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Première partie : Bibliographie 
 

 

I. Le virome 
 

Le microbiote humain désigne l’ensemble des microorganismes commensaux qui peuvent 

coloniser le corps humain : il regroupe ainsi les flores aérienne, digestive, cutanée, génitale, et 

est reconnu comme ayant un rôle essentiel dans la physiologie de l’hôte. Bien que le 

microbiote bactérien reste aujourd’hui le plus largement décrit et étudié, il existe une 

composante virale du microbiote, le virome (Foulongne, 2015). 

 

Le virome représente l’ensemble des virus retrouvés chez l’homme, à l’intérieur du corps 

ou à sa surface, et en l’absence de signes cliniques d’infection. Cette définition comprend 

donc les virus responsables d’infections, qu’elles soient aiguës, chroniques ou latentes, les 

virus intégrés au génome (rétrovirus), et les bactériophages (Rascovan et al., 2016). 

 

De nouveaux outils de la biologie moléculaire tels que la métagénomique ont permis 

l’exploration du virome. Des études menées chez des individus ont ainsi montré la grande 

diversité des virus colonisant le corps humain. La variabilité inter et intra-individuelle du 

virome est bien décrite et elle semble être liée à plusieurs facteurs, notamment à des facteurs 

environnementaux et à l’influence du système immunitaire (Foulongne, 2015). 

 

Dans le compartiment systémique, une majorité de virus de la famille des Herpesviridae a 

été identifiée, représentés principalement par l’herpèsvirus humain de type 7 (HHV-7) et le 

virus Epstein-Barr (EBV), ainsi que des virus de la famille des Anelloviridae (Moustafa et al., 

2017) (Figure 1).  
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Figure 1 – Prévalence des différents virus retrouvés dans le virome sanguin 

(Moustafa et al., 2017) 

 

 

II. Les torque teno virus 
 

A. Circonstances de découverte et historique des TTV  

 

La découverte de nouveaux virus a été facilitée par l’utilisation de nouvelles techniques de 

biologie moléculaire de plus en plus performantes (réaction par polymérisation en chaîne 

(PCR), hybridation moléculaire, séquençage) associées à des techniques d’enrichissement 

viral (filtration, centrifugation sur gradient, traitement avec des DNases…). La 

métagénomique virale permet aujourd’hui de caractériser de très nombreuses séquences 

virales non répertoriées dans les bases de données actuelles. Elle repose sur une technique de 

séquençage à haut débit (Next Generation Sequencing, NGS) qui utilise des amorces 

aléatoires et permet ainsi de caractériser plusieurs millions de séquences à partir d’un 

échantillon à l’aide d’outils bioinformatiques puissants permettant de traiter toutes les 

données générées (Foulongne, 2015). 
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En 1997, par méthode de soustraction génique, un fragment de séquence virale d’environ 

500 paires de bases (pb) a été découvert dans le sérum d’un patient japonais présentant une 

hépatite post-transfusionnelle d’étiologie indéterminée. Ce clone, initialement nommé N22 et 

non répertorié dans les bases de données de séquences virales de l’époque, a été renommé 

TT virus (TTV), d’après les initiales du patient chez lequel il a été découvert (Nishizawa et 

al., 1997). Des travaux supplémentaires ont par la suite montré que le génome du TTV est 

constitué d’un ADN circulaire simple brin de polarité négative (Okamoto et al., 1998b; 

Mushahwar et al., 1999). Il s’agit du premier virus à ADN circulaire simple brin isolé chez 

l’homme. Il se rapproche ainsi de familles virales déjà connues telles que la famille des 

Circoviridae, virus infectant les animaux, la famille des Geminiviridae, virus infectant les 

plantes, ou encore celle des Microviridae, virus infectant les bactéries (Hino, 2002).  

 

Au début des années 2000, le dépistage du TTV dans des échantillons de plasma humain a 

permis la découverte d’un nouveau virus, plus petit, avec des séquences divergentes par 

rapport à celles du TTV, nommé d’abord TLMV (TT-like mini virus) puis TTMV (torque 

teno mini virus) par le comité international de taxonomie des virus (International Committee 

on Taxonomy of Viruses, ICTV). En 2007, un troisième virus ressemblant au TTV mais 

présentant des séquences divergentes a été identifié chez l’homme et nommé TTMDV (torque 

teno midi virus) (Biagini and de Micco, 2010). 

  

B. Classification et taxonomie virale  

 

En 2004, l’ICTV a approuvé la création d’un nouveau genre : le genre des Anellovirus (du 

latin anello signifiant l’anneau, en référence au génome circulaire). En parallèle, le TTV a été 

renommé torque teno virus (du latin torques, signifiant collier et tenuis, signifiant fin). C’est 

ensuite en 2009 que la famille des Anelloviridae a été créée par l’ICTV, suite à la découverte 

de nouveaux génomes TTV, TTMV et TTMDV complexifiant ainsi la taxonomie pré-

existante (Biagini, 2009).  La famille des Anelloviridae comprend aujourd’hui 14 genres 

différents, dont trois principaux retrouvés chez l’homme : Alphatorquevirus, représenté par 29 

espèces différentes de TTV ; Betatorquevirus, représenté par 12 espèces de TTMV ; et 

Gammatorquevirus, représenté par 15 espèces de TTMDV. Les genres animaux 

Deltatorquevirus, Epsilontorquevirus, Etatorquevirus, Iotatorquevirus, Kappatorquevirus, 

Lambdatorquevirus, Mutorquevirus, Nutorquevirus, Thetatorquevirus et Zetatorquevirus ont 
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été identifiés respectivement chez les tupaïas, les tamarins à crête blanche, les chats, les 

cochons, les otaries, les chevaux, les chiens et les douroucoulis (Figure 2). Le genre des 

Gyrovirus, représenté par le Chicken Anemia Virus (CAV) a été récemment transféré de la 

famille des Circoviridae vers la famille des Anelloviridae.  

 

 

 

Figure 2 – Famille des Anelloviridae en 2010 

(Biagini and de Micco, 2010) 

 

 

C. La particule virale 

 

1. Structure de la particule virale 

 

Les TTV sont des petits virus d’environ 30 à 50 nm de diamètre, non enveloppés dont 

la structure tridimensionnelle est encore incertaine à ce jour. Le génome est constitué d’un 

ADN circulaire simple brin (single-stranded DNA, ssDNA) de polarité négative. Après 

immunoprécipitation des TTV à l’aide d’un antisérum anti-IgG humaines, une fraction de 
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l’ADN des TTV a été retrouvée dans le sérum d’individus infectés, indiquant que les TTV 

pourraient circuler dans le sang liés aux immunoglobulines (Maggi and Bendinelli, 2009).  

 

2. Organisation génomique 

 

La taille du génome des TTV varie en fonction des génotypes, de 3600 à 3900 pb. Malgré 

la diversité apparente de la taille des génomes des TTV, il semble que l’organisation 

génomique soit bien conservée et comporte deux régions :  

- une région codante de 2600 pb et contenant au moins deux cadres de lecture ouverts 

(Open Reading Frame, ORF) chevauchants : ORF1 (long) et ORF2 (court), et deux 

cadres de lecture ouverts additionnels : ORF3 et ORF4. La région N22 de l’ORF1 est la 

séquence initialement découverte en 1997. 

- une région non codante (5’Untranslated Region, UTR), bien conservée de 1200 pb. On 

y retrouve une séquence riche en guanine-cytosine (GC) de 117 nucléotides, et 

susceptible de former une structure secondaire de type « épingle à cheveux » (Figure 

3). 

 

 

 

Figure 3 – Structure du génome du prototype TTV-1a 

(Biagini, 2009) 
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D. Cycle de réplication 

 

L’absence de modèle de culture cellulaire pour les TTV empêche l’étude approfondie des 

mécanismes de réplication mais également la compréhension de la nature et de la fonction des 

protéines sécrétées par les TTV (Hino and Miyata, 2007). Deux études ont montré des 

résultats intéressants dans la persistance d’un cycle viral de multiplication. L’infection d’une 

lignée cellulaire Chang Liver (cellules humaines dérivées de tissu non malin) par du sérum 

positif pour le TTV a montré l’apparition d’un effet cytopathogène 2 à 3 jours après 

l’inoculation avec destruction des cellules infectées. De faibles charges virales TTV mesurées 

dans le surnageant suggèrent néanmoins une faible sécrétion de particules virales (Desai et al., 

2005). Dans une autre étude, la culture des TTV a été effectuée sur des cellules mononucléées 

du sang périphérique (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC). La réplication in vitro 

des TTV a été observée sur ces cellules préalablement stimulées par de la 

phytohémagglutinine et une augmentation des charges virales des TTV a été mesurée dans le 

surnageant. Aucun effet cytopathogène n’a cependant été observé (Maggi et al., 2001). 

 

1. Synthèse des ARN messagers 

 

Le profil de transcription des TTV a par la suite été étudié par la transfection de plasmides 

contenant un génome linéarisé des TTV. Plusieurs constructions ont été testées, notamment la 

transfection de deux isolats appartenant au génogroupe 1 : l’isolat VT416 (génotype 1) dans 

des cellules Cos-1 (Kamahora et al., 2000) et l’isolat HEL32 (génotype 6) dans des cellules 

embryonnaires rénales humaines HEK 293 (Qiu et al., 2005). L’isolat TYM9, appartenant au 

génogroupe 3, a été étudié dans les cellules de la moëlle osseuse d’une patiente atteinte d’une 

leucémie aiguë myéloïde (Okamoto et al., 2000). Enfin, les isolats tth7 et tth8 appartenant au 

génogroupe 5 ont été transfectés dans des cellules L428 de lymphome de Hodgkin (Leppik et 

al., 2007). 

 

Trois types d’ARN messager ont ainsi été décrits, de respectivement 2,8 à 3 kpb, 1,2 kpb 

et 1,0 kpb. Chaque ARNm est transcrit à partir d’un unique promoteur, et est polyadénylé. 

Ces ARNm résultent de l’épissage d’un petit intron de 100 nucléotides, localisé après le site 

d’initiation de la transcription. Pour les deux transcrits les plus courts, l’épissage d’un 

deuxième intron plus large a lieu environ 400 nucléotides après le premier intron (Figure 4). 

L’ARNm le plus exprimé est la forme la plus longue (60%), et l’expression des formes de 1,2 
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et de 1,0 kpb est de 5% et 35% respectivement. L’étude des isolats appartenant au génogroupe 

5 a montré, outre la présence de ces 3 ARNm déjà décrits, la présence de 12 transcrits 

additionnels, produits par des sites d’épissages alternatifs et par des réarrangements 

intragénomiques (Kakkola et al., 2009). 

 

2. Expression et fonction des protéines virales 

 

a. Expression protéique 

 

Six protéines virales ont été identifiées dans le modèle de transfection de cellules HEK 

293 avec l’isolat HEL32. Des mécanismes d’épissage alternatif et d’initiation alternative de la 

traduction sont nécessaires à la synthèse de ces protéines (Qiu et al., 2005). 

 

Chaque ARNm code deux protéines différentes à l’aide d’une initiation alternative de la 

traduction (codons initiateurs O1AUG ou O2AUG). La protéine ORF1, de 736 acides aminés 

(AA), est la plus grande protéine des TTV et est traduite à partir de l’ARNm de 2,8 kpb. La 

protéine ORF2 est plus petite (117 AA) et est codée par le même ARNm à l’aide d’un codon 

initiateur alternatif. Les ARNm de 1,2 kpb et de 1,0 kpb codent chacun deux protéines : les 

protéines ORF2/2 (281 AA) et ORF2/3 (275 AA) codées à l’aide du codon initiateur 

O1AUG et deux autres protéines, ORF1/1 (199 AA) et ORF1/2 (142 AA), sont en revanche 

traduites à l’aide du codon initiateur O2AUG (Figure 4) (Kakkola et al., 2009). 
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Figure 4 – Transcription et expression protéique des TTV dans des cellules HEK 293, 

exemple de l’isolat HEL32 (génotype 6)  

(Kakkola et al., 2009) 

 

 

Les études de transfection de différents génomes des TTV dans des lignées cellulaires ont 

montré des profils de transcription et de traduction globalement similaires. On suppose ainsi 

que cette organisation serait conservée chez les TTV, mais qu’il existerait des variations 

spécifiques de génotype (Kakkola et al., 2009). 

 

b. Fonctions des protéines virales 

 

Toujours en raison de l’absence d’un modèle de réplication efficace des TTV, il est 

aujourd’hui difficile de démontrer la réelle fonction des protéines précédemment décrites.  

 

La protéine ORF1 semble être une protéine multifonctionnelle à la fois structurale 

(protéine de capside) et impliquée dans la réplication virale. En effet, des motifs 

caractéristiques de la protéine de réplication Rep ont été identifiés. La protéine Rep est une 
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protéine retrouvée dans les autres familles de virus à ADN simple brin circulaire. Elle possède 

trois domaines distincts permettant la reconnaissance de l’origine de réplication et a une 

activité NTPase et hélicase (Bernardi and Timchenko, 2008). De plus, la présence d’une 

région N-terminale riche en arginine suggère l’interaction d’ORF1 avec l’ADN viral 

(Mushahwar et al., 1999).  

 

Des travaux sur la protéine ORF2 ont montré sa capacité à inhiber la voie du NF-κB, 

facteur nucléaire impliqué dans la réponse protectrice de l’hôte vis-à-vis des pathogènes 

viraux. Ainsi, ORF2 diminuerait indirectement l’expression de cytokines de l’inflammation 

(IL-6, IL-8) et aurait un rôle dans la régulation de la réponse immunitaire de l’hôte (Zheng et 

al., 2007). La protéine ORF2 possède également une structure conservée de type 

WX7HX3CX1CX5H susceptible d’avoir une activité phosphatase. Ces protéines avec activité 

phosphatase ont des fonctions importantes notamment dans la régulation de la transcription 

génique (Kakkola et al., 2009).  

 

ORF2/2 et ORF2/3 ont une localisation nucléaire et auraient un rôle dans l’expression 

génique et la réplication virale. ORF2/2 possède un domaine riche en sérine dans sa partie C-

terminale pouvant générer différents sites de phosphorylation : en étant phosphorylée, elle 

pourrait ainsi interagir avec les protéines cellulaires dans le maintien d’une infection 

persistante (Asabe et al., 2001). 

 

3. Cycle de réplication 

 

Le mécanisme exact de réplication des TTV reste aujourd’hui inconnu mais il est probable 

qu’il fasse intervenir le système de réplication cellulaire, les TTV ne possédant pas leur 

propre ADN polymérase (Kakkola et al., 2007). Par analogie avec les virus de la famille des 

Geminiviridae ou le CAV, autres virus connus à ADN circulaire simple brin, les TTV se 

répliqueraient selon le mécanisme du cercle roulant (Bernardi and Timchenko, 2008). La 

protéine ORF1 aurait d’ailleurs une activité centrale dans ce mécanisme, en portant des motifs 

de la protéine Rep (Biagini and de Micco, 2010).  

 

Le mécanisme du cercle roulant implique dans un premier temps la formation d’un 

intermédiaire de réplication à ADN double brin. La réplication débute grâce à la fixation de la 

protéine Rep sur l’origine de réplication. L’ADN polymérase cellulaire synthétise un nouveau 
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brin d’ADN complémentaire. Enfin, une ADN ligase permet de libérer le brin d’ADN 

circulaire simple brin nouvellement synthétisé (Figure 5).  

 

 

 

Figure 5 – Schéma du mécanisme de réplication du cercle roulant 

(SIB Swiss Institute of Bioinformatics, 2012) 

 

E. Variabilité génétique 

 

La famille des Anelloviridae est caractérisée par une diversité génétique importante, 

diversité qui n’est pas commune chez les virus à ADN. En effet, ces virus à ADN utilisent 

pour leur réplication l’ADN polymérase des cellules hôtes qui possède un haut niveau de 

fidélité (fonction de correction d’épreuves, proof-reading). 

 

Historiquement, deux génotypes différents de torque teno virus ont été caractérisés, avec 

une variabilité génétique pouvant atteindre 30% de divergence en nucléotides (Okamoto et al., 

1998b). Depuis, la caractérisation de nombreuses séquences complètes a permis d’identifier 

plus de 30 génotypes différents avec une divergence en nucléotides pouvant parfois dépasser 

les 50%. La classification a ainsi évolué et les différents virus sont maintenant classés au sein 

du genre Alphatorquevirus en groupes phylogénétiques (Figure 6). A ce jour, il existe 7 

groupes phylogénétiques majeurs (Hsiao et al., 2016; Peng et al., 2002). L’ICTV, dans son 

9ème rapport, précise d’ailleurs qu’une divergence en nucléotides de plus de 35% entraine la 

distinction d’une nouvelle espèce de TTV, et une divergence en nucléotides de plus de 56% 

permet de classer la souche dans un genre différent au sein de la famille des Anelloviridae.  
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Malgré la variabilité importante au sein de la famille des Anelloviridae et au sein même de 

chaque genre, la volonté de conserver cette classification établie se justifie par la présence 

d’une organisation génomique très similaire avec plusieurs ORFs chevauchants et une taille 

de génome relativement constante. La présence de la région non codante 5’UTR est 

également très conservée dans tous les isolats caractérisés jusqu’à maintenant (Hsiao et al., 

2016; Peng et al., 2002). 

 

 

Figure 6 – Arbre phylogénétique représentant les 5 groupes phylogénétiques des TTV 

décrits en 2009 

(Okamoto, 2009) 

 

 

Quelques hypothèses ont été évoquées quant à l’explication de cette variabilité 

génomique. Les TTV pourraient présenter un taux de mutation élevé, ce qui n’est pas courant 

chez les virus à ADN. Autre hypothèse, les TTV pourraient subir des évenements de 

recombinaison, notamment de recombinaison intra-génomique (Leppik et al., 2007).  
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F. Epidémiologie et pouvoir pathogène 

 

1. Epidémiologie 

 

a. Prévalence 

 

La prévalence de l’infection à TTV a initialement été évaluée à l’aide d’une PCR 

basée sur des amorces permettant d’amplifier la région ORF1 (Nishizawa et al., 1997). 

Plusieurs enquêtes épidémiologiques effectuées chez des donneurs sains ont ainsi révélé de 

faibles prévalences variant entre 1% et 12% au Japon, en Europe et aux Etats-Unis (Biagini et 

al., 1998; Charlton et al., 1998; Simmonds et al., 1998).  

 

Cependant, la même année, l’étude de Takahashi et al rapportait une prévalence de 

92% chez des individus sains japonais en utilisant de nouvelles amorces localisées au niveau 

de la région conservée UTR. Parallèlement, les amorces spécifiques de la région ORF1 

élaborées par Okamoto et al testées sur cette même population révélaient une prévalence de 

seulement 23% (Takahashi et al., 1998).  

 

D’autres travaux ont ainsi comparé les prévalences observées en fonction du choix des 

amorces et ont révélé que l’amplification de la région non codante UTR, très conservée dans 

cette famille des Anelloviridae, était à privilégier lors d’une étude de prévalence puisqu’elle 

permet la détection d’un nombre beaucoup plus important de génotypes. Plusieurs études de 

prévalence des TTV chez des volontaires sains dans le monde sont détaillées dans le Tableau 

1 ; la Figure 7 représente la prévalence des TTV dans le monde en fonction du couple 

d’amorces choisi. Au total, la prévalence des TTV est élevée dans le monde entier puisqu’elle 

est en moyenne supérieure à 80%. 
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Cible amplifiée Prévalence Pays Référence 

ORF1 (clone N22) 

12% Japon (Okamoto et al., 1998b) 

5,3% France (Biagini et al., 1998) 

1,9% Ecosse (Simmonds et al., 1998) 

1% Etats-Unis (Charlton et al., 1998) 

UTR 

92% Japon (Takahashi et al., 1998) 

93% Japon (Okamoto et al., 1999) 

91% Japon (Shibayama et al., 2001) 

89% Italie (Maggi et al., 2005) 

66% France (Biagini et al., 2006) 

60,1% Etats-Unis (Walton et al., 2014) 

79% Uruguay (Cancela et al., 2016) 

95% Taiwan (Hsiao et al., 2016) 

69% Suisse (Masouridi-Levrat et al., 2016) 

45% France (Kulifaj et al., 2018) 

Tableau 1 – Méta-analyse de plusieurs études de prévalence des TTV chez des 

volontaires sains en fonction de la cible amplifiée 

 

 

Figure 7 – Répartition des prévalences des TTV dans le monde en utilisant des amorces 

spécifiques de UTR (a) ou de ORF (b) 

(Spandole et al., 2015) 
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La prévalence des TTV dans la population semble augmenter avec l’âge et les charges 

virales des TTV sont plus importantes chez les personnes âgées (Fernández-Ruiz et al., 2019; 

Haloschan et al., 2014; Saback et al., 1999).   

 

Quelques études se sont intéressées à la répartition des TTV au sein de chaque groupe 

phylogénétique, notamment des prévalences retrouvées au sein de chacun de ces groupes : les 

groupes phylogénétiques les plus fréquemment retrouvés sont les groupes 1, 3 et 5. Les 

groupes 2 et 4 sont les moins fréquents, avec une prévalence de l’ordre de 2% (Biagini et al., 

2006).  

 

La séroprévalence des torque teno virus reste difficile à évaluer aujourd’hui. Quelques 

études ont évalué le caractère immunogène des protéines ORF1 et ORF2 et ont essayé de 

développer des techniques sérologiques (immunoprécipitation, immunoblots). Aucune 

méthode n’est pour l’instant reconnue comme référence et des études supplémentaires sont 

nécessaires pour déterminer la séroprévalence des TTV dans la population mondiale (Maggi 

and Bendinelli, 2009).  

 

b. Répartition géographique 

 

Les TTV ont initialement été découverts au Japon (Nishizawa et al., 1997) mais de 

nombreuses études ont depuis montré la répartition cosmopolite des TTV puisqu’ils ont été 

retrouvé sur les cinq continents (Spandole et al., 2015). La répartition géographique des 

différents génotypes des TTV est une question encore en cours d’étude.  

 

c. Transmission 

 

Le génome des TTV est présent dans de nombreux organes et tissus de l’organisme, 

suggérant ainsi un vaste tropisme cellulaire. Il a en effet été détecté dans les cellules 

sanguines mononucléées (PBMC) (Maggi et al., 2001; Mariscal et al., 2002), dans les cellules 

de la moëlle osseuse (Okamoto et al., 2000), dans les sécrétions nasales et la salive (Maggi et 

al., 2003), dans le foie, ou encore dans les fèces. 

 

Une des principales voies de transmission des TTV est probablement la voie parentérale. 

En effet, dès sa découverte, on a supposé que le virus se transmettait par les transfusions 

sanguines puisque sa prévalence chez les donneurs de sang, chez les patients hémodialysés et 
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dans les produits dérivés du sang était élevée. Cela lui a d’ailleurs valu son appellation 

transitoire de transfusion-transmitted virus pour TT-virus (Nishizawa et al., 1997; Simmonds 

et al., 1998). Mais du fait d’une prévalence très importante des TTV dans la population 

mondiale et ce dès la petite enfance, il est probable que les voies de transmission des TTV 

soient multiples. Ainsi, une transmission aérienne est fortement probable, comme le montre 

une étude de 2000 où la fréquence de détection des TTV était plus importante dans la salive 

que dans le sang (Deng et al., 2000). Une autre voie de transmission fortement probable est la 

voie féco-orale (Okamoto et al., 1998a). La transmission materno-fœtale est également 

possible puisque les TTV ont été détectés dans le sang de cordon et le liquide amniotique. La 

transmission des TTV à la naissance serait liée à la transmission materno-fœtale et à la 

transmission périnatale par l’environnement ou l’allaitement maternel (Bagaglio et al., 2002; 

Morrica et al., 2000).  

 

2. Pouvoir pathogène 

 

Depuis leur découverte, de nombreuses études se sont intéressées à l’implication des virus 

TTV en pathologie humaine. Si l’on a d’abord pensé que les TTV pourraient être 

responsables d’hépatites post-transfusionnelles, ils ont aussi été étudiés dans des pathologies 

respiratoires, cancéreuses ou auto-immunes. 

 

a. Pathologies hépatiques 

 

Initialement, les virus TTV ont été suspectés d’être des agents d’hépatites post-

transfusionnelles. En effet, le premier isolat caractérisé N22 et plus tard renommé génotype 1 

a été retrouvé chez des patients présentant une hépatite non A-G post-transfusionnelle 

d’origine indéterminée, avec des charges virales qui semblaient être corrélées avec le taux des 

ALAT (Nishizawa et al., 1997). Cette observation a par la suite été contredite par d’autres 

études, en ne montrant aucune association entre les charges virales des TTV et les taux 

d’ALAT ou n’importe quelle forme d’hépatite. Au final, une réplication hépatique des TTV 

est très probable mais en l’absence d’identification d’un effet cytopathogène lié à leur 

réplication, il reste encore difficile de les classer dans la catégorie des virus hépatotropes 

(Okamoto, 2009; Spandole et al., 2015). 
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b. Pathologies respiratoires 

 

D’autres études se sont intéressées à l’implication des TTV dans certaines pathologies 

respiratoires. En effet, chez des enfants atteints de pathologies respiratoires aiguës, de fortes 

charges virales TTV ont été observées dans les sécrétions nasales et ces charges virales étaient 

plus élevées que les charges virales plasmatiques concomittantes. De plus, la présence de 

charges virales TTV supérieures chez les enfants déjà infectés par un virus respiratoire 

communautaire par rapport à des enfants non infectés a permis de supposer l’implication des 

TTV dans l’aggravation d’une pathologie respiratoire pré-existante (Maggi et al., 2003).  

 

c. Cancers et pathologies hématologiques 

 

La question de l’implication des TTV dans la pathogenèse de certains cancers a été posée 

suite à la mise en évidence des TTV dans de nombreux tissus néoplasiques. Certaines études 

ont évoqué l’hypothèse selon laquelle les infections persistantes à TTV pourraient augmenter 

le nombre de translocations spécifiques et ainsi jouer un rôle dans le développement de 

certains cancers ou leucémies. Par ailleurs, la présence des TTV dans les lymphocytes 

circulants dans les ganglions lymphatiques de patients atteints de lymphomes B a permis de 

formuler l’hypothèse selon laquelle les TTV pourraient moduler les lymphocytes T infectés et 

ainsi jouer un rôle dans la pathogenèse des lymphomes (Spandole et al., 2015). 

 

d. Pathologies auto-immunes 

 

L’étude des TTV dans certaines pathologies auto-immunes a permis d’approfondir la 

connaissance des liens potentiels qui existeraient entre les TTV et le système immunitaire. 

Plusieurs études cas-témoins ont montré des charges virales plus importantes chez des 

patients atteints de polyarthrite rhumatoïde, et une détection plus fréquente des TTV chez des 

patients atteints de lupus érythémateux disséminé que chez des volontaires sains. Chez des 

patients atteints de sclérose en plaques, on a pu identifier des lymphocytes T autoréactifs qui 

avaient pour cible des régions riches en arginine. Des motifs similaires sont par ailleurs 

retrouvés dans la région N-terminale de la protéine ORF1 des TTV. L’hypothèse ainsi 

formulée serait que l’infection à TTV pourrait entraîner, en association avec des facteurs 

prédisposants, l’expansion des lymphocytes T autoréactifs et donc impacter le développement 

de la maladie (Spandole et al., 2015).  
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A ce jour, aucune association définitive n’est encore établie entre l’infection à TTV et les 

pathologies décrites précédemment. En effet, la détection des TTV est très fréquente dans la 

population mondiale, y compris chez les individus sains, et cette virémie est en général 

prolongée dans le temps (Okamoto, 2009). Aucun effet cytopathogène n’a d’ailleurs été 

clairement démontré (Spandole et al., 2015). Il existe néanmoins un lien entre l’histoire 

naturelle de l’infection par les TTV et le système immunitaire qu’il convient d’approfondir. 

 

G. Lien entre TTV et système immunitaire 

 

L’étude de la composition et de l’évolution du virome sanguin, plus particulièrement de la 

part des virus de la famille des Anelloviridae, chez les patients immunodéprimés a été étayée 

par plusieurs études et notamment chez les patients greffés d’organe solide.  

 

1. Evolution du virome et de la part des Anellovirus en fonction du statut 

immunitaire 

 

Les patients ayant subi une greffe d’organe solide reçoivent un traitement 

immunosuppresseur afin de réduire le risque de rejet du greffon. Un équilibre doit alors être 

trouvé entre une immunosuppression trop importante favorisant des infections opportunistes, 

et une immunosuppression insuffisante, favorisant un risque de rejet du greffon. Outre les 

infections bactériennes et fongiques, il existe un risque d’infections et de réactivations virales, 

notamment du cytomégalovirus (CMV), qui favorise le risque de rejet et augmente la 

morbidité et la mortalité liées à la greffe. Les patients greffés peuvent alors être soumis à un 

traitement antiviral ciblant le CMV, soit prophylactique avant tout signe d’infection et de 

virémie, soit préemptif dès l’apparition d’une virémie sans signes infectieux (Slifkin et al., 

2004).  

 

En 2013, l’équipe de De Vlaminck et al s’est intéréssé à la composition et à l’évolution du 

virome sanguin chez 96 patients receveurs d’organes (cœur et poumons) en réponse aux 

traitements immunosuppresseurs et antiviraux. 656 échantillons plasmatiques ont été 

séquencés et analysés avant la greffe et au cours du suivi. Au premier jour de la greffe, la 

composition du virome chez les patients était similaire à celle chez des volontaires sains, et 
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était composée majoritairement de virus des classes des Herpesvirales, des Caudovirales et de 

la famille des Adenoviridae (Figure 8) (De Vlaminck et al., 2013). 

 

 

Figure 8 – Composition du virome plasmatique 

Répartition des principaux virus circulants chez des volontaires sains (H) et chez des patients 

transplantés au premier jour (1) et après exposition prolongée aux immunosuppresseurs et 

antiviraux (D) (De Vlaminck et al., 2013) 

 

Au cours de leur suivi et en relation avec une exposition aux immunosuppresseurs et aux 

antiviraux, on observe une diminution très importante des proportions des virus de la classe 

des Herpesvirales et des Caudovirales, en partie liée à l’exposition aux traitement antiviraux 

actifs sur de nombreux virus de la classe des Herpesvirales, et une augmentation des virus de 

la famille des Anelloviridae, représentant alors plus de 80 % des virus circulants (Figure 9). 
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Figure 9 – Composition du virome plasmatique en fonction de l’exposition à des doses 

croissantes en immunosuppresseurs et antiviraux 

(De Vlaminck et al., 2013) 

 

 

L’augmentation de la proportion et des charges virales des virus de la famille des 

Anelloviridae circulants a ensuite été observée dans plusieurs populations de patients 

immunodéprimés. 

 

Au vu de la variabilité inter-individuelle importante face aux traitements 

immunosuppresseurs et la difficulté à maintenir cet équilibre entre le risque de rejet et le 

risque infectieux, l’utilisation des TTV comme biomarqueurs en transplantation d’organe est 

aujourd’hui un sujet en développement. Ainsi, plus les charges virales des TTV seraient 

hautes, plus le patient serait immunodéprimé entrainant un risque majoré d’infections 

opportunistes. Au contraire, plus les charges virales des TTV seraient basses, plus le patient 

serait immunocompétent et plus le risque de rejet du greffon serait alors important (Figure 
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10). Le suivi de la charge virale des TTV pourrait ainsi participer au monitoring du système 

immunitaire post-greffe, en complément de la surveillance pharmacologique des médicaments 

immunosuppresseurs (Focosi et al., 2016).  

 

Figure 10 – Relations entre l’intensité de l’immunodépression et les taux de TTV dans la 

prédiction du rejet de greffe 

(Focosi et al., 2016) 

 

2. Etude des TTV chez les patients immunodéprimés 

 

a. Méthodes de détection et de quantification de l’ADN des TTV 

 

Dans les travaux récents, la technique majoritairement utilisée pour la quantification de 

l’ADN des TTV est une PCR « maison » élaborée par Maggi et al (Maggi et al., 2003). 

Depuis 2016, la trousse TTV R-gene® (bioMérieux) est la première trousse commercialisée 

pour la quantification de l’ADN des TTV. Ces deux techniques utilisent la technologie des 

sondes Taqman et amplifient la zone non codante 5’-UTR. Tous les génotypes des TTV sont 

ainsi détectés à l’aide de ces deux techniques. La trousse TTV R-gene® peut s’utiliser sur des 

échantillons de plasma, comme la PCR « maison », mais aussi sur sang total. La limite de 

détection est par ailleurs plus basse dans cette technique (Tableau 2).  
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 PCR « maison » (Maggi et al., 2003) 
Trousse commerciale TTV R-gene® 

(bioMérieux) (Kulifaj et al., 2018) 

Nature de 

l’échantillon 
Plasma Plasma ou Sang total 

Volume 

d’échantillon 
200 µL 200 µL 

Méthode 

d’extraction 
QIAamp DNA minikit (Qiagen) 

- MaGNA Pure Compact Instrument 

(Roche) 

- NucliSENS easyMAG 

(Biomérieux) 

- eMAG 

Région 

amplifiée 
Zone non codante UTR Zone non codante UTR 

Amorces 

AMTS (pos 177-194) : 

5’-GTGCCGIAGGTGAGTTTA-3’ 

AMTAS (pos 226-239) : 

5’- AGCCCGGCCAGTCC-3’ 

Non précisé 

Thermocycleur ABI Prism 7700 (Applied Biosystems) 

- LightCycler 480 System II (Roche) 

- Applied Biosystems 7500 Fast, 

7500 Fast Dx, StepOne 

- Rotor-Gene Q, Rotor-Gene 6000 

(Qiagen) 

- Dx Real-Time System, CFX96 

Real-Time System 

Technologie de 

PCR 
PCR temps réel, sonde Taqman PCR temps réel, sonde Taqman 

Programmes 

d’amplification 

2 min à 50°C, 10 min à 95°C, 40 cycles de 

2 étapes : 15 sec à 95°C et 1 min à 60°C 

10 sec à 95°C, 45 cycles de 2 étapes : 10 

sec à 95°C, 40 sec à 60°C 

Standard ADN (plasmide) (génotype 1b) ADN (plasmide) (génotype 8) 

Limite de 

détection 
500 cp/mL 

Sang total : 146 cp/mL ; Plasma : 167 

cp/mL 

Linéarité 101-106 cp/mL 
3,32-7,32 log (échantillons) ; 1,61-10,61 

log (gamme) 

Génotypes 

détectés 
Tous les génotypes Tous les génotypes 

Tableau 2 – Comparaison des deux principales techniques de quantification des TTV 
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b. Cinétique de réplication des TTV chez les patients immunodéprimés 

 

Il a été décrit une réplication plus intense des TTV chez des patients infectés par le VIH 

avec un faible taux de lymphocytes T CD4+ (Shibayama et al., 2001) et chez des patients 

septiques en réanimation (Walton et al., 2014).  

 

Le Tableau 3 résume les données issues de la littérature chez les patients 

immunodéprimés depuis 2010. Parmi les études portant sur les patients greffés d’organes 

solides, les charges virales TTV basales avant transplantation oscillent autour de 3 à 4 log 

copies/mL. Un pic de réplication des TTV est observé entre 2 et 3 mois après transplantation, 

correspondant au pic d’immunosuppression. Les charges virales mesurées oscillent alors 

autour de 7 à 8 log copies/mL. Une corrélation entre des charges virales TTV plus élevées et 

un risque de complications infectieuses est la conclusion principale des études récentes. La 

détermination de seuils de charges virales TTV serait alors intéréssante et indiquerait quelles 

charges virales favoriseraient la survenue de complications infectieuses. Ainsi, des charges 

virales supérieures à 9,49 log cp/mL chez des greffés rénaux (Strassl et al., 2018), à 

9,5 log cp/mL chez des greffés pulmonaires (Jaksch et al., 2018) et à 7,5 log cp/mL chez des 

greffés hépatiques (Ruiz et al., 2019) seraient associées à une immunodépression trop 

importante. Des charges virales plus faibles ont été observées chez des patients n’ayant pas 

présenté de virémie à CMV au cours du suivi (Maggi et al., 2018) tandis que des patients 

présentant une infection ou une maladie à CMV au cours de leur suivi avaient des charges 

virales TTV plus importantes (Ruiz et al., 2019). Ainsi, des charges virales supérieures à 

3,45 log cp/mL lors des 10 premiers jours après la greffe étaient associées à un risque plus 

important de réactivation du CMV chez des patients greffés rénaux et hépatiques (Maggi et 

al., 2018). Une corrélation inverse a été observée entre les charges virales TTV et les 

sous-populations lymphocytaires T (CD3+, CD4+ et CD8+) à 1 mois et à 3 mois après la 

greffe (Fernández-Ruiz et al., 2019). 

 

Inversement, des charges virales inférieures à 7 log cp/mL chez des greffés pulmonaires 

(Jaksch et al., 2018) ou inférieures à 4,75 log cp/mL chez des greffés hépatiques (Ruiz et al., 

2019) seraient au contraire associées à un risque plus important de rejet du greffon.  

 

Par ailleurs, les patients plus âgés présentent des charges virales plus élevées que les plus 

jeunes (Fernández-Ruiz et al., 2019; Haloschan et al., 2014). 
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Population 

Charge virale TTV 

basale 

(log cp/mL) 

Charge virale TTV 

maximale 

(log cp/mL) 

Délai au pic Lien des TTV avec… 

Technique de 

quantification des 

TTV 

Référence 

Patients 

autogreffés 

(n=47) 

Moyenne 4,81 log 

(3,1 - 7,8 log) 

Moyenne 7,04 log 

(5 - 8,5 log) 
100 jours 

Lymphocytes T 

CD8+57+ 

Amplification UTR 

(Maggi et al., 2003) 

(Focosi et al., 

2010) 

Patients greffés 

pulmonaires 

(n=46) 

Médiane 4,4 log 

(2 - 6,4 log) 

Médiane 9,4 log 

(7,6 - 10,7 log) 
67 jours / 

Amplification UTR 

(Maggi et al., 2003) 

(Görzer et al., 

2015) 

Patients 

allogreffés 

(n=121) 

Médiane 2,39 log 

(1,4 - 4 log) 

Médiane 5,48 log 

(4,9 - 6,3 log) 
2-3 mois / 

Amplification UTR 

(Moen et al., 2003) 

(Masouridi-

Levrat et al., 

2016) 

Patients greffés 

rénaux (n=715) 
Médiane 5,36 log (4,28 - 6,28 log) 

Rejet médié par les 

anticorps 

Amplification UTR 

(Maggi et al., 2003) 

(Schiemann et 

al., 2017) 

Patients greffés 

rénaux (n=169) 

Médiane 4,28 log 

(3,38 - 4,90 log) 

Médiane 8,63 log 

(7,56 - 9,46 log) 
92 jours Infections 

Amplification UTR 

(Maggi et al., 2003) 

(Strassl et al., 

2018) 

Patients greffés 

pulmonaires 

(n=143) 

3,6 ± 1,9 log 9,5 ± 0,56 log 134 jours 

Infections 

Dysfonction chronique 

du greffon 

Amplification UTR 

(Maggi et al., 2003) 

(Jaksch et al., 

2018) 
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Greffés rénaux 

(n=146) 

Greffés 

hépatiques 

(n=134) 

3,9 ± 0,1 log 

 

4,2 ± 0,1 log 

6,9 ± 0,2 log 

 

6,5 ± 0,3 log 

90 jours 

 

80 jours 

Réactivation CMV 
Amplification UTR 

(Maggi et al., 2003) 

(Maggi et al., 

2018) 

Patients greffés 

rénaux (n=42) 
4,3 ± 1,2 log  7,9 ± 1,35 log  75 jours / 

Amplification UTR 

(TTV R-gene®, 

Biomérieux) 

(Kulifaj et al., 

2018) 

Patients greffés 

rénaux (n=221) 
2,9 ± 1,6 log 5,7 ± 1,9 log 6 mois 

Infections  

Cancers 

Amplification UTR 

(TTV R-gene®, 

Biomérieux) 

(Fernández-Ruiz 

et al., 2019) 

Patients greffés 

hépatiques (n=63) 

4,14 log  

(3,42 - 5,08) 

7,01 log 

(6,05 - 8,08 log) 
3 mois 

Infection CMV 

Rejet aigu cellulaire 

modéré 

Amplification UTR 

(Maggi et al., 2003) 

(Ruiz et al., 

2019) 

Tableau 3 - Cinétique de réplication des TTV chez les patients immunodéprimés 
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III. L’immunodépression post-traumatique 
  

A. Physiopathologie 

 

Les infections représentent une cause importante de morbi-mortalité en réanimation après 

lésion cérébrale aiguë. Les lésions cérébrales aiguës regroupent les traumatismes crâniens, les 

accidents vasculaires cérébraux (AVC), les hémorragies sous-arachnoïdiennes et les processus 

expansifs intracrâniens. Outre les causes liées à la prise en charge réanimatoire, comme les 

gestes médicaux invasifs ou les pneumopathies d’inhalation, il existe une altération de 

l’homéostasie immunitaire post-traumatique responsable d’une immunodépression pouvant 

ainsi favoriser les infections. Cette immunodépression s’explique par la présence de deux 

réactions opposées : une réaction inflammatoire systémique immédiate rapidement suivie 

d’une réaction anti-inflammatoire dont l’objectif est de limiter l’expansion de l’inflammation 

initiale (Roquilly et al., 2015). 

 

1. Rappels sur l’immunité innée 

 

Face à des agressions extérieures telles que la présence de pathogènes ou la 

destruction tissulaire, l’immunité innée constitue la première ligne de défense de l’organisme. 

Il s’agit d’une réponse immédiate, non spécifique, qui met en jeu plusieurs acteurs : les 

barrières épithéliales, les phagocytes (polynucléaires neutrophiles et macrophages), les 

lymphocytes NK (natural killer) et le complément. L’immunité innée va avoir pour 

principales fonctions la reconnaissance des pathogènes afin d’initier la phagocytose, 

l’induction d’une réponse inflammatoire et le déclenchement de l’immunité adaptative qui 

sera plus spécifique et génerera une mémoire immunitaire qui permettra une réponse plus 

rapide et plus intense en cas de réinfection par le même pathogène.  

 

Lors d’une infection, le déclenchement de la réponse immunitaire innée est basé sur la 

détection de motifs moléculaires présents chez les microorganismes pathogènes. Ces motifs 

sont appelés motifs moléculaires associés aux pathogènes (pathogen-associated molecular 

patterns, PAMPs), ils sont très conservés (par exemple le lipopolysaccharide bactérien, le 

peptidoglycane ou l’ADN bactérien) et sont présents uniquement chez les micro-organismes. 

Les PAMPs vont se lier à des récepteurs reconnaissant les motifs moléculaires (pattern 
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recognition receptor, PRRs) présents à la surface des cellules de l’hôte (phagocytes, cellules 

dendritiques, lymphocytes). Parmi ces PRRs, il existe des récepteurs de signalisation appelés 

TLRs (toll-like receptors). La fixation d’un PAMP sur son TLR peut entraîner les trois 

fonctions suivantes :  

- induction de l’inflammation via la production et la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires par les macrophages : TNF-α (Tumor Necrosis Factor), IL-1β 

(Interleukine), IL-6 et IL-12. L’augmentation de la perméabilité des vaisseaux permet 

alors aux cellules recrutées d’adhérer à l’endothélium puis de traverser les vaisseaux 

- activation de la phagocytose (médiée par les macrophages et les polynucléaires) 

entraînant la destruction des pathogènes 

- induction de la réponse immunitaire adaptative : après phagocytose d’un pathogène 

par les cellules présentatrices d’antigène (CPA) (cellules dendritiques, monocytes), 

des peptides antigéniques internalisés par la cellule seront exprimés à leur surface en 

association avec une molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de 

classe II (nommé HLA-DR). Ils pourront ainsi être reconnus par les TCR (T-cell 

receptor) des lymphocytes T CD4 naïfs. La reconnaissance des molécules CD80 et 

CD86 à la surface des CPA par la molécule CD28 du lymphocyte naïf constitue un 

deuxième signal de costimulation. La cellule T naïve pourra alors se différencier en 

cellule effectrice, lymphocyte T helper Th1, Th2 ou Th17 en fonction de 

l’environnement cytokinique (Figure 11) (Medzhitov, 2007). 

 

Figure 11 – Rôle des TLR dans l’induction de l’immunité adaptative 

(Medzhitov, 2001) 
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2. Réponse immunitaire post-traumatique 

 

Après une agression cérébrale, les tissus lésés vont libérer des molécules 

intracellulaires, les damaged-associated molecular patterns (DAMPs) : ce sont des protéines 

cytosoliques, nucléaires ou mitochondriales qui, lorsqu’elles sont libérées dans le milieu 

extracellulaire, vont entrainer, à l’image des PAMPs pour les pathogènes, l’activation des 

cellules de l’immunité par l’intermédiaire des TLRs. L’activation de ces TLRs va engendrer 

la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8) qui pourront ainsi 

recruter les cellules de l’immunité innée et acquise sur le site de l’infection, en favorisant leur 

maturation et leur multiplication. Cet état pro-inflammatoire va également permettre la 

maturation et l’activation des cellules présentatrices d’antigène entrainant l’augmentation de 

l’expression de CD80 et CD86 à leur surface, qui seront nécessaires à l’activation des cellules 

de l’immunité adaptative. Cette première phase inflammatoire débute immédiatement après le 

traumatisme et est caractérisée cliniquement par un syndrome de réponse inflammatoire 

systémique (SRIS), dont les critères clinico-biologiques sont rappelés dans le Tableau 4. Cette 

réponse inflammatoire initiale est donc déclenchée en réponse à une agression de l’organisme 

par des tissus lésés. Si cette réaction persiste et s’amplifie, elle peut en revanche s’avérer 

délétère et entraîner des défaillances d’organe précoces mais aussi des infections 

nosocomiales augmentant la morbidité et la mortalité des patients. 

 

SRIS  

Au moins 2 éléments parmi :  

- Température > 38°C ou < 36°C 

- Fréquence cardiaque > 90/min 

- Polypnée > 20 cycles/min ou PaCO2 < 32 mmHg 

- Leucocytes > 12 G/L ou < 4 G/L ou > 10% de granuleux immatures 

 

Tableau 4 – Critères clinico-biologiques du SRIS 

(Martinet et al., 2009) 

 

En parallèle de ce SRIS s’instaure une réponse anti-inflammatoire compensatrice (CARS) 

qui va entrer en équilibre avec le SRIS afin de limiter cette réponse inflammatoire initiale. 

Elle est médiée par la production de cytokines anti-inflammatoires, principalement l’IL-10, 



43 

 

 

qui vont limiter la production des cytokines pro-inflammatoires. Plusieurs phénomènes sont 

alors observés :  

- une diminution de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6) mais 

conservation de la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires (IL-10) 

- l’altération de la fonction de présentation des antigènes des CPA liée à une diminution 

d’expression du CMH de classe II (HLA-DR) à la surface des monocytes ainsi qu’à 

une diminution de l’expression de CD80 et CD86 nécessaires au signal de co-

stimulation lors de la présentation de l’antigène aux lymphocytes T naïfs 

- une lymphopénie importante avec diminution des lymphocytes circulants et des 

lymphocytes présents au niveau des organes lymphoïdes, touchant principalement les 

lymphocytes T et les lymphocytes NK  

La CARS, dont le but premier est de limiter l’expansion de la réponse inflammatoire, peut 

également se prolonger et entraîner une immunodépression post-traumatique favorable à 

l’apparition d’infections nosocomiales. 

 

Tout déséquilibre en faveur du SRIS ou de la CARS entraîne alors une majoration du 

risque infectieux, avec apparition principalement de pneumopathies acquises à l’hôpital, mais 

aussi un risque plus élevé de défaillances multi-viscérales (multiple organ failure, MOF) 

expliquant la morbidité et la mortalité importantes des patients traumatiques en réanimation 

(Figure 12) (Asehnoune et al., 2012; Roquilly et al., 2015; Ward et al., 2008). 

 

 

 

Figure 12 – Equilibre entre le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS) et 

la réponse anti-inflammatoire compensatrice (CARS) dans la morbi-mortalité des 

patients traumatiques 

(Asehnoune et al., 2012) 
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B. Infections et réactivations virales en réanimation 

 

En France, les infections nosocomiales concernent environ 10% des patients admis en 

réanimation (Réseau REA-Raisin, 2019), les pneumopathies étant les plus fréquentes. Vingt-

huit à 67% des patients cérébro-lésés présentent une pneumopathie acquise sous ventilation 

mécanique. Ces réactivations virales sont associées à une augmentation de la mortalité, de la 

durée de ventilation mécanique et de la durée de séjour en réanimation et pourraient ainsi 

affecter le devenir neurologique. (Reizine et al., 2019). Les infections sont très 

majoritairement d’origine bactérienne, parfois fongiques et plus rarement d’origine virale. 

Parmi les infections respiratoires virales, il faut distinguer deux cas de figure : les infections 

communautaires provoquées par les virus respiratoires (influenzae, parainflunzae, rhinovirus, 

adénovirus, virus respiratoire syncytial (VRS), coronavirus, métapneumovirus), et les 

infections nosocomiales retrouvant majoritairement les virus de la famille des Herpesviridae 

(virus Herpès simplex (HSV) et cytomégalovirus (CMV) principalement) (Luyt, 2012). Au vu 

de la séroprévalence importante des virus HSV et CMV dans la population générale, il s’agit 

vraisemblablement de réactivations endogènes et non de primo-infections.  

 

L’isolement de l’HSV dans la salive se retrouve dans 1 à 5% de la population générale, et 

peut aller jusqu’à 22% chez les patients en réanimation. La détection de l’HSV dans la gorge 

n’est pas forcément synonyme de pathogénicité : il peut s’agir d’une contamination des voies 

aériennes par la salive, d’une réactivation locale du virus sans atteinte parenchymateuse 

associée, ou d’une véritable bronchopneumonie herpétique (Luyt, 2012). Plusieurs études ont 

associé la réactivation herpétique à l’augmentation de la durée de ventilation mécanique et de 

la durée de séjour en réanimation ainsi qu’à une augmentation de la morbi-mortalité. Ces 

observations restent encore discutées et peu d’arguments justifient l’instauration d’un 

traitement antiviral chez des patients non immunodéprimés (Luyt et al., 2007).  

 

Une virémie à CMV est détectée chez environ un tiers des patients immunocompétents en 

réanimation (Limaye et al., 2008). Tout comme l’HSV, la détection du CMV dans le sang ou 

les prélèvements respiratoires ne signe pas nécessairement une maladie pulmonaire à CMV 

mais peut simplement être le signe d’une réactivation virale locale. Ces réactivations du CMV 

semblent néanmoins être associées à une augmentation de la durée de ventilation mécanique, 

de la durée de séjour en réanimation et de la mortalité chez les patients non immunodéprimés. 

(Coisel et al., 2012; Luyt, 2012). 
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Deuxième partie : Travail personnel  
 

 

I. Objectifs  
 

Les infections sont une cause importante de morbi-mortalité chez les patients 

traumatiques en réanimation. L’existence d’une immunodépression post-traumatique 

immédiate favoriserait l’apparition de ces infections bactériennes, fongiques et réactivations 

virales. Les réactivations virales du virus HSV seraient d’ailleurs associées à un moins bon 

devenir neurologique des patients et à une augmentation de la durée de séjour en réanimation.  

  

L’identification de marqueurs biologiques permettant de différencier les patients 

susceptibles ou non de faire une infection en réanimation est donc importante et permettrait 

une meilleure prise en charge des patients à risque d’infection.  

 

Les TTV sont des virus de la famille des Anelloviridae et font partie du virome 

circulant. Leur prévalence est importante, plus de 80% dans la population mondiale, et leur 

pathogénicité n’est jusqu’à maintenant pas clairement démontrée. Des charges virales très 

élevées ont été mesurées chez des patients immunodéprimés après une greffe d’organe solide, 

ce qui en fait des biomarqueurs prometteurs dans la surveillance de la fonction immunitaire 

chez les patients immunodéprimés.  

 

L’objectif de notre étude préliminaire était donc de s’intéresser à l’évolution des charges 

virales des TTV dans une cohorte de patients cérébro-lésés hospitalisés en réanimation. 

L’objectif secondaire était d’essayer de corréler ces charges virales des TTV au devenir des 

patients et à la survenue de réactivations virales. 
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II. Matériels et méthodes 
 

A. Matériels 

 

1. Population 

 

Les échantillons sélectionnés pour cette étude proviennent de patients inclus dans la 

cohorte observationnelle et prospective « IBIS-virus », visant à évaluer l’impact des 

réactivations virales sur le devenir des patients cérébro-lésés en réanimation. Ces patients ont 

été hospitalisés dans le service de réanimation du CHU de Nantes entre juillet 2015 et octobre 

2017. Les critères d’inclusion dans l’étude étaient une hospitalisation en réanimation pour 

lésion cérébrale aiguë avec un score de Glasgow inférieur ou égal à 12, un âge compris entre 

18 et 75 ans, et une durée de ventilation mécanique supérieure à 24 heures. Les différents 

types de lésions cérébrales aiguës retrouvées sont le traumatisme crânien, l’hémorragie 

sous-arachnoïdienne par rupture d’anévrysme, les accidents vasculaires cérébraux 

ischémiques ou hémorragiques (incluant les hématomes intra-parenchymateux spontanés et 

ruptures de malformations artério-veineuses), et les processus expansifs intracrâniens 

(hématome sous-dural, empyème, tumeur cérébrale). 

 

Dans notre étude ancillaire, nous avons sélectionné 54 patients issus de cette cohorte en 

fonction de leur statut sérologique vis-à-vis des virus HSV et CMV et de la présence ou non 

d’une réactivation du virus HSV. En parallèle, nous avons étudié une population de 

volontaires sains composée de 40 donneurs de sang de l’Etablissement Français du Sang 

(EFS). 

 

2. Echantillons biologiques 

 

Dans le cadre de l’étude IBIS-virus, des échantillons de sang périphérique des patients 

ont été prélevés sur tube EDTA au premier (J1), quatrième (J4), septième jour (J7) et à 6 mois 

(M6) de l’inclusion. Certains patients sont décédés ou ont été perdus de vue, c’est pourquoi 

nous n’avons pu analyser que 26 prélèvements à J7 et à M6 (Figure 13). Les échantillons 

plasmatiques ont été centrifugés et décantés par le Centre de Ressources Biologiques (CRB) 

du CHU de Nantes puis conservés en aliquots de 1 mL à −80°C. Pour notre étude, la détection 

et la quantification de l’ADN des TTV a été réalisée à partir de ces plasmas congelés. 



47 

 

 

 

Des plasmas EDTA ont également été récupérés pour les 40 volontaires sains. 

 

 

Figure 13 – Schéma de notre étude ancillaire 

 

 

3. Trousse diagnostique pour la quantification génomique des TTV 

 

Nous avons utilisé la trousse commerciale TTV R-gene® de chez Biomérieux pour 

effectuer la détection et la quantification de l’ADN des TTV. Les amorces choisies permettent 

d’amplifier une séquence de 128 paires de base dans la région 5’-UTR, région la plus 

conservée du génome.  

 

Le coffret renferme différents réactifs : 

 

- Le mix d’amplification qui contient les désoxyribonucléotides (dNTP), le tampon 

d’amplification, la Taq polymérase, les amorces et les sondes spécifiques des TTV et 

du contrôle interne (IC2). 

 

- Le contrôle interne (IC2) qui, ajouté à chaque échantillon, permet de valider 

l’extraction des acides nucléiques, et de s’assurer de l’absence d’inhibiteurs de PCR 

dans les extraits d’ADN. 

 

- Une gamme plasmidique de 4 standards de quantification du génome du TTV-8. La 

gamme de quantification s’étend de 5000 copies/µL à 5 copies/µL. 
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- Un contrôle de sensibilité titré à 1 copie/µL de plasmide contenant une partie du 

génome du TTV-8, afin d’évaluer la performance de la technique au cours du temps. 

 

- Un contrôle négatif (eau distillée) qui permet de vérifier l’absence de contamination 

pendant l’extraction et l’amplification des acides nucléiques. 

 

4. Thermocycleur 

 

Le thermocycleur utilisé pour l’amplification de l’ADN est le Rotor-Gene Q 

commercialisé par la société Qiagen. Ce thermocycleur s’utilise avec un carrousel de 36 ou 72 

places, qui permet aux échantillons d’être en rotation constante à 400 tours par minute, 

garantissant une température optimale et une uniformité optique. Le système de 

refroidissement fait intervenir un flux d’air de la base de la chambre, qui sera ensuite évacué 

pour être renouvelé.  

 

Le modèle de notre Rotor-Gene Q présente 6 sources d’excitation de type diodes 

électroluminescentes (LED) permettant l’excitation des fluorochromes. Y sont associés 6 

filtres de détection reliés à des photomultiplicateurs permettant de collecter la fluorescence 

émise. Ce système permet une lecture à 6 longueurs d’ondes différentes, et donc la détection 

de 6 cibles différentes dans des canaux de lecture, en particulier les canaux « Green » et 

« Yellow » qui seront utilisés dans notre PCR pour détecter respectivement l’ADN des TTV 

et l’ADN du contrôle interne. 

 

B. Méthodes 

 

1. Recueil de données 

 

Les données administratives et cliniques des patients ont été recueillies à partir du 

système d’information hospitalier Cerner Millennium. Les données biologiques ont été 

récupérées à partir du système informatisé des laboratoires (DxLab). 
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a. Recueil de données de l’étude IBIS-virus 

 

Dans le cadre du protocole IBIS-virus, des échantillons sanguins sur tubes secs et des 

sécrétions endo-trachéales ont été prélevés pour chaque patient à J1, J7 et J15 de l’inclusion 

en réanimation, afin d’évaluer leur statut sérologique vis-à-vis des virus HSV et CMV, puis 

pour faire le diagnostic ou non de réactivation virale.  

 

Les IgG vis-à-vis des virus HSV-1 et/ou 2 et CMV ont été recherchées à partir de 

sérums prélevés à J1 de l’inclusion en réanimation, sur l’automate Liaison XL® (DiaSorin) 

selon les instructions du fournisseur.  

 

Le diagnostic de réactivation virale a été posé par la détection du génome des virus 

HSV-1 ou 2 ou CMV dans le sang et/ou dans les sécrétions endo-trachéales. Pour cela, il a été 

effectué 2 PCR « maison » : une PCR duplex qualitative en temps réel détectant les virus 

HSV-1 et HSV-2 et une PCR quantitative en temps réel détectant spécifiquement le CMV. 

 

b. Recueil des données administratives, cliniques et biologiques 

 

Pour chaque patient, nous avons récupéré des données administratives (âge, sexe, 

durée de séjour en réanimation, statut vivant/décédé à 6 mois), des données cliniques (type de 

lésion cérébrale, durée de ventilation mécanique) et des données biologiques (numération 

formule sanguine, survenue de pneumopathie nosocomiale et autres infections nosocomiales). 

 

2. Extraction des acides nucléiques 

 

L’extraction des acides nucléiques en vue de la détection de l’ADN des TTV a été réalisée 

sur l’automate MagNA Pure Compact Instrument (Roche) à l’aide du kit MagNA Pure 

Compact Nucleic Acid Isolation Kit I, selon les instructions du fournisseur. 

 

Le principe de l’extraction repose sur la séparation des acides nucléiques à l’aide de billes 

magnétiques. Les échantillons sont d’abord incubés en présence de protéinase K et d’un 

tampon de lyse contenant des sels chaotropiques. Les acides nucléiques sont ensuite 

immobilisés par addition de billes magnétiques. Une série de lavages permet ensuite 
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d’éliminer les protéines, débris cellulaires et inhibiteurs de PCR. Les acides nucléiques sont 

enfin élués et séparés des billes magnétiques à hautes températures (Figure 14). 

 

 

Figure 14 – Principe de l’extraction des acides nucléiques par le MagNA Pure Compact 

Instrument 

 

Pour extraire chaque échantillon, nous avons utilisé 200 µL de plasma EDTA, additionné 

de 10 µL de contrôle interne ; les acides nucléiques ont été élués dans un volume final de 

50 µL de tampon d’élution. Les extraits ont ensuite été conservés à −20°C jusqu’à l’analyse. 

 

3. Amplification des acides nucléiques 

 

La PCR est une technique de biologie moléculaire qui permet l’amplification in vitro d’un 

fragment d’ADN. Le principe repose sur une succession de cycles de dénaturation, 

hybridation et élongation de l’ADN générant des produits d’amplification qui serviront de 

matrice pour le cycle suivant. Au cours de chaque cycle, chaque molécule d’ADN est donc 

dupliquée, et on obtient alors une concentration théorique exponentielle de 2n molécules 

d’ADN, n étant le nombre de cycles de PCR. La PCR en temps réel permet le suivi de 

l’amplification grâce à la détection de la fluorescence émise par un fluorochrome. Ainsi, on 

observe au cours de la réaction 3 phases distinctes (Figure 15) :  

- Une phase d’initiation : intensité très faible de fluorescence permettant de définir la 

ligne de base de la courbe 
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- Une phase exponentielle : accumulation des produits de PCR entraînant une 

augmentation de la fluorescence qui dépasse la ligne seuil et est symbolisée par le Ct 

(cycle seuil) 

- Une phase de plateau : limitation de certains composants ralentissant la formation de 

nouveaux produits de PCR 

 

 

Figure 15 – Différentes phases de la PCR 

(Tse and Capeau, 2003) 

 

Dans cette étude, la fluorescence est émise par une sonde nucléotidique spécifique de la 

séquence à amplifier, appelée sonde Taqman. Cette sonde est marquée en 5’ par un premier 

fluorophore donneur qui va émettre sa fluorescence qui sera ensuite absorbée par le 

fluorophore quencher à l’autre extrémité 3’. Aucune fluorescence n’est donc émise en 

présence des deux fluorophores. Au cours de l’élongation, la Taq polymérase, à l’aide de son 

activité 5’-3’ nucléase, va hydrolyser la sonde et éloigner ainsi les deux fluorophores, 

entrainant l’émission d’une fluorescence par le donneur (Figure 16) (Tse and Capeau, 2003). 

 

 

Figure 16 – Principe de l’émission de fluorescence par la sonde Taqman 
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L’amplification de l’ADN des TTV nécessite 15 µL de mélange réactionnel et 10 µL 

d’extrait d’ADN. 

 

Le programme d’amplification utilisé débute par une étape de 15 minutes à 95°C afin 

d’activer la Taq polymérase ; elle est suivie par 45 cycles de 2 étapes, l’une de 10 secondes à 

95°C pour la dénaturation de l’ADN, et l’autre de 40 secondes à 60°C pour l’hybridation et 

l’élongation des acides nucléiques. 

 

4. Critères de validation de la PCR  

 

Afin de valider chaque série de PCR,  les conditions suivantes doivent être vérifiées :  

- Aspect général des courbes d’amplification avec définition du cycle seuil (Ct) 

correspondant au point d’inflexion des courbes 

- Absence de détection du contrôle négatif (IC2W0) sur le canal Green 

- Amplification du contrôle interne du contrôle négatif (IC2W0) sur le canal Yellow :  

Ct ≤ 32  

- Amplification du témoin positif (QS3) sur le canal Green : 26 ≤ Ct ≤ 32  

- L’efficacité de la réaction doit être comprise entre 0,8 et 1,1 

- Pour chaque échantillon, vérification de l’amplification du contrôle interne sur le canal 

Yellow : Ct (IC2) ≤ Ct (IC2W0) + 3 cycles 

 

5. Analyse statistique 

 

Le logiciel GraphPad Prism® a été utilisé pour les tests statistiques (Test de Mann-

Whitney). Un résultat p < 0,05 était considéré comme statistiquement significatif. 
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III. Résultats 
 

A. Caractéristiques de la population étudiée 

 

Les patients étaient âgés de 18 à 75 ans, avec un âge médian de 50 ans (IQR 33-65). 

Le sexe ratio était de 1,7. Quarante-sept (87%) patients ont été pris en charge pour 

traumatisme crânien, 5 (9%) patients présentaient une hémorragie sous-arachnoïdienne 

(HSA), 1 (2%) patient un accident vasculaire cérébral (AVC) hémorragique et 1 (2%) patient 

un méningiome.  

 

Parmi les 54 patients sélectionnés à partir de la cohorte IBIS-virus, 16 (30%) étaient 

séronégatifs pour l’HSV, tandis que 38 (70%) étaient séropositifs vis-à-vis de l’HSV. Des 

réactivations virales ont été observées uniquement pour le virus HSV : 16 (41%) patients 

séropositifs pour l’HSV ont réactivé l’HSV durant leur hospitalisation en réanimation (Figure 

17). On a observé 14 réactivations de l’HSV-1 et 1 réactivation de l’HSV-2. Onze (69%) 

réactivations virales ont eu lieu à J7 de l’admission en réanimation (Figure 18). 15 (94%) 

réactivations virales ont été observées sur les aspirations trachéales versus 3 (19%) 

réactivations virales observées sur le sang. 

 

 

Figure 17 – Statuts sérologiques (sHSV) et réactivations virales HSV (pHSV) des 

patients 
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Figure 18 – Délai de réactivation du virus HSV chez les patients séropositifs 

 

 

Trente et un (58%) patients étaient séronégatifs pour le CMV, 22 (42%) étaient 

séropositifs pour le CMV. Aucune réactivation du CMV n’a été observée au cours du suivi. 

 

Notre population de patients ne représente qu’un échantillonnage de la cohorte IBIS-

virus et les liens observés entre chaque groupe ne sont donc pas représentatifs de la cohorte en 

elle-même. Nous avons néanmoins observé que les patients présentant une réactivation du 

virus HSV au cours de leur séjour en réanimation étaient plus âgés (âge médian 65 (58-71) 

ans) que les patients n’ayant pas réactivé l’HSV (âge médian 45 (32-65) ans) et que les 

patients séronégatifs (âge médian 41 (23-55) ans). La durée moyenne d’hospitalisation en 

réanimation était de 25 ± 13 jours, avec des durées d’hospitalisation s’étendant de 6 à 64 

jours. La durée de ventilation mécanique moyenne en réanimation était de 17 ± 12 jours, avec 

des durées minimales et maximales entre 2 et 51 jours. Nous n’avons pas observé de 

différence sur la durée d’hospitalisation en réanimation et sur la durée de ventilation 

mécanique entre les différents groupes. Les patients ayant réactivé l’HSV ont présenté plus de 

pneumopathies bactériennes acquises à l’hôpital : 15 (94%) patients ayant réactivé l’HSV ont 

présenté une pneumopathie bactérienne acquise à l’hôpital versus 9 (41%) chez les patients 

n’ayant pas réactivé l’HSV et 12 (75%) chez les patients séronégatifs. Sur les 54 patients 

suivis, 46 (85%) ont survécu et 8 (15%) sont décédés. Les données sont rassemblées dans le 

Tableau 5.  
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sHSV- 

(n=16) 

sHSV+pHSV- 

(n=22) 

sHSV+pHSV+ 

(n=16) 

Age (médiane, IQR) 41 (23-55) ans 45 (32-65) ans 65 (58-71) ans 

Sexe masculin (n, %) 12 (75) 14 (64) 8 (50) 

Type de lésion 

- Traumatisme crânien 

- HSA 

- AVC 

- Méningiome 

 

15 (94) 

1 (6) 

0 

0 

 

18 (82) 

3 (14) 

0 

1 (4) 

 

14 (88) 

1 (6) 

1 (6) 

0 

Durée d’hospitalisation en 

réanimation (médiane, IQR) 
25 jours (21-32) 18 jours (9-26) 26 jours (20-31) 

Durée de ventilation 

mécanique (médiane, IQR) 
18 jours (11-28) 11 jours (6-20) 17 jours (9-22) 

Infections 

- Pneumopathie 

bactérienne acquise à 

l’hôpital 

- Autres infections 2 

 

12 (75%) 

 

2 (13%) 

 

9 (41%) 

 

13 (59%) 

 

15 (94%) 

 

1 (6%) 

Leucocytes (G/L) 

- J1 

- J4 

- J7 

- M6 

 

13,83 (12,53-21,17) 

10,17 (7,50-11,50) 

10,74 (8,67-12,67) 

6,20 (5,75-7,60) 

 

14,41 (10,34-20,09) 

11,44 (9,54-12,69) 

11,36 (9,53-13,75) 

6,37 (4,76-7,24) 

 

13,11 (10,13-16,21) 

9,68 (8,03-12,55) 

11,27 (10,36-12,33) 

6,68 (5,06-8,74) 

Lymphocytes (G/L) 

- J1 

- J4 

- J7 

- M6 

 

1,83 (1,45-2,43) 

/ 1 

1,16 (1,06-1,35) 

2,33 (1,71-2,36) 

 

2,16 (1,13-3,17) 

0,86 (0,63-1,09) 

2,89 (2,37-3,40) 

2,02 (1,87-2,28) 

 

1,42 (0,83-1,98) 

/ 1 

/ 1 

1,65 (1,23-2,40) 

Devenir à M6 

- Vivant 

- Décédé 

 

14 (87%) 

2 (13%) 

 

17 (77%) 

5 (23%) 

 

15 (94%) 

1 (6%) 

Tableau 5 – Caractéristiques de la population étudiée 

1 : Absence de données sur la formule leucocytaire 

2 Infection urinaire, bactériémie, méningite, orchite 
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B. Quantification des torque teno virus  

 

1. Quantification des TTV avec la trousse TTV R-gene® 

 

Dans cette étude préliminaire, nous avons utilisé la trousse TTV R-gene® qui s’est avérée 

d’utilisation simple et rapide. Nous avons réalisé au total 5 séries de PCR dont les résultats 

sont détaillés ci-dessous. 

 

a. Contrôles négatifs 

 

Pour chaque série de PCR, l’absence d’amplification du contrôle négatif (IC2W0) sur le 

canal Green était bien vérifiée, témoignant de l’absence de contamination lors de la 

manipulation. 

 

b. Contrôles internes  

 

Afin de vérifier l’absence d’inihibiteurs de PCR, nous avons vérifié l’amplification du 

contrôle interne du contrôle négatif (IC2W0) sur le canal Yellow. Le Ct moyen de l’IC2W0 

était de 25,15, ce qui est bien inférieur à 32, comme le préconise le fournisseur (Tableau 6). 

 

 Moyennes des Ct Ecart type CV (%) 

IC2W0 25,15 0,87 3,48 

Tableau 6 – Résultats de l’amplification de l’IC2W0 

 

Afin de vérifier une extraction correcte des échantillons et de s’assurer de l’absence 

d’inhibiteurs de PCR, nous avons évalué l’amplification du contrôle interne des échantillons 

(IC2) sur le canal Yellow : le Ct moyen du contrôle interne des échantillons était de 24,79 

(Tableau 7). 

 

 Moyennes des Ct Ecart type CV (%) 

IC2 24,79 0,61 2,44 

Tableau 7 – Résultats de l’amplification de l’IC2 des échantillons 
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Le fournisseur préconise une valeur de l’IC2 inférieure ou égale à la valeur de l’IC2W0 + 

3 cycles, ce qui est bien le cas. Pour 5 échantillons, l’absence de détection de l’IC2 sur le 

canal Yellow ou une détection trop tardive (Ct  > 28) avec une diminution de la fluorescence 

de plus de 50% par rapport au signal de l’IC2W0 nous a fait suspecter la présence d’un 

inhibiteur de PCR (Figure 19). Après une nouvelle extraction de chaque échantillon, 

l’amplification du contrôle interne était correcte et les échantillons ont ainsi pu être analysés. 

 

 

Figure 19 – Inhibiteur de PCR 

Exemple d’une courbe d’amplification du contrôle interne avec présence d’un inhibiteur de 

PCR dans l’extrait de l’échantillon (IC2sample) en comparaison avec le contrôle négatif 

(IC2W0) 

 

c. Contrôles positifs 

 

Deux contrôles nous ont permis de s’assurer d’une amplification correcte de l’ADN 

des TTV sur le canal Green : le contrôle positif QS3 et le témoin de sensibilité SC. 

L’amplification du contrôle positif  (QS3) était correcte : le Ct moyen était de 26,41, pour des 

valeurs comprises entre 26 et 32 selon les instructions du fournisseur (Tableau 9). Le témoin 

de sensibilité est sorti positif dans chaque série de PCR effectuée, avec un Ct moyen de 32,62 

(Tableau 8). 
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Concentration calculée 

(log copies/mL) 
Moyennes des Ct Ecart type CV (%) 

SC 2,35 32,62 0,43 1,33 

Tableau 8 – Résultats de l’amplification du témoin de sensibilité 

 

d. Reproductibilité de la gamme plasmidique 

 

L’amplification de la gamme plasmidique était correcte, les valeurs moyennes des Ct 

de chaque point de gamme sont présentées dans le tableau 9, associées aux concentrations 

calculées correspondantes exprimées en log copies/mL.  

  

 QS4 QS3 QS2 QS1 

 Ct 

Concentration 

calculée 

(log cp/mL) 

Ct 

Concentration 

calculée 

(log cp/mL) 

Ct 

Concentration 

calculée 

(log cp/mL) 

Ct 

Concentration 

calculée 

(log cp/mL) 

Moyenne 30,03 3,08 26,41 4,12 22,98 5,10 19,51 6,09 

Ecart 

type 
0,36 0,04 0,27 0,04 0,30 0,04 0,17 0,04 

CV (%) 1,21 1,29 1,04 0,90 1,29 0,73 0,85 0,63 

Tableau 9 – Résultats de l’amplification de la gamme plasmidique 

 

L’efficacité de la réaction était satisfaisante, avec une efficacité moyenne de 0,93 

(Tableau 10) pour des valeurs préconisées entre 0,8 et 1,1.  

 

 Moyenne Ecart type CV (%) 

Efficacité 0,93 0,03 3,09 

Tableau 10 – Résultats de l’efficacité des réactions de PCR 
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2. Quantification des TTV dans la cohorte 

 

a. Fréquence de détection des TTV 

 

Sur les 199 échantillons plasmatiques analysés, patients et volontaires sains 

confondus, une virémie à TTV était détectable pour 114 (57%) d’entre eux et est restée stable 

à J1, J4 et J7. La fréquence de détection des TTV était un peu plus élevée (65%) à M6 (Figure 

20).  
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Figure 20 – Pourcentages de PCR TTV positives chez les volontaires sains et les patients 

au cours du suivi 

 

Une virémie à TTV est détectée de manière plus fréquente chez les patients et les 

volontaires sains séropositifs vis-à-vis de l’HSV (sHSV+) que chez les séronégatifs (sHSV-). 

La fréquence de détection des TTV est par ailleurs encore plus fréquente chez les patients 

ayant réactivé l’HSV (sHSV+pHSV+) que chez ceux ne l’ayant pas réactivé (sHSV+pHSV-) 

(Figure 21). 
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Figure 21 - Pourcentages de PCR TTV positives en fonction du statut sérologique 

(sHSV) et de la réactivation du virus HSV (pHSV) chez les volontaires sains et les 

patients au cours du suivi 

 

b. Charges virales des TTV 

 

Les charges virales moyennes des 199 échantillons plasmatiques étaient de 1,50 ± 1,42 

log cp/mL (médiane 1,70 log cp/mL (IQR 0 – 2,64)) avec des charges virales allant de 0 à 

4,28 log cp/mL. Les charges virales moyennes des volontaires sains et des patients semblaient 

supérieures chez les séropositifs vis-à-vis de l’HSV et chez les patients ayant réactivé l’HSV 

(Tableau 11).  

 

 sHSV- 
sHSV+ 

sHSV+pHSV- sHSV+pHSV+ 

Charges virales TTV Patients 

(log cp/mL) 
1,10 ± 1,26 1,54 ± 1,46 1,85 ± 1,47 

Charges virales TTV 

Volontaires sains (log cp/mL) 
1,38 ± 1,34 1,68 ± 1,47 

Tableau 11 – Comparaison des charges virales TTV moyennes entre les volontaires sains 

et les patients à tous les points du suivi en fonction du statut sérologique et de la 

réactivation du virus HSV 
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Les charges virales totales étaient plus élevées chez les patients ayant réactivé l’HSV 

(moyenne : 1,85 log copies/mL) que chez les patients séronégatifs pour l’HSV (1,10 log 

copies/mL) (p=0,015) (Figure 22). 

 

 

Figure 22 – Comparaison des charges virales à tous les points du suivi 

Comparaison des charges virales à tous les points du suivi entre les 4 groupes : patients 

séronégatifs, patients séropositifs sans réactivation, patients séropositifs avec réactivation, 

volontaires sains 

 

Les charges virales moyennes ne variaient pas entre les patients séronégatifs pour le 

CMV (1,50 ± 1,38 log cp/mL) et les patients séropositifs (1,54 ± 1,53 log cp/mL). 

 

c. Cinétique de réplication des TTV au cours du suivi 

 

L’évolution des charges virales TTV au cours du temps sont présentées dans le 

Tableau 12 et la Figure 23. Les charges virales TTV moyennes ont tendance à être plus 

élevées chez les patients ayant réactivé l’HSV que chez ceux ne l’ayant pas réactivé et chez 

les patients séronégatifs, à tous les points du suivi.  
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 sHSV- sHSV+pHSV+ p 

J1 1,04 ± 1,38 1,76 ± 1,51 0,23 

J4 1,18 ± 1,31 1,76 ± 1,57 0,27 

J7 1,10 ± 1,21 1,79 ± 1,63 0,36 

M6 1,06 ± 1,19 2,25 ± 1,23 0,07 

Tableau 12 – Charges virales TTV moyennes au cours du suivi 

 

 

 

Figure 23 – Evolution des charges virales TTV au cours du temps en fonction du statut 

sérologique et de la réactivation du virus HSV 

 

 Nous n’avons pas observé de cinétique d’évolution particulière lors du suivi précoce 

(entre J1 et J7) chez les patients quelque soit leur statut sérologique et leur réactivation de 

l’HSV. Les charges virales TTV semblaient néanmoins plus élevées 6 mois après l’admission 

en réanimation. 

 

d. Corrélation de la réplication des TTV à l’évolution clinique des 

patients 

 

Afin d’essayer de corréler l’évolution clinique des patients en fonction de la 

réplication des TTV, nous les avons classé en 3 groupes : les patients pour lesquels nous 

n’avons observé aucune virémie au cours du suivi (TTV-) ; les patients pour lesquels une 
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virémie TTV a été détectée à au moins un point du suivi (TTV+ à au moins un point du 

suivi) ; et les patients pour lesquels une virémie a été détectée tout au long du suivi (TTV+ à 

tous les points du suivi). Vingt-six patients avaient une virémie TTV détectable tout au long 

du suivi. Ces patients étaient plus âgés (56 (40-65) ans) que les patients non virémiques (42 

(23-60) ans). Il y avait également plus de patients virémiques à au moins un point du suivi 

étant séropositifs pour l’HSV et ayant réactivé l’HSV. Aussi, plus de patients présentant une 

virémie à TTV étaient également séropositifs pour le CMV. Nous n’avons pas observé 

davantage d’épisodes infectieux chez les patients répliquant le TTV que chez les patients non 

virémiques, de même pour le statut vivant/décédé à 6 mois. Les données sont rassemblées 

dans le Tableau 13. 
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TTV- 

(n=15) 

TTV+ à au moins 1 

point du suivi (n=39) 

TTV+ à tous les points du 

suivi (n=26) 

Age (médiane, IQR) 42 (23-60) ans 57 (40-68) ans 56 (40-65) ans 

Sexe masculin (n, %) 9 (60) 25 (64) 16 (62) 

Patients séropositifs pour 

l’HSV 
8 (53%) 30 (77%) 20 (77%) 

Réactivation HSV 2 (25%) 14 (36%) 8 (40%) 

Patients séropositifs pour le 

CMV 
5 (33%) 17 (44%) 10 (38%) 

Durée d’hospitalisation en 

réanimation (médiane, 

IQR) 

25 jours (19-35) 22 jours (14-29) 21 jours (12-26) 

Durée de ventilation 

mécanique (médiane, IQR) 
19 jours (11-28) 13 jours (8-21) 11 jours (6-18) 

Infections 

- Pneumopathie 

bactérienne acquise 

à l’hôpital 

- Autres infections 2 

 

11 (73%) 

 

4 (27%) 

 

25 (64%) 

 

13 (33%) 

 

17 (65%) 

 

6 (23%) 

Leucocytes (G/L) 

- J1 

- J4 

- J7 

- M6 

 

15,06 (12,08-19,70) 

11,80 (10,94-12,83) 

12,07 (10,20-14,69) 

5,92 (5,41-6,84) 

 

13,53 (10,18-17,45) 

9,88 (7,82-12,15) 

11,09 (8,75-12,53) 

6,37 (5,04-8,26) 

 

13,40 (12,58-16,55) 

9,55 (8,06-11,65) 

11,18 (8,94-12,65) 

7,47 (5,27-8,31) 

Lymphocytes (G/L) 

- J1 

- J4 

- J7 

- M6 

 

1,48 (1,08-2,28) 

/ 1 

/ 1 

1,98 (1,58-2,25) 

 

1,77 (1,15-3,12) 

0,95 (0,77-1,09) 

1,16 (0,95-1,53) 

1,99 (1,64-2,44) 

 

1,62 (1,13-3,12) 

0,95 (0,77-1,09) 

1,53 (1,35-2,72) 

2,13 (1,65-2,57) 

Devenir à M6 

- Vivant 

- Décédé 

 

13 (87%) 

2 (13%) 

 

33 (85%) 

6 (15%) 

 

21 (81%) 

5 (19%) 

Tableau 13 – Caractéristiques des patients et évolution clinique en fonction de la 

réplication des TTV au cours du suivi 

1 : Absence de données sur la formule leucocytaire 
2 Infection urinaire, bactériémie, méningite, orchite 
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IV.  Discussion 
 

Les patients cérébro-lésés en réanimation présentent un état d’immunodépression post-

traumatique favorisant les infections nosocomiales, notamment des réactivations virales, 

pouvant allonger la durée de ventilation mécanique et la durée de séjour en réanimation mais 

aussi augmenter la morbidité et la mortalité. Trouver des marqueurs biologiques permettant 

de surveiller et monitorer la fonction immunitaire de ces patients permettrait alors une prise 

en charge optimisée quant à l’apparition d’infections (Roquilly et al., 2015). Les TTV font 

partie de la famille des Anelloviridae, appartiennent au virome circulant et ont un lien avec le 

système immunitaire. Cette propriété en fait d’eux des marqueurs prometteurs pour le suivi du 

statut immunitaire.  

 

Le premier objectif de notre étude était d’évaluer les charges virales des TTV dans une 

cohorte de patients cérébro-lésés qui présentent un état d’immunodépression post-

traumatique, à risque de complications infectieuses. Pour cela, nous avons utilisé la trousse 

commerciale TTV R-gene® de chez bioMérieux. La séquence nucléotidique amplifiée se situe 

dans la zone conservée 5’-UTR, afin de détecter tous les génotypes. En effet, de nombreuses 

études ont utilisé des amorces situées en zone codante (ORF1) mais au vu de la variabilité de 

cette séquence, tous les génotypes n’étaient pas détectés. Dans la littérature, la majorité des 

études utilisent des PCR « maisons ». La PCR mise au point par Maggi et al (Maggi et al., 

2003) a été utilisée dans de nombreuses études par la suite et a ainsi été considérée comme 

méthode de référence.  

 

La fréquence de détection globale des TTV était de 57% sur la totalité des échantillons 

testés. Une prévalence de 45% a par ailleurs été retrouvée chez des volontaires sains à l’aide 

de cette même trousse d’amplification TTV R-gene® (Kulifaj et al., 2018). Il n’y avait pas de 

différence significative entre volontaires sains et patients à tous points du suivi. Ces résultats 

sont inférieurs à ceux retrouvés dans la majorité des études chez les volontaires sains, 

détaillés dans le Tableau 1, p. 28. La majorité de ces études présentent en effet des 

prévalences de détection des TTV au niveau plasmatique supérieures ou égales à 85%. La 

trousse ne semble pourtant pas manquer de sensibilité, puisque la limite de détection est fixée 

à 167 copies/mL (2,2 log copies/mL) sur plasma, ce qui est inférieur à la technique 

« maison » (Kulifaj et al., 2018; Maggi et al., 2003). 
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Les charges virales mesurées dans notre cohorte de patients étaient également faibles 

(médiane 1,70 log cp/mL (IQR 0 – 2,64)), sans différence significative entre les volontaires 

sains et les patients au cours du suivi. En se basant sur la limite de détection annoncée par le 

fournisseur, 63% de nos charges virales étaient inférieures à la limite de détection de la 

technique : nous avons donc choisi d’extrapoler nos charges virales et d’interpréter toutes les 

valeurs obtenues. 

 

Dans la littérature, les charges virales TTV mesurées chez des volontaires sains ou des 

patients non immunodéprimés oscillent autour de 3 log cp/mL. A l’aide de la même trousse 

commerciale, les charges virales moyennes mesurées chez des volontaires sains étaient de 2,8 

± 1,09 log cp/mL (Kulifaj et al., 2018) (Tableau 14). 

 

Population Charges virales TTV Technique Référence 

Volontaires sains au 

Japon (n=178) 
3,1 ± 0,9 log cp/mL Amplification UTR (Shibayama et al., 2001) 

Volontaires sains aux 

Etats-Unis (n=165) 
4,32 log cp/mL Amplification UTR (Walton et al., 2014) 

Patients non septiques 

en réanimation aux 

Etats-Unis (n=160) 

4,43 log cp/mL Amplification UTR (Walton et al., 2014) 

Volontaires sains en 

Suisse (n=74) 

2,23 log cp/mL (1,4-

3,24 log cp/mL) 
Amplification UTR 

(Masouridi-Levrat et al., 

2016) 

Volontaires sains en 

France (n=31) 
2,8 ± 1,09 log cp/mL Amplification UTR (Kulifaj et al., 2018) 

Volontaires sains en 

France (n=40) 
1,48 ± 1,39 log cp/mL Amplification UTR 

Résultats issus de notre 

étude 

Tableau 14 – Charges virales moyennes des TTV sur plasma chez des volontaires sains 

 

Les échantillons de sang total des patients de notre cohorte ont été décantés puis 

congelés à ˗80°C au Centre de Ressources Biologiques du CHU de Nantes. Ils n’ont été 

décongelés qu’une seule fois lors de l’extraction de l’ADN. Il est peu probable qu’une 
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dégradation de l’ADN des TTV ait pu avoir lieu, et n’explique donc pas nos résultats de 

charges virales plus faibles.  

 

La trousse TTV R-gene® a par ailleurs été évaluée par d’autres centres chez des 

patients greffés rénaux. Les charges virales avant transplantation sont présentées dans le 

Tableau 15.  

 

Population Charges virales basales TTV Référence 

Patients greffés rénaux 

(n=70) 
2,89 log cp/mL (Solis et al., 2017) 

Patients greffés rénaux 

(n=42) 
4,3 ± 1,2 log cp/mL (Kulifaj et al., 2018) 

Patients greffés rénaux 

(n=221) 
2,9 ± 1,6 log cp/mL 

(Fernández-Ruiz et al., 

2019) 

Tableau 15 – Charges virales moyennes des TTV avant transplantation rénale 

 

En parallèle de notre étude, nous avons testé notre trousse sur 3 patients greffés 

rénaux. Les échantillons plasmatiques testés avaient été prélevés dans le cadre du suivi 

sanguin du BK virus après transplantation, et ont été recueillis à respectivement J30, J180 et 

J37 après la greffe. La moyenne des charges virales TTV mesurées était de 4,46 ± 0,74 log 

copies/mL (Tableau 16). Ces charges virales sont plus élevées que celles observées dans la 

cohorte de patients cérébro-lésés, ce qui laisse penser qu’il ne s’agit pas d’un problème 

technique, mais que les charges virales sont réellement faibles chez les patients de l’étude. 

 

 
Charges virales TTV  

(log cp/mL) 
Délai post-greffe 

Patient 1 4,14 J30 

Patient 2 3,94 J180 

Patient 3 5,30 J37 

Tableau 16 – Charges virales TTV mesurées chez des patients greffés rénaux  

 

Chez les patients greffés d’organes solides et greffés de cellules souches 

hématopoïétiques, les charges virales maximales sont observées autour du pic 
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d’immunodépression, soit 1 à 2 mois après la greffe. Les 3 prélèvements initiaux recueillis 

pour chaque patient de notre cohorte étaient à J1, J4 et J7 de l’admission en réanimation, 

c’est-à-dire très précoces. La durée de suivi est peut être insuffisante ; la durée moyenne 

d’hospitalisation en réanimation était de 25 jours. De plus, les charges virales TTV avaient 

tendance à augmenter au point M6 chez les patients cérébro-lésés et séropositifs HSV de notre 

étude. Ces résultats seront à confirmer sur un plus grand nombre de patients. 

 

Il n’existe à ce jour aucune étude comparant la trousse TTV R-gene® avec des PCR 

« maison ». Il pourrait être intéressant de retester nos échantillons à l’aide d’une PCR 

« maison » en se procurant les amorces utilisées par Maggi et al. Nous pourrions ainsi évaluer 

si nos faibles charges virales sont liées à la technique que nous avons utilisé ou s’il existe 

réellement une faible réplication des TTV chez ces patients. La commercialisation de la 

trousse TTV R-gene® et la mise en place d’un programme de contrôle de qualité externe par la 

société QCMD (Quality Control for Molecular Diagnostic) vont ainsi permettre la 

standardisation des résultats et une comparaison des charges virales TTV entre les différentes 

études (Focosi and Maggi, 2018). 

 

Le deuxième objectif de notre étude était d’essayer d’établir un lien entre les charges 

virales des TTV chez les patients cérébro-lésés et leur devenir et la survenue de réactivations 

virales. La réplication des TTV était plus fréquente chez les patients séropositifs pour l’HSV 

et plus fréquente encore chez les patients ayant réactivé l’HSV. Du fait de notre petit 

échantillonnage de patients, les résultats n’étaient pas significatifs. Par ailleurs, les charges 

virales totales étaient significativement plus élevées chez les patients ayant réactivé l’HSV 

que chez les patients séronégatifs pour l’HSV. Nous avons de plus observé une tendance à 

une réplication plus importante chez les patients ayant réactivé l’HSV à tous les points du 

suivi. La réactivation de l’HSV semble être associée à une immunodépression plus importante 

chez les patients en réanimation entrainant une augmentation de la durée de ventilation 

mécanique, de la durée de séjour en réanimation et de la morbi-mortalité. Des charges virales 

TTV plus fréquentes et plus élevées chez ces patients seraient donc en accord avec les 

observations faites chez des patients immunodéprimés après transplantation d’organe solide. 

Ainsi, la quantification des charges virales TTV dans notre cohorte de patients cérébro-lésés 

pourrait permettre d’évaluer les patients plus à risque de réactivation virale. La présence de 

faibles charges virales nous fait considérer ces observations avec prudence et une extension de 

l’étude à un plus grand nombre de patients est évidemment nécessaire.  
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La fréquence de détection des TTV semble un peu plus élevée chez les patients 

séropositifs vis-à-vis du CMV que chez les séronégatifs, nous n’avons pas observé de profil 

d’évolution particulier dans ces deux groupes de patients au cours du suivi. Plusieurs études 

montrent une prévalence plus importante des TTV chez les patients séropositifs vis-à-vis du 

CMV (Fernández-Ruiz et al., 2019; Haloschan et al., 2014). 

 

Les patients présentant une virémie à TTV étaient plus âgés que les patients non 

virémiques, ce qui est en accord avec d’autres études (Haloschan et al., 2014). Nous n’avons 

par contre pas observé de lien entre une réplication des TTV et un moins bon devenir des 

patients cérébro-lésés. 

 

La réplication des TTV a été recherchée uniquement dans le plasma de nos patients. Or, 

des études ont montré la réplication plus importante des TTV dans les prélèvements naso-

pharyngés de patients atteints d’affections respiratoires aiguës (Maggi et al., 2003) ou dans le 

lavage broncho-alvéolaire (LBA) de patients transplantés pulmonaires (Young et al., 2015). 

La recherche d’une réplication des TTV dans les prélèvements respiratoires de nos patients 

aurait pu être intéressante : il est possible qu’une réplication des TTV au niveau du tractus 

respiratoire ait eu lieu, même en l’absence de réplication plasmatique.  

 

En conclusion, nos résultats sont préliminaires et nécessitent d’être étendus à un plus 

grand nombre de patients. Au vu du coût de la trousse et des faibles charges virales mesurées, 

il serait intéressant de mettre au point une PCR « maison » à l’aide des amorces de Maggi et 

al afin de continuer cette étude et nous permettre ainsi de retester nos patients avec cette autre 

technique. Enfin, une étude plus étendue du virome sanguin serait intéressante chez ces 

patients cérébro-lésés. 
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Résumé 
 

 

 

Les torque teno virus sont des petits virus de la famille des Anelloviridae et font partie 

du virome circulant. Ils possèdent une diversité génétique très importante, sont largement 

répandus dans la population mondiale et leur caractère pathogène n’est toujours pas 

clairement prouvé. La réplication des TTV est étroitement liée au statut immunitaire de l’hôte, 

ce qui fait d’eux des biomarqueurs prometteurs de la fonction immunitaire des patients 

immunodéprimés. Ainsi, plus les charges virales TTV seraient élevées, plus le risque 

infectieux serait grand. Les patients présentant une lésion cérébrale aiguë en réanimation sont 

sujets à une immunodépression post-traumatique entrainant une augmentation des 

complications infectieuses, notamment des réactivations virales de l’HSV et/ou du CMV, 

associées à un mauvais devenir. L’objectif de ce travail était donc d’étudier la cinétique de 

réplication des TTV chez les patients cérébro-lésés en réanimation à l’aide de la trousse TTV 

R-gene® et d’essayer de la corréler au devenir des patients. Malgré une fréquence de 

réplication de 57%, plus faible que dans la population générale, la réplication des TTV était 

plus fréquente et plus importante chez les patients ayant réactivé le virus HSV. Au vu de notre 

faible échantillonnage de patients, nous n’avons pas observé de lien entre les charges virales 

des TTV et l’évolution des patients. Cette étude préliminaire nécessite maintenant d’être 

étendue à un nombre plus important de patients et d’être élargie à tout le virome chez ces 

patients cérébro-lésés. 

 

 

 

 

Mots-clés : torque teno virus – TTV – virome – biomarqueur – immunodépression – 

réanimation – réactivations virales – PCR  
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