez un patient de 71
ans hospitalisé pour une pneumonie. Ce virus a été caractérisé sur le plan moléculaire, et n’a
pas encore été adapté a la culture cellulaire. La méme équipe a ensuite déterminé trois
génotypes différents A, B, et C de HCoV-HKUL, le génotype C étant un recombinant des
génotypes A et B[299, 332]. La encore, ce virus n’est pas responsable d’une maladie
nouvelle, seule sa connaissance est émergente[333-335]. En 2006 et 2007, un certain nombre
d’études a été publié sur la circulation des quatre HCoV hors SARS-CoV. Ces études sont peu
comparables dans la mesure ou un grand nombre de paramétres different d’une étude a I’autre
: région, saison, population cible (enfants, adultes, hospitalisés ou non, terrain immunitaire),
et méthodes de détection moléculaire utilisées. Elles ont néanmoins confirmé le caractere
épidémique des infections a coronavirus, a la jonction hiver—printemps (pic en février). Les
quatre HCoVs co-circulent, avec cependant des variations dans la distribution des différentes
espéeces selon la géographie et les années. Le caractere annuel régulier des épidémies reste a
étudier. Les coronavirus sont en général placés en quatrieme ou cinquieme position dans la
détection des virus respiratoires, derriére les rhinovirus, le VRS, le métapneumovirus humain
(hMPV) et les virus influenza ; avec une fréquence équivalente a celle des virus parainfluenza
(Figure 24). Le taux de détection moléculaire dans les préléevements va de 3 a 11 %[336-342].
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Figure 36: nombre de virus détectés dans les échantillons respiratoires prélevés de septembre
2004 a mai 2005 en Basse-Normandie, et répartition des différents coronavirus humains (229E,
OC43, NL63, et HKU1) trouvés dans ces échantillons respiratoires [342].
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4.1.3.4. Détection des coronavirus humains :

La détection des HCoV est réalisée dans un nombre restreint de laboratoires de virologie, et
uniquement sur des prélevements respiratoires. Les techniques moléculaires sont les méthodes
de choix pour la détection des HCoV, virus difficilement cultivables, et pour lesquels il
n’existe pas d’anticorps spécifiques validés pour une utilisation a visée diagnostique. La
détection de I’ARN des HCoV est réalisée par RT-PCR, suivie soit d’une PCR nichée, soit
d’une hybridation moléculaire confirmant la spécificité du produit amplifié. Actuellement,
comme pour tous les virus, ces techniques ont tendance a étre remplacées par des PCR en
temps réel, qui présentent I’avantage de réaliser une amplification spécifique en une seule
réaction et en tube fermé. Il existe de nombreuses techniques originales publiées pour chaque
espéce de HCoV depuis de nombreuses années. Cependant, I’identification de nouveaux
coronavirus (HCoV NL63 et HKU1) et la mise en évidence pour certains de différents
génotypes rendent de plus en plus complexe la détection de ces virus. La disponibilité de
séquences de plus en plus nombreuses et d’origine géographique diverse permet d’apprécier
la diversité génétique de ce groupe de virus, et d’affiner le choix des amorces d’amplification.
L’objectif principal d’un outil de détection des HCoV est de disposer d’une technique fiable,
sensible, et dont le colt et la faisabilité reste raisonnable. Deux principales stratégies sont
développées. La premiére consiste a développer des techniques « consensus », contenant des
amorces choisies dans la région du génome la plus conservée au sein des groupes 1 et 2 des
coronavirus, soit le premier cadre de lecture (ORF1a/b). Ces amorces contiennent un nombre
variable de positions dégénérées, de facon a amplifier en théorie les 4, voire les 5 HCoV.
L’autre stratégie est le développement de techniques dites multiplex, utilisant simultanément,
dans le méme mélange réactionnel plusieurs couples d’amorces spécifiques des différents
HCoV. Les régions du génome choisies sont en général les génes de structure N ou M. Cette
stratégie reste encore difficile a appliquer aux techniques temps réel. Elle semble néanmoins
plus sensible que les techniques consensus[342, 343]. Concernant le SARS-CoV, il existe
deux techniques commerciales de PCR temps réel (Real Art HPA Coronavirus LC Kit, Artus,
et Light Cycler SARS-CoV quantification kit Roche), ces techniques ont été développées a
partir des souches circulant en 2003, elles devront étre réévaluées en cas de reésurgence de ce
virus.
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La détection des HCoV hors SARS-CoV sur d’autres prélevements tels que les selles est
possible, mais uniquement dans le cadre d’études visant a clarifier leur réle dans la survenue
de pathologies digestives. Rappelons que les selles ont constitué le meilleur prélevement pour
le diagnostic virologique du SRAS[314]. La détection des HCoV hors SARS-CoV est utile
notamment pour un diagnostic virologique précis des infections respiratoires dans le cadre
hospitalier, regroupant la majorité des formes sévéres, elle reste cependant lourde a mettre en
place, et ne constitue pas toujours une priorité, étant donné le nombre grandissant de virus

identifiés dont I’étude est importante a développer.
4.1.3.5. Pathologies liées aux coronavirus humains :

Les HCoVs sont essentiellement étudiés dans le cadre d’infections respiratoires. Leur
implication précise dans des pathologies digestives et neurologiques chez I’homme est encore
controversée. Les HCoV sont détectables dans les selles. Ils ont été mis en cause dans les
entérocolites nécrosantes du nourrisson dans les années 1980, et dans les diarrhées aigués et
chroniques, suite a I’observation en microscopie électronique de particules virales dans les
selles : ces particules a la morphologie caractéristique ont été alors désignées sous le nom de
human enteric coronavirus (HEVC) ou coronavirus-like particules (CVLPs)[344, 345].
L’ARN des HCoV est détectable dans les selles de patients présentant des infections
respiratoires a HCoV accompagnées de signes digestifs[334]. S’agit-il seulement d’une
excrétion digestive ou de la détection d’un agent responsable des symptomes entériques ? 11
faut noter qu’un certain nombre de coronavirus animaux sont responsables d’authentiques
pathologies entériques graves, avec une mortalité importante, notamment chez les nouveau-
nés. Concernant le systeme nerveux central, les HCoV font partie de la longue liste d’agents
potentiellement responsables de pathologies démyélinisantes, notamment de la sclérose en
plaque (SEP). Certaines eétudes ont montré le caractére neuroinvasif des HCoV classiques et
suggerent I’existence d’infections persistantes dans le tissu cérébral[346, 347]. Rappelons que
le paradigme de la SEP est I’encéphalomyélite induite par I’infection expérimentale de souris

par certaines souches neurotropes de MHV.
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Les HCoV sont essentiellement responsables d’infections respiratoires. Comme de nombreux
virus, leur responsabilité n’est pas toujours prouvée par le contréle des critéres du postulat de
Koch adapté aux virus par Rivers en 1937 (ensemble de six critéres établissant un virus
comme cause de la maladie). Cependant, certaines preuves directes ou indirectes ont pu étre
apportées pour les coronavirus classiques et les infections respiratoires hautes (inoculation a
des wvolontaires sains), pour HCoV-HKU1 et les infections respiratoires basses
(séroconversion), et pour le SARS-CoV (inoculation expérimentale a I’animal)[348, 349]. Les
études récentes montrent que les patients infectés par un HCoV hors SARS-CoV peuvent
présenter une infection respiratoire haute (rhinite, laryngite, otite) ou basse (bronchite,
bronchiolite, ou pneumopathies)[327-330, 336-338, 340-342]. Quelques particularités ont été
soulignées dans certaines etudes, comme I’association plus fréquente de I’infection par
HCoV-NL63 et la survenue de laryngite. La gravité de ces infections semble surtout
déterminée par le terrain du patient. En population générale, les infections a HCoV sont le
plus souvent d’évolution bénigne, et ne se distinguent cliniquement pas de I’infection par
d’autres virus respiratoires ; en milieu hospitalier, il est a noter qu’un tiers des enfants
présentant une infection respiratoire a HCoV est porteur d’un terrain fragilisé (antécédent
d’atopie, asthme, immunodépressions diverses, malformations congénitales variées)[336,
338]. Il reste encore des interrogations sur le cadre nosologique précis de I’infection par
HCoV-HKUL : absence d’association avec la survenue de signes de bronchiolite chez
I’enfant, signalement de symptdmes neurologiques (convulsions), et détection dans les voies
respiratoires et les selles chez des sujets asymptomatiques immunodéprimés (infection
persistante ?)[341]. Le coronavirus humain le plus pathogéne est le SARS-CoV. Au cours de
cette infection, aprés une incubation silencieuse de deux a dix jours, le tableau clinique débute
par un syndrome pseudo-grippal banal associant de la fievre et des signes généraux a type de
frissons, courbatures, asthénie, et anorexie. Aprés quatre a six jours, la période d’état
s’installe et est marquée par I’apparition de signes respiratoires (toux, dyspnée) accompagnés
parfois de signes pharyngés. Les manifestations digestives sont présentes dans environ 30 %
des cas (pourcentage variable selon les séries publiées) et associent diarrhées, vomissements,
et douleurs abdominales. L’examen et la radiographie pulmonaire révelent une pneumopathie

soit focalisée soit diffuse. Chez un patient sur cing environ, I’évolution est défavorable et est
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marquée par I’apparition d’un syndrome de détresse respiratoire grave nécessitant une
ventilation assistée. Cette aggravation de la symptomatologie se fait alors qu’une réponse
immunitaire s’est mise en place, suggérant un mécanisme immunopathologique. De
nombreux patients atteints de SRAS ont recu divers protocoles incluant ribavirine et
corticoides. L’issue se fait soit vers la mort par défaillance multiviscérale, soit vers la
guérison. Chez certains patients, des signes de fibrose pulmonaire séquellaires visible au
scanner ont été décrites aprés plusieurs mois d’évolution. Il est a noter que des cas

d’infections peu symptomatiques par le SARS-CoV ont été décrites[350, 351].
4.1.3.6. Coronavirus SARS-CoV-2 :
4.1.3.6.1. Epidémiologie :

Le SARS-CoV-2 est une nouvelle souche de coronavirus qui a été détectée pour la premiére
fois dans la ville de Wuhan, dans la province de Hubei, en République populaire de Chine une
ville de 11 millions d'habitants. L'épidémie a débuté sous la forme d’une pneumonie d'agent
pathogene inconnu & la fin du mois de décembre 2019. Le 30 janvier 2020, I'Organisation
mondiale de la santé (OMS) a déclaré I'épidémie urgence de santé publique de portée
internationale. L'OMS a recommandé que le nom provisoire de la maladie a l'origine de
I'épidémie actuelle soit Maladie Respiratoire Aigué a Coronavirus 2019-nCoV. Dans
I'acronyme 2019-nCoV, "2019" est I'année ou le virus a été détecté pour la premiére fois, "n"
signifie "nouveau", et "CoV" correspond a la famille des coronavirus. Le 11 février 2020,
I'OMS a finalement décidé de nommer le virus comme coronavirus du syndrome respiratoire

aigu sévere 2 (SARS-CoV-2), et la maladie causée par ce virus comme COVID-109.
4.1.3.6.2. Transmission de SARS-CoV-2 :
La transmission de SARS-CoV-2 se fait par les mécanismes suivants :

e Le plus souvent, elle se propage de personne a personne parmi les contacts proches

(environ 1,8 metre).

e La propagation de personne a personne se fait principalement par les gouttelettes
respiratoires produites lorsqu'une personne infectée tousse ou éternue, comme c'est le

cas pour la grippe et d'autres agents pathogenes respiratoires.
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e Ces gouttelettes peuvent atterrir dans la bouche, le nez ou les yeux des personnes qui

se trouvent a proximité ou étre inhalées dans leurs poumons.

e La personne peut contracter le SARS-CoV-2 en touchant une surface ou un objet sur
lequel se trouve le virus (fomites) et en se touchant ensuite la bouche, le nez ou

éventuellement les yeux.

e Généralement, avec la plupart des virus respiratoires, on pense que les gens sont les
plus contagieux lorsqu'ils sont les plus symptomatiques (les plus malades). Avec le
SARS-CoV-2, cependant, ils ont été signalés des cas de propagation d'un patient
infecté asymptomatique a un contact proche. (Centres de contrdle et de prévention des
maladies, 2020) [352].

4.1.3.6.3. Maladie Respiratoire Aigué a SARS-CoV-2 :

La Maladie Respiratoire Aigué a CoV 2019 a une période d'incubation de 2 a 14 jours avant
I'apparition des symptomes. Donc si une personne a été exposée au virus mais n'a pas

développé de symptémes dans les 14 jours, elle peut étre considérée comme non infectée.

En ce qui concerne les infections & CoV 2019 confirmées, les maladies signalées vont de
personnes ne présentant que peu ou pas de symptémes a des personnes gravement malades et
mourantes. Les symptdmes peuvent comprendre (lors de lI'admission a I'h6pital)[353]:

e Fievre (>80 % des patients)
e Toux (>80 %)

e Essoufflement (31%)

e Douleurs musculaires (11%)

La maladie peut également se manifester par des symptémes bénins seulement, notamment :
fievre légere, toux, malaise, rhinorrhée, maux de gorge sans aucun signe avant-coureur,
comme l'essoufflement ou la difficulté a respirer, augmentation des sécrétions respiratoires
(c'est-a-dire crachats ou hémoptysie), symptdmes gastrointestinaux tels que nausées,
vomissements et/ou diarrhée et sans modification de I'état mental (c'est-a-dire, sans confusion

ni léthargie).
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Les données préliminaires font état d'un taux de létalité de 11 % chez les patients hospitalisés.
Des complications sont survenues chez 33 % des patients, notamment : syndrome de détresse
respiratoire aigué (SDRA) (17 %), atteinte rénale aigué, lésion respiratoire aigué, choc

septique et pneumonie associée au ventilateur [353].

Les facteurs de risque des maladies graves ne sont pas encore clairs, bien que les patients agés
ou ceux qui présentent des comorbidités (diabete, hypertension, maladies cardiovasculaires,
cancer) puissent étre plus exposés. Dans les cas les plus graves, I'infection peut provoquer une
pneumonie, un syndrome respiratoire aigu séveére, une insuffisance rénale et méme la mort
[354].

4.2. Virome et maladies respiratoires chroniques et tumoral :

Les infections respiratoires virales ne donnent lieu qu’a des affections modérées et limitées
dans le temps qui s’inscrivent dans I’éducation immunitaire du nourrisson. Cependant, les
infections des voies respiratoires inférieures et la sensibilisation atopique ont été identifiées
comme deux facteurs de risque indépendants pour le développement d’un syndrome broncho-

obstructif.

4.2.1. Virome et asthme :
La plupart des études épidémiologiques soulignent I’association entre la symptomatologie
sifflante secondaire a une agression virale durant la petite enfance et le risque ultérieur de
développement d’un asthme. Le développement des techniques moléculaires d’identification
virale a permis d’élargir considérablement I’identification des différents virus en cause. La
réponse antivirale implique les cellules de I’immunité amenant la synthése et la libération de

mediateurs immuno-inflammatoires, la cellule épithéliale bronchique y participe également.
4.2.1.1 Virus et sifflements de I’enfance :
4.2.1.1.1. Infections virales responsables de sifflements chez le jeune enfant :

En Normandie, chez I’enfant hospitalisé pour une bronchiolite aigué, le VRS est trouvé dans
64,1 % des cas, le RV (Rhinovirus) dans 26,8 %, hMPV dans 7,6 % et les virus parainfluenza
(PIV) dans 3,4% [355]. La définition de I’asthme préscolaire est certes clinique mais le

phénotype viro-induit reste le plus fréquent a ces ages. Il a le plus souvent un bon pronostic a
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long terme. Ainsi, dans la cohorte de Tucson, I’infection a VRS augmente le risque de
sifflement persistant a I’age de six ans, mais ce facteur n’est plus significatif des I’age de 13
ans. Les infections virales sévéres pourraient endommager le poumon immature et entrainer
un remodelage tissulaire ou encore promouvoir une réponse immune génératrice d’une
inflammation persistante des voies aériennes particulierement chez les sujets ayant un terrain
particulier. Pour certains, une altération de la fonction respiratoire pourrait précéder
I’expression des premiers symptomes respiratoires, faisant de cette perturbation fonctionnelle
plus une cause qu’une conséquence de I’asthme. Ainsi, récemment cette méme équipe montre
que I’existence d’une fonction respiratoire perturbée chez le nourrisson est associée au risque

de syndrome obstructif a I’Age adulte [356].

4.2.1.1.2. Etudes épidémiologiques montrant le lien entre les viroses

respiratoires et I’asthme :

Aux Etats-Unis, un quart des enfants nés dans le Tennessee entre 1995 et 2000 (total de 95
310) ont été inclus dans la cohorte Tennessee Asthma Bronchiolitis Study (TABS) et évalués
a I’age de cing ans et demi [357]. Au sein de celle-ci, une naissance quatre mois avant le pic
épidémique hivernal est associée a une augmentation du risque de 29 % de développer un
asthme ultérieurement, ces résultats sont confirmés sur les cinq années du recueil alors que les
épisodes épidémiques ont vu un glissement temporel parfois de six semaines d’une année a
I’autre. Enfin, sur ces cing saisons, il a été constaté, d’une part, une progression de I’incidence
annuelle des bronchiolites et, d’autre part, une augmentation strictement parallele du risque
cumulé d’asthme a I’age de cing ans. L’age du nourrisson lors du pic épidémique hivernal est
donc un facteur de risque d’asthme au moins comparable, sinon supérieur, aux autres facteurs

connus.
4.2.1.1.3. Différents virus responsables de sifflements viro-induits :

A I’4ge d’un an, 82 % des nourrissons de la cohorte TABS [357] n’ont pas eu de consultation
medicale pour bronchiolite, 14 % ont eu une bronchiolite en période épidémique a VRS, 4 %
une bronchiolite en période ou prédominent le RV. Le diagnostic de bronchiolite par un
médecin durant la prime enfance est associé au doublement du risque d’avoir un asthme

infantile, ce risque différe avec la saison d’apparition de la bronchiolite. Comparée a la
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période du VRS, une bronchiolite s’exprimant durant les mois ou prédominent le RV est
associée a une augmentation de 25% du risque estimé d’asthme infantile [358].Le VRS reste
bien I’agent majeur des bronchiolites hospitalisées, mais la méme gravité dans la sémiologie
d’atteinte par les RV est prédictive d’un asthme ultérieur alors que chez le sujet non
prédisposé le RV reste I’agent étiologique principal du rhume banal et rarement responsable
d’une détresse respiratoire intense. L’analyse de données de patients hospitalisés pour
atteintes respiratoires sifflantes, stratifiées selon I’age et le mois de survenue, le statut
atopique, permet d’identifier deux populations [359]. Les enfants de moins de trois ans sont
principalement hospitalisés entre décembre et mars, avec un taux d’identification virale
supérieur a 80 % ou le VRS domine sans que ces patients soient plus atopiques que les
témoins. Ceux agés de trois a 18 ans sont hospitalisés particulierement de septembre a
novembre, I’identification virale est plus faible a 60%, quasiment exclusivement de RV, et
plus spécifiquement par rapport aux témoins le terrain atopique prédomine (taux d’IgE et
sensibilisation). Une synergie entre I’exposition allergénique et I’agression virale est
probable.

4.2.1.1.4. Relation entre les sifflements viro-induits de la petite enfance et le

développement ultérieur d’un asthme :

La relation entre les sifflements viro-induits de la petite enfance et le développement ultérieur
d’un asthme dépend du virus en cause au sein d’une population d’enfants a risque atopique.

Ainsi dans la cohorte américaine COAST, 1I’Odd Ratio (OR) d’asthme ultérieur est de 3,0 si
I’infection est a VRS et 6,6 lors de RV. De plus, 63 % des nourrissons de moins de un an
ayant sifflé lors de la saison hivernale continueront a le faire a trois ans, alors que 20 % de
ceux qui n’ont pas sifflé durant leur premiéere année le feront a I’age de trois ans [360]. Ces
données ont eté confirmées par le suivi a six ans, les infections respiratoires par RV
responsables de respiration sifflante au cours de la petite enfance constituent le facteur
prédictif le plus significatif de développement d’un asthme [361].
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4.2.1.2. Interactions entre I’infection virale et I’atopie :
4.2.1.2.1. Infection virale et risque allergique :

Il'y a peu d’argument pour penser qu’une infection virale précoce induise directement une
atopie. Une méta-analyse retenant des critéres stricts de diagnostic de la bronchiolite a VRS,
(excluant notamment les études portant sur les enfants agés de plus d’un an et celles ne
disposant pas de preuve virologique) souligne que les sifflements récurrents ne sont ni en
rapport avec une élévation ultérieure du risque atopique, ni liés a une fréquence plus élevée
des antécédents familiaux d’atopie [362]. Cependant, une étude suédoise cas-témoins portant
sur le suivi a 18 ans d’enfants hospitalisés pour bronchiolite a VRS avant I’age de six mois,
souligne une augmentation de prévalence conjointe de I’asthme (39 % versus 9 %) et de
I’atopie (41 % versus 14 %) chez les enfants hospitalisés par rapport aux témoins [363]. Cette
différence serait le fait soit d’un mécanisme initiateur de la bronchiolite sévere vers I’asthme ;
soit au contraire un facteur protecteur de I’absence infection sévére VRS chez les nourrissons

non hospitalisés sur la survenue de I’asthme et de I’allergie.
4.2.1.2.2. Infection virale et orientation TH2 :

L’orientation de la réponse immunitaire T vers le phénotype TH2 ferait intervenir les lésions
épithéliales permettant une exposition accrue aux aéro-allergénes, I’augmentation des
lymphocytes T produisant I’interleukine (IL) aprés stimulation par certains aéro-allergénes

serait un phénomene acquis en raison du systéme immunitaire encore modulable.

L’ analyse du profil de cytokines et de chémokines, dans les sécrétions nasopharyngées, selon
le statut virologique et I’age du nourrisson montre qu’il existe une fenétre de vulnérabilité. Un
nourrisson infecté par le VRS durant ses trois premiers mois a des concentrations locales plus
importantes d’IL-4 en comparaison a des enfants plus agés. Ce profil TH2 est retrouvé chez
les nourrissons de moins de trois mois infectés par le virus influenza et les PIV. Cela suggére
que les virus orientent les réponses immunitaires locales vers des réponses de type TH2 chez
le nourrisson. Par conséquent, la réponse immunitaire adaptative est dépendante de I’age, le
VRS n’étant pas I’'unique responsable d’une orientation vers une réponse de type TH2 post-
virale [364].
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L’orientation TH2 favorisait une sensibilisation par des aéro-allergénes présents dans le
proche environnement. Au sein d’une cohorte néonatale d’enfants a risque, une corrélation
positive a été retrouvée entre la prévalence d’une sensibilisation ou d’un asthme et le portage
viral dans les deux premiéres années de vie [365]. A I’inverse, un terrain atopique préexistant
aux infections virales pourrait étre responsable de I’augmentation de la fréquence des
infections. Ainsi, le risque d’asthme persistant a I’age de cing ans semble n’étre augmenté
apres une bronchiolite aigué qu’en présence de tests cutanés positifs avant I’age de deux ans
[366]. Il existe un effet synergique entre I’infection virale et I’exposition allergénique avec
une augmentation significative et considérable des hospitalisations : I’OR passe de 8,4 lors
d’une forte exposition allergénique chez le sujet sensibilisé a 32,8 si une identification virale
s’y associe [367]. La pollution atmosphérique amplifie les effets de I’agression virale chez
I’enfant; I’intensité de I’exposition environnementale au dioxyde d’azote avant I’agression

virale est corrélée avec la sévérité de I’exacerbation asthmatique [368].
4.2.1.2.2. Réponse immunitaire antivirale chez I’asthmatique atopique :

Chez I’asthmatique atopique, un déficit de la composante innée de la réponse immunitaire

antivirale semble se confirmer.

L’épithélium respiratoire est la cible principale des virus pneumotropes ou s’effectuent la
réplication et I’initiation de la réponse immune. Les interférons de type | (a et b), 11 (g) et 111
(D) y tiennent une place essentielle dans I’immunité innée. Chez I’atopique, le déficit en IFN-g
est secondaire a I’orientation génétique vers une réponse lymphocytaire TH2, la chute du ratio
IFN-g/IL-4 par les cellules mononucléées périphériques en est un reflet. Ce déficit du ratio
IFN-g/IL-4 au cours de I’infection virale est corrélé au score clinique, & la chute de la fonction
respiratoire et a la charge virale [369]. Chez les nouveau-nés a haut risque familial d’atopie,
un déficit de I'immunité de type 1 s’associe au profil de réponse immunitaire de type TH2
néonatal [370].
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4.2.1.3. Autres mécanismes du virus a I’asthme :

4.2.1.3.1. Echec de I’hote a éliminer totalement le virus apres une infection
aigueé :
La persistance des RV a été démontrée aux décours des exacerbations asthmatiques chez
I’enfant, et sa durée est corrélée a la gravité de la symptomatologie. Plus de 40 % des enfants
ont I’ARN du RV détectable au long cours lorsque ce virus est responsable de I’exacerbation,
mais son caractere réplicatif et I’identité du sérotype ne sont actuellement pas précisés [371].
Contrairement & certains modéles animaux, aucun élément ne permet de confirmer chez

I’lhomme I'existence d’infection latente & VRS.

4.2.1.3.2. Hyperactivité bronchique secondaire a des infections a VRS dans

les premiéres années de vie :

Une étude prospective multicentrique en Europe et au Canada a comparé 146 prématurés
ayant recu un traitement préventif par le palivizumab (Synagisl) et 171 prématurés non
traités. Entre I’age de deux et cinq ans, I’effet protecteur vis-a-vis des sifflements dans le
groupe traité était de 68 % chez les enfants sans antécédent familial d’asthme et de 80 % chez
les enfants sans antécédent familial d’allergie alimentaire ou d’atopie. Aucun effet protecteur
de I’hyperréactivité bronchique n’a été observé chez les enfants ayant des antécédents
familiaux d’atopie ou d’allergies alimentaires [372]. Ainsi, le VRS pourrait prédisposer aux

sifflements par un mécanisme indépendant de I’atopie.
4.2.2. HPV et maladies tumorales de I’épithéliome oro-respiratoire :
4.2.2.1. Hyperplasie focale de I’épithélium :

Il s’agit d’une manifestation rare des infections a HPV associée a la muqueuse orale, plus
fréqguemment rencontrée chez les femmes et les enfants. Les lésions sont localisées au niveau
de la levre inférieure et peuvent aussi affecter la levre supérieure, la langue, la cavité orale,
I’oropharynx, le palais et le plancher buccal. Les HPV13 et HPV32 sont les plus fréquemment
retrouves [373].

128



4.2.2.2. Papillomatoses laryngées :

La papillomatose laryngée juvénile est la tumeur bénigne la plus fréquente du larynx de
I’enfant. Bien que bénigne, sa prise en charge est particulierement difficile, du fait de son
évolutivité imprévisible et de sa tendance a la récidive et a I’extension sur I’ensembles des

voies respiratoires.

La papillomatose laryngée survient dans deux contextes distincts : I’'un concerne I’enfant et
I’autre I’adulte. La forme juvénile se manifeste généralement avant I’age de 5 ans, alors que la
forme adulte débute typiquement entre 20 et 40 ans. Plus I’enfant est jeune, plus la forme
clinique parait sévére. On estime actuellement I’incidence dans la population des enfants de
1,4 a 4,3 pour 100 000 enfants. Les HPV impliqués dans la papillomatose laryngée juvénile
sont le plus souvent de type 6 ou de type 11 ; I’'HPV 11 semble étre associé a des formes plus
séveres, avec un risque accru d’obstruction des voies aériennes [374]. Les cordes vocales
constituent le siége prédominant des lésions, la dysphonie avec raucité particuliere et le

stridor lié a I’obstruction des voies aériennes sont les principaux symptomes.

Des rémissions spontanées sont décrites, de méme que des périodes de stabilité et des
périodes ou la maladie est particulierement active. Dans ces derniers cas, la répétition des
traitements chirurgicaux d’exérése des papillomes peut étre nécessaire et répétée dans des

délais rapprochés de quelques semaines [375, 376].
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VI. AUTRES VIROMES :
1. Virome Sanguin :

1.1. SANG :

Le sang est un liquide biologique vital qui circule continuellement dans les vaisseaux
sanguins et le cceur, notamment grace a la pompe cardiaque. Il est composé d'un fluide
aqueux, le plasma, et de milliards de cellules, principalement les globules rouges, qui lui

donnent sa couleur.

Ce liquide transporte le dioxygene (O2) et les éléments nutritifs nécessaires aux processus
vitaux de tous les tissus du corps, ainsi que les déchets, tels que le dioxyde de carbone (CO2)
ou les déchets azotés, vers les sites d'évacuation (reins, poumons, foie, intestins). Il permet
également d'acheminer les cellules et les molécules du systéme immunitaire vers les tissus, et

de diffuser les hormones dans tout I’organisme.

Chez l'adulte, c’est la moelle osseuse qui produit les cellules sanguines au cours d’un

processus appelé I'nématopoiése. Hors de la moelle, le sang est dit périphérique.
1.1.1. Origines du sang :

Le sang est a premiére vue reconnaissable a I'ouverture des tout premiers vertébrés, comme la
lamproie marine (Petromyzon marinus), espece vivante encore actuellement. Dans la
classification phylogénétique, depuis le Cambrien (environ 500 millions d'années),
les Petromyzontidae présentaient déja une hémoglobine permettant le transport du dioxygene
vers les tissus, dans une circulation fermée, ou le sang pouvait conserver ses propriétés.
Normalement inapparent, c'est par son écoulement (le saignement), qu'il a commenceé a étre
reconnu et identifié par ses particularités sensorielles (couleur, odeur, goQt, toucher) avant les
analyses physico-chimiques plus spécifiques. En cas de breche ou d'effraction des vaisseaux,
ses propriétés de fluide mobile coloré se transforment spontanément, rapidement et
irréversiblement, le sang versé signant ainsi l'atteinte de l'intégrité d'un organisme vivant
évolué - et par la donc, sa vulnérabilité - et cette caractéristique participe depuis, au cycle des
comportements de prédation de trés nombreuses especes.
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Le sang des vertébrés est rouge. Il devient rouge clair lors de I’oxygénation dans les poumons
ou les branchies. De couleur rouge dans les artéres, il devient ensuite rouge foncé quand il
perd son dioxygéne au profit des tissus. En observant les veines au travers des peaux claires,
le sang parait bleu mais il est bien rouge sombre, méme a I’intérieur des veines. C'est la peau

qui agit comme un filtre, ne laissant passer que le bleu[377].

Le cceur met le sang en circulation dans tout I’organisme. Il passe par les poumons (petite
circulation) pour se charger en dioxygéne et évacuer le dioxyde de carbone, et circule ensuite
a travers le corps via les vaisseaux sanguins (grande circulation). 1l libére son dioxygéne et
prend en charge le dioxyde de carbone au niveau des capillaires sanguins qui sont les plus
petits vaisseaux sanguins de I’organisme. Dans son état désoxygéné, sa couleur rouge est

moins brillante (comme dans le cas du sang veineux périphérique, par exemple).

Le sang Véhicule les déchets métaboliques des organes qui sont toxiques au-dela d'une
certaine concentration. Le foie et les reins extraient ces déchets, évacués dans la bile et

les urines.
1.1.2. Composition :

En tant que tissu conjonctif liquide, le sang contient des éléments cellulaires et des substances
fondamentales, sans fibres, contrairement aux tissus conjonctifs solides. Son pH varie entre

7,35 et 7,45[378]. Sa couleur provient de I'némoglobine (protéine comportant quatre hémes).
1.1.2.1. Eléments figurés :

e Erythrocytes ou hématies ou globules rouges (& peu prés 99 %). Elles ne possédent ni
noyau ni organites. Elles contiennent I’hémoglobine (13 des composants du
cytoplasme) qui permet de transporter I’oxygene ainsi que le fer mais aussi le dioxyde
de carbone ou le monoxyde de carbone. Elles contiennent également des enzymes leur
permettant de fonctionner et de survivre. Leur durée de vie est de 120 jours et leur
destruction est opérée au niveau de la rate et I'némoglobine est récupérée par les
macrophages du foie, de la rate et de la moelle osseuse.
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e Leucocytes ou globules blancs (0,2 %), qui font partie du systeme immunitaire et
permettent la destruction des agents infectieux. Les leucocytes sont un ensemble

hétéroclite de cellules :

» Les granulocytes ou polynucléaires (neutrophiles, éosinophiles, basophiles) ;
* Les lymphocytes ;

» Les monocytes.

e Thrombocytes ou plaquettes (0,6 - 1,0 %), responsables de la formation du clou
plaquettaire précédant la coagulation sanguine. lls ne contiennent pas de noyau ; ce sont

des fragments de cellule provenant de leurs précurseurs, les mégacaryocytes.

Ces éléments figurés constituent 45 % du sang (voir hématocrite), ce sont toutes les cellules
contenues dans le sang. Les 55 % restants constituent le plasma sanguin, un liquide jaunatre

qui est la phase liquide dans laquelle sont en suspension les éléments figurés.
1.1.2.2. Plasma sanguin :

Le plasma est la composante liquide du sang dans laquelle baignent les éléments figurés. Il est
constitué d’eau, d’ions et de différentes molécules qui sont ainsi transportées a travers
I’organisme. Il faut encore le distinguer du sérum sanguin, liquide issu d'un caillot sanguin
rétracté, dont la composition est un peu différente de celle du plasma sanguin, car dépourvu

en particulier du fibrinogéne.

Les principales molécules du soluté du plasma (le solvant étant I'eau qui est la principale

composante du sang) sont :
* Leglucose;
* Les lipides;

e Les protéines (qui peuvent &tre separées par électrophorése en plusieurs pics:

albumine, al, a2, B, v), dont les principales sont :

o L’albumine, qui dans la pression oncotique joue le rdle de transporteur (de bilirubine,

d'hormones, de médicaments, d'ions, etc.),
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Les immunoglobulines du systéme immunitaire,

Des protéines du complément, qui ont un réle majeur dans I’initiation de la réponse

immunitaire et de I’inflammation,
Des protéines de la coagulation sanguine (les facteurs de coagulation).

Certains de ces éléments sont des hormones, pouvant étre des protéines, des acides
aminés modifiés, des stéroides, ou des lipides modifiés (dont les prostaglandines et

les thromboxanes).
Autres composants potentiels :
Virus, bactéries et parasites ;

molécules  d'origine  exogéne : médicaments, résidus  de  pesticides, métaux
lourds et métalloides, radionucléides sous forme ionique libre ou associée a des
protéines ou d'autres molécules transporteuses (dont chélatrices). En 2010, il a été
proposé de compléter les bilans sanguins et bilans de santé classiques par un profil
métallique [379].

1.1.3. Fonctions :

Une fonction de transport : le sang (liquide circulant) assure une double fonction de
transport, il distribue I’oxygene et les nutriments nécessaires au fonctionnement et a la
survie de toutes cellules du corps et en méme temps, récupere le dioxyde de carbone et
les déchets (urée) qui résultent de I’activité de tout organe vivant ;

Le sang est constitué d’un liquide presque incolore tres riche en eau (le plasma) dans
lequel baignent des globules rouges, des globules blancs et des coagulants ;

Le sang s’enrichit en nutriments et regoit une grande partie de I’eau contenue dans les

aliments ;

Le sang se débarrasse des déchets collectés (dioxyde de carbone, etc.) et s’enrichit en

oxygéne dans les poumons ;
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e Le sang se débarrasse de son exces d’eau : I’urine (de I’eau contenant des déchets) est

« fabriquée » par les reins ;

e Seuls les globules rouges, qui contiennent de I’hémoglobine, donnent au sang sa
couleur rouge. Leur nombre est considérable (4 500 000 par millimétre cube de sang)
et leur fonction essentielle est le transport du dioxygene et du dioxyde de carbone. Ces
derniers se fixent en effet sur I’hémoglobine, facilités par sa forme de disque
biconcave (région centrale : 0,8 um, région périphérique : 2,6 um) la plus apte a une

fixation maximale.

» |l contribue également a la régulation de nombreuses fonctions : pression artérielle,

pression oncotique, régulation du pH, maintien de la température corporelle.
1.2. Différents viromes sanguin :

Le sang humain et ses dérivés sont constamment nécessaires aux transfusions sanguines et
aux traitements médicaux. Cependant, le sang représente également un réservoir viral
important et certains virus peuvent étre pathogénes. Ainsi, la description de la flore virale
dans le sang a des conséquences directes sur la santé publique. Un nombre croissant de
preuves fait valoir que, chez des individus apparemment en bonne santé, le sang n'est pas
stérile et peut contenir de nombreuses espéces virales. La majorité de la flore virale sanguine
« normale » est composée de virus a ADNsb de la famille des Anelloviridae, les virus Torque
Teno (TTV) étant les plus couramment détectés. Les TTV sont de petits virus non enveloppés
avec une symeétrie icosaédrique qui ont une grande diversité génétique. En effet, le premier
genre d'Anelloviridae, Alphatorquevirus, contient 29 especes de TTV. Initialement détectés
chez un patient japonais atteint d'hépatite post-transfusionnelle [380], les TTVs sont
désormais considérés comme commensaux avec une distribution mondiale [381-383]. Bien
que des formes réplicatives d'ADN du TTV aient été detectées dans les cellules
mononucléaires du sang périphérique [384], des charges virales supérieures a celles du sang
ont été identifiées dans la moelle osseuse, les poumons, la rate et le foie [385]. Ainsi, il est
tentant de spéculer que le sang humain pourrait jouer un double réle pour le TTV, a la fois
dans la réplication virale et la dissémination virale. Plusieurs études ont proposé que les
principales voies de propagation du TTV soient la transfusion sanguine, la transmission orale
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et le contact sexuel [383, 386, 387]. La transmission mere-enfant du TTV a également été
rapportée [388]. Ces multiples voies de diffusion peuvent contribuer & la nature pandémique
de l'infection par le TTV.

Une autre famille de virus a ADNsb fréquemment détectée est la famille des Parvoviridae.
Les parvovirus sont de petits virus non enveloppés de symétrie icosaédrique et mesurent
environ 18-26 nm de diamétre. Le parvovirus humain (PARV) 4 a été initialement détecté
dans le plasma d'une personne a risque d'infection par le VIH par utilisation de drogues
intraveineuse [389]. Cependant, une détection fréquente de PARV4 et PARV5 dans le plasma
de donneurs de sang apparemment sains ainsi que chez des individus symptomatiques a été
rapportée [390]. Dans certaines parties du monde, y compris en Afrique subsaharienne, la
séropositivité PARV4 est fréguemment détectée avec une prévalence élevée dans la
population [391]. Bien que les infections par PARV4 ne soient pas accompagnées d'une
virémie a long terme, des séquences d'ADN viral peuvent probablement étre détectées dans
les tissus pendant une longue période aprés I'exposition [392-394], englobant ainsi une forme
de latence ou de persistance partagée avec d'autres humains, PARV, par exemple PARV B19
humain et virus adénoassociés [395-397].

Des virus a ADNdb eucaryotes ont également été détectés chez des donneurs de sang. Egli et
al. [398] ont rapporté la prévalence des polyomavirus BK et JC en testant le sang de 400
donneurs. lls ont trouvé des différences significatives entre les virus BK et JC en ce qui
concerne l'interaction virus-hote et I'épidémiologie. De plus, le polyomavirus lymphotrope et
le HBoV ont également été fréqguemment trouvés dans le sang périphérique de sujets

immunodéprimés et apparemment en bonne santé [399, 400].

Un nombre croissant d'études ont signalé I'émergence de nouvelles infections rétrovirales
chez les chasseurs de primates en Afrique. Des virus de Rétroviridae, tels que le virus
mousseux Simian, le Spumaretrovirus ou le virus T-lymphotrope humain 3/4, sont
naturellement acquis par des individus apparemment en bonne santé en Afrique centrale apres
la chasse et l'abattage de viande infectée [401, 402]. De plus, les rétrovirus zoonotiques sont
fréquemment détectés dans le sang des chercheurs des zoos [403-405]. Bien que les virus se

trouvent chez des individus apparemment en bonne santé, les conséquences a long terme de
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ces infections virales doivent étre évaluées. En effet, il est possible que dans le cas de
personnes atteintes de troubles immunitaires, ces virus puissent contribuer au développement

de pathologies chroniques.

Les virus & ARN font également partie de la flore virale dans le sang, mais ils sont
principalement pathogénes et, dans de tels cas, ils représentent la phase virémique de
I'infection. Seuls quelques exemples de virus & ARN « asymptomatiques » en circulation ont
été signalés, mais leur pathogénicité n'est pas comprise. Récemment, plusieurs virus transmis
par des arthropodes (arbovirus) appartenant a la famille des Flaviviridae, comme le virus de la
Dengue, ont été détectés dans le sang d'individus apparemment en bonne santé [406];
cependant, les infections par le virus de la Dengue peuvent provoquer des fiévres
indifférenciées et méme des déces dans certains cas. En 2001, Sonoda et Nakayama [407] ont
décrit la circulation du virus de la rougeole dans les cellules mononucléaires du sang
périphérique d'enfants en bonne santé exposés a un environnement dans lequel la rougeole
circulait. Le virus de la rougeole appartient a la famille des Paramyxoviridae (genre
Morbilivirus) et est une cause majeure de mortalité infantile dans les populations non
vaccinees. Les auteurs ont trouvé une prévalence élevée du virus de la rougeole (23,4%) dans
les populations exposées, mais aucune détection d’ARN viral n'a été observée chez les enfants

non exposeés, suggérant une circulation asymptomatique du virus.
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Tableau IX : Différents viromes Humain sanguins [289].

Groupe du Virus

Famille du virus

Genres / espéces viral

ADNdb

Adenoviridae

Adenovirus-36, Adénovirus Humain

Baculoviridae

Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus

Herpesviridae

HHYV 3-like, Suid herpésvirus 1-like, cytomégalovirus
humain, Epstein-Barr virus, HHV 6B, HHV 7

Marseilleviridae

Giant Blood Marseillevirus

Myoviridae

Streptococcus pneumoniae bactériophage EJ-1-like

Polyomaviridae

Lymphotropic polyomavirus, BK virus, JC virus, Kl
virus, WU virus, Human polyomavirus 9

Papillomaviridae

a-, B-, y-HPVs

Poxviridae

Cowpox virus-like

Siphoviridae

Clostridium perfringens bacteriophage ®3626,
Methanobacterium phage psiM2-like, Enterobacteria
phage A

Non attribué

Nidivirus (Heliothis zea virus 1-like)

ADNSsb

Anelloviridae TTV, TTV-midi, TTV-mini SEN virus, anelloviruses
non classés

Inoviridae Ralstonia phage RSM 1, 3

Microviridae Chlamydia phage 9CPAR39-like

Parvoviridae

Human bocavirus, PARV 4, 5, Adeno-associated virus

ARNdb | Non documenté
(+) ARNsb | Hepeviridae Hepatitis E virus
Flaviviridae Dengue virus, Usutu virus, GB virus C
(<) ARNsb | Bunyaviridae Toscana virus, Puumala hantavirus, Dobrava
hantavirus
Paramyxoviridae Measles virus
Rétrovirus | Rétroviridae Simian foamy virus, Spumaretrovirus, Human T-
lymphotropic virus 3, 4, Human endogenous
rétrovirus H
ADNdb | Herpesviridae HHV 7
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2. Virome de la cavité orale :

Le virome oral humain commence tout juste a étre caractérise. Il est principalement composé
de bactériophages classés principalement comme membres de la famille des Siphoviridae et,
dans une moindre mesure, des familles Myoviridae et Podoviridae. Semblable au tractus
gastro-intestinal, le virome oral semble également distinct pour différents individus et stable
sur une longue période sans perturbation externe [108, 408, 409]. Différentes communautés
de phages uniques ont été trouvées dans la salive, la plaque dentaire et les plaques sous-
gingivales et supragingivales [409]. A cet égard, les groupes viraux d'un site oral similaire
chez différents individus semblaient étre plus comparables que ceux de diverses destinations
orales chez la méme personne [108]. Contrairement aux communautés bactériennes, les
groupes de phages sont fondamentalement plus diversifiés et plus abondants dans le virome
oral que dans l'intestin et sont liés au sexe [410]. De plus, il a été démontré que les personnes
vivant dans la méme maison partagent une proportion plus élevée de leurs viromes oraux par
rapport aux sujets témoins de différentes unités familiales [411]. D'autres facteurs pourraient
également avoir influencé cette observation, comme le régime alimentaire, la diversité
bactérienne et la filiation des individus des mémes ménages. Comme pour le virome
intestinal, une proportion importante des phages oraux devrait avoir un mode de vie lysogéne

en harmonie dynamique avec leurs hotes cellulaires.

La plupart des études sur le virome oral n'ont pas décrit la présence de virus eucaryotes et
ceux qui l'ont fait se sont concentrés uniquement sur les virus a ADN. Une analyse du
microbiome salivaire a identifié la présence d'herpésvirus [412]. En outre, la recherche sur les
virus eucaryotes dans les maladies bucco-dentaires telles que la parodontite, une maladie
inflammatoire répandue, a révélé une association entre la présence de virus et l'inflammation.
Le virome était constitué d'herpesvirus humain, d'herpes simplex virus 1 et 2, de CMV et
d’EBV [413]. De plus, un rdle pathologique pour HSV-1 et EBV a été suggéré [413, 414]. Par
conséquent, ces informations doivent étre prises en considération lorsqu'un traitement de cette
maladie est prescrit, car la plupart du temps, seules les causes étiologiques bactériennes de la
maladie sont prises en compte. Enfin, une étude récente a identifié des herpésvirus, des

phycodnavirus, des poxvirus, des mimivirus, des baculovirus et des papillomavirus dans la
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salive d'individus témoins et sous antibiothérapie. Il faut noter que chez les sujets sous
antibiotiques, le papillomavirus était la population virale la plus abondante, méme en

considérant les phages.
3. Virome génito-urinaire :

Les populations de phages dans les voies génito-urinaires restent largement inexplorées car il
n'y a que quelques rapports de ce compartiment. Les virus décrits dans les voies urinaires sont
principalement des phages (> 99%) sans aucune différence significative concernant I'état de
santé [109]. La proportion élevée de genes d'intégrase identifiés dans les phages suggere des
modes de vie lysogéniques dans cette région.

Concernant les virus eucaryotes, seuls les virus a ADN ont été caractérisés. Il n'est pas
surprenant que la plupart des études aient trouvé la présence de nombreux membres de la
famille des Papillomaviridae, suivis des membres des Herpesviridae, Anelloviridae et

Polyomaviridae, dans les échantillons d'urine et vaginaux [109, 260].

L'étude des communautés virales et de leur influence sur la santé humaine a conduit a
déterminer que I'équilibre dans la diversité et l'abondance de virus spécifiques dépend
fortement de facteurs environnementaux tels que I'alimentation, les conditions de vie, I'acces a
l'eau potable et au réseau d'égouts, la pollution, entre autres facteurs. Cependant, de
nombreuses études doivent étre reproduites dans divers pays pour déterminer la contribution
relative des différences environnementales et génétiques qui peuvent restreindre la

généralisation des conclusions tirées jusqu'a présent.
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Le virome humain reste largement inconnu malgré le fait qu'il soit devenu un sujet brilant de
recherche. Le nombre limité de patients utilisés dans les différentes études et le fait qu'ils
soient limités & certaines populations humaines, il est difficile a tirer des conclusions
générales. Neanmoins, certaines découvertes intéressantes meritent d'étre prises en
considération, de la découverte de la fagon dont la diversité virale change tout au long de la
vie d'un individu, a la facon dont les différences géographiques entrainent des compositions
de virome distinctes. Une chose a garder a I'esprit est que, jusqu'a présent, dans la plupart des
études, la recherche a été dirigée vers les virus a ADN, et parmi ceux-ci, la diversité des
bactériophages a été mieux caractérisée. Donc, le virome a ARN est resté inexploré dans de
nombreuses études. De plus, les données de séquence sont biaisées dans les bases de données
actuelles, car elles contiennent des informations de séquence de virus connus, principalement
ceux d'importance clinique ou économique. Ce biais se traduit par le fait qu'environ 50% des
séquences obtenues dans les analyses de métagénomique virale ne peuvent étre attribuées a
aucune famille de virus. Cependant, et il convient de noter que I'approche NGS pour étudier la
diversité virale a conduit a la découverte de nouveaux virus, bien que jusqu'a présent, dans

quelques cas seulement, la relation avec une maladie a été établie.

L'un des domaines de recherche les plus passionnants va au-dela de la caractérisation de la
diversité virale et se concentre sur l'interaction des virus avec d'autres organismes dans le
microbiome. Ainsi, l'interaction des virus avec les bactéries peut moduler I'infectiosité virale
et la pathogenese. De plus, la modulation du systéme immunitaire effectuée par certaines
infections virales chroniques peut affecter la pathogénicité d'autres micro-organismes, soit en
l'augmentant, soit en la diminuant. Ces études ont souligné I'importance de comprendre ces

interactions complexes qui peuvent avoir un impact sur la santé humaine.
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RESUME :

Titre : Le virome humain
Auteur : EL ABBADI Mosaab
Rapporteur : Pr SEKHSOKH Yassine

Mots clés : Bactériophages ; Dysbiose ; Symbiose ; Virome cutané ; Virome
Intestinal ; Virome respiratoire

Les virus sont les entités intracellulaires obligatoires les plus abondantes dans notre corps.
Jusqu'a récemment, ils n'étaient considérés que comme des agents pathogeénes a l'origine d'un
large éventail de pathologies, allant des maladies bénignes aux décés dans les cas les plus
graves. Cependant, les progrés récents de Séquencage nouvelle génération ainsi que
l'augmentation des preuves épidémiologiques ont indiqué que le corps humain abrite diverses

especes virales dans des conditions non pathologiques.

Malgré ces études, la description de la flore virale présumée saine, c'est-a-dire le virome
humain normal, est encore a ses balbutiements concernant la composition et la dynamique

virales.

Dans ce travail on a traité Chaque compartiment corporel séparément vu qu’il abrite une
population virale distincte, a savoir le virome intestinal, cutané, respiratoire, sanguin, génito-

urinaire et le virome de la cavité.

Ce travail résume nos connaissances actuelles sur ces viromes dans des conditions
pathologiques et non pathologiques, et illumine le rapport entre les virus, les différents
microorganismes vivants et I’environnement. On a aussi démontré le réle fondamental de ce

virome dans la symbiose et la dysbiose dans les différents compartiments du corps humain.
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SUMMARY

Title: The human virome
Author: EL ABBADI Mosaab
Rapporteur : Pr SEKHSOKH Yassin

Keywords : Bacteriophages ; Dysbiosis ; Intestinal Viroma ; Respiratory viroma

; SKin viroma ; Symbiosis

Viruses are the most abundant obligate intracellular entities in our body. Until recently, they
were only considered to be pathogens that caused a broad array of pathologies, ranging from
mild disease to deaths in the most severe cases. However, recent advances in unbiased mass
sequencing techniques as well as increasing epidemiological evidence have indicated that the
human body is home to diverse viral species under non-pathological conditions. Despite these
studies, the description of the presumably healthy viral flora, i.e. the normal human virome, is

still in its infancy regarding viral composition and dynamics.

In this work, each body compartment was treated separately because it harbors a distinct viral
population, namely the intestinal, Skin, respiratory, blood, genitourinary and the oral cavity

virome.

This work summarizes our current knowledge of these viromes in pathological and non-
pathological conditions, and illuminates the relation between viruses, different living
microorganisms and the environment. We have also proven the fundamental role of this

virome in symbiosis and dysbiosis in the various compartments of the human body.
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> Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.
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> Les médecins seront mes fréres.

> Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale ne s'interposera entre mon devoir et mon
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