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. Introduction

A. Les virus et la quéte d’identite

Les virus ont toujours occupé une place singuliére en microbiologie. En effet, ils sont
souvent écartés du monde vivant, comme en témoigne leur exclusion dans les
représentations phylogénétiques des origines de la vie [Fig. 1]. Néanmoins, les virus
possedent des propriétés communes avec le monde du vivant, notamment leur

capacité de mutation et d’évolution pour s’adapter a leur environnement [1].

Archaea Bacteria
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Eukaryarchaea DPANN TACK archaea Asgard archaea ? Eurkaryotes

¥ ®

/|

| 4 ) \
~\ Asgard-like Alpha-proteo
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evolutionary
time
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Figure 1 : Représentation d’un arbre du vivant [2]

Hypothése phylogénétique de l'origine des cellules eucaryotes a partir de la fusion d’'une archée

avec une bactérie. Les virus ne sont pas représenteés ici.

Si I'existence des virus est évoquée depuis le 19éme siecle, la quéte d’'une identité
claire aura été longue. lIs étaient identifiés jusqu’au début des années 1950 comme
des agents filtrables, qui franchissaient les filtres destinés a retenir les bactéries [3].
Mais la filtrabilité était insuffisante pour caractériser les virus, en particulier parce que
certaines bactéries, telles que les mycoplasmes, étaient capables de franchir les

filtres utilisés [3].
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Suite a ses travaux portant sur le virus de la mosaique du tabac et les phages, André
Lwoff ouvre une discussion sur les caractéristiques des virus [4], qui aboutit a des
propositions de définitions claires et discriminantes du virion, particule virale de la

phase infectieuse extracellulaire [5], puis du virus [3,6].

« La particule virale, dénommée virion, est constituée dun seul type d’acide
nucléique, porteur de l'information génétique, et de protéines organisées en sous-
unités structurales formant une capside autour de lui. Pour certains virus, la capside
est recouverte d’une enveloppe lipidique, appelée aussi peplos. Les virus se
répliquent a partir de leur seul matériel génétique, ils sont incapables de croitre et de
se diviser, ils sont dépourvus de tout systeme de production d’énergie, ils ont besoin
d’'un héte cellulaire, eucaryote ou procaryote selon le cas, pour se répliquer. La
cellule infectée par un virus devient de fait une deuxieme forme de circulation et
d’expression du virus dans la biosphere, parallelement au virion, et interconnectée

avec lui ».

Cette définition, a la fois structurale et fonctionnelle, permet de différencier les virus
des autres microorganismes mais aussi des autres éléments génétiques, et continue
de guider les virologues. Néanmoins, elle est remise en question, notamment avec
les découvertes des mycovirus ne produisant pas de virion (et pourtant pouvant se
transmettre de maniere verticale et horizontale [7]), et celles des virus géants qui

codent pour des enzymes comparables a celles du cycle de Krebs [8].

Des discussions récentes [Fig. 2] ont abouti a la rédaction d’'une nouvelle définition
opérationnelle qui distingue, au sein de la virosphere, les virus sensu stricto codant
pour leur(s) protéine(s) majeure(s) de structure, des viriformes, viroides et acides
nucléiques satellites [9].

« Les virus sensu stricto sont définis de maniére opérationnelle par ['ICTV
(International Committee on Taxonomy of Viruses) comme un type d'Elément
Génétigue Mobile (EGM) codant pour au moins une protéine qui constitue un
composant majeur du virion enveloppant l'acide nucléique de I'EGM respectif, et
donc le gene codant pour la protéine majeure du virion elle-méme ; ou comme des
EGMs dont il est clairement démontrable qu'ils appartiennent a une lignée de

descendance évolutive de telles entités codant pour la protéine majeure du virion. »
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Figure 2 : Représentation tridimensionnelle de la virosphére [10]

Les virus sensu stricto sont regroupés dans l'orthovirosphére. Les autres éléments génétiques

mobiles sont répartis dans les limites périvirosphere et au-dela.

Les virus ont évolué en se spécialisant pour pouvoir infecter toutes les formes de vie,
procaryotes ou eucaryotes et dans tous les environnements explorés [11]. La plupart
sont méme spécifiques d’une seule espéce, voire d'un seul type de cellule au sein
d’'une espece.

On parle donc de coévolution virus/h6te régie en particulier par des mécanismes
d’adaptation et d’échappement [1]. Les virus sont également décrits comme moteurs
de I'évolution [12]. A ce titre des échanges de matériel génétique entre virus et
cellules hétes sont également décrits, notamment grace aux rétrovirus endogénes
chez les eucaryotes [1] et grace aux phages chez les procaryotes [13].

L’infection virale, classiguement décrite comme étant au détriment de la cellule héte,
peut également étre tout autant & son bénéfice. Le virus peut ainsi induire, par
exemple, une prolifération cellulaire [14] ou conférer un avantage compétitif par la

transmission de genes ou non [15-17].
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B. Virome humain

Le corps humain, composé de ses propres cellules, abrite également en son sein et
a sa surface des organismes vivants tres variés et, de facon transitoire, des matieres
organiques (végétales et animales) ou inorganiques (particules aériennes). Parmi les
organismes vivants capables de coloniser ou d’infecter le corps humain, on retrouve
en premier lieu les bactéries, mais également les archées, les champignons et les
autres parasites eucaryotes [18].

Il existe plusieurs espéces de virus pouvant infecter chacun de ces éléments et donc
pouvant étre présentes au niveau corps humain. C’est cette communauté de virus
que 'on nomme virome humain [18].

Celui-ci est donc composé des virus des especes des domaines Eukarya (virus de
plantes, d’algues, de champignons, de parasites, d’animaux non humains et
humains), Archaea (virus d’archées), Bacteria (bactériophages) et potentiellement
méme de virus géants (Maviroviridae et Sputniviroviridae, anciennement
Lavidaviridae : virophages de Mimivirus [19]).

Le virome est donc, au moins en partie, le reflet des autres organismes présents
dans un microbiote donné [18]. Néanmoins de nombreux autres facteurs entrent en
jeu dans I'équilibre des populations virales et elles n’en constituent donc pas un

miroir parfait [20].

Le nombre de bactéries que renferme le corps humain a récemment été réévalué a
environ 104 ce qui est comparable au nombre de cellules humaines [21].
Classiguement le ratio virus/bactérie dans les prélévements humains varie entre 0.1
et 10 [22]. On estime donc que les nombres de virus, de cellules humaines et

bactériennes sont d’'un ordre de grandeur similaire [22].

De par leur capacité de prédation spécifique, les virus pourraient également jouer un
réle de régulateur de diversité des especes microbiennes. L'exemple le plus étudié
est celui de la relation proie-prédateur des bactéries-bactériophages lytiques. La
théorie « Killing-The-Winner » issue d’équations de type Lotka-Volterra décrit un
modéle ou le pic d’abondance d’'une proie (bactérie) précede celui de son prédateur
(bactériophage) et vice-versa. Cette dynamique permettrait de maintenir la diversité
des microbiotes [23-25].
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Les composants bactériens et fongiques du microbiote montrent des variations
majeures en fonction du site de prélevement [18]. De maniére parallele, ces
variations quantitatives et qualitatives sont également constatées avec les virus
[26,27]. Ces différences suggérent qu’il existe un virome pour chaque site
anatomique.

Parmi ces viromes, des variations interindividuelles importantes ont été mises
également en évidence. Ces différences ont pu étre associées a de nombreux
facteurs, notamment I'dge, l'origine géographique, I'entourage, le patrimoine
génétiqgue, le régime alimentaire, certains médicaments (antibiotiques et
immunosuppresseurs) et certaines pathologies (sans compter les virus eucaryotes

directement responsables de pathologies humaines) [18,28].

C. Meétagénomique virale

L’essor des nouvelles techniques de séquengage, de plus en plus performantes et
notamment les approches de métagénomique, a permis a la microbiologie de faire
un énorme pas en avant. Ces avancées ont contribué en effet a la caractérisation du
microbiote humain. Pourtant I'’étude du virome n’a pas connu la méme vitesse, et n'a
été possible que dans un deuxiéme temps.

Ceci s’explique par plusieurs facteurs. Contrairement aux autres composants du
microbiote et preuve de leur diversité remarquable, les virus ne possedent aucune
séquence universellement conservée et suffisamment spécifique (par comparaison,
par exemple, a '’ARN ribosomique 16S des bactéries ou 18S des champignons), des
méthodes innovantes de séquencages non ciblées furent donc nécessaires.

De plus, bien que le nombre de virus soit important dans un virome donné, la
quantité d’acides nucléiques issue des virus est sans commune mesure avec celles
des procaryotes ou eucaryotes [20,29], du fait d’'un génome viral de taille bien

inférieure.

Il a fallu développer de nombreuses méthodes d’enrichissement et de purification
des acides nucléigues viraux et les adapter aux différents types de prélevement,
chacune de ces méthodes présentant des avantages et des inconvénients,
notamment [lintroduction de nombreux biais de séquengage et le risque

d’amplification des contaminations environnementales [18,29].
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Cette approche a d’abord été utilisée pour séquencer le virome de I'eau de mer en
2002 [30]. Un an plus tard, la méme équipe publie une étude du virome présent dans
des selles humaines [31]. Pour chacune de ces études, la plupart séquences
identifiées correspondent a des bactériophages. Cependant, la grande majorité des
séquences d’acides nucléiques obtenus ne correspondent a aucune espece
présente dans les bases de données existantes. Ceci permet de révéler I'étendue du
nombre de virus encore inconnus, qualifiee de « matiére noire virale » (Viral Dark
Matter [32]) [18]. L'étude de cette matiére noire virale, constitue un enjeu majeur
dans la découverte de nouveaux virus et a déja fait ses preuves, notamment en 2019

avec la découverte d’'une nouvelle famille de virus, les Redondoviridae [33].

La culturomique virale pourrait s’avérer étre une autre approche complémentaire a
I'élucidation du virome humain et de sa « matiére noire virale ». Il est en effet
beaucoup plus simple de reconstruire le génome entier d’un virus inconnu issu d’'une
culture pure. Pour ce faire, I'optimisation des méthodes de culture cellulaire est
souhaitable, afin de multiplier de facon importante le nombre de lignées cellulaires
testées et d’accroitre les chances d'observer un effet cytopathogéne viral. Ces
avancées passeront probablement par l'automatisation et la miniaturisation des

techniques de culture [34].

En plus de caractériser les microbiotes, les outils de métagénomique sont appliqués
a la microbiologie clinique. Certaines équipes utilisent ces outils en combinant des
approches syndromiques, microbiologiques et bioinformatiques pour détecter tout
type d'agent infectieux (virus a ARN et ADN, bactéries, champignons, parasites) puis
confirment leur identification, tout en interprétant leur lien avec la présentation
clinique du patient. [35]. L'utilisation de ces outils dans ce contexte peut également
permettre la découverte de nouveaux virus, comme ce fut le cas en 2023 pour
HCirV-1 (human circovirus 1) chez un patient transplanté coeur-poumons atteint

d’hépatite chronique [36].

L’objectif de cette thése est de réaliser une revue de la littérature sur la description
du virome humain, des méthodes permettant son étude, ainsi que les associations

physiologiques ou pathologiques rapportées.
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Il. Composition et diversite du
virome humain

Les virus sont reconnus comme étant l'entité biologique la plus abondante et
diversifiée [37], notamment par le fait qu’on en décrit plusieurs pour chaque espéce
d’eucaryote et de procaryote. Il existe également une large hétérogénéité de
structure, de taille et de forme concernant tout autant la particule virale que son
génome [18].

Le but de ce chapitre n’est pas de détailler 'ensemble des virus qui composent le
virome humain. Ici seront citées ou brievement décrites, les principales familles de
virus, quel que soit leur hoéte, fréequemment retrouvées dans I'étude du virome
humain.

Il est a noter également que pour certains de ces virus, I'hdte n’est pas encore
attribué avec certitude. C’est principalement le cas pour les virus découverts
uniquement par métagénomique et pour lesquels les capacités de réplication sont
encore inconnues. Par exemple, un nouveau virus identifié par métagénomique dans
des selles humaines pourrait tout autant étre issu d'un autre hoéte (bactérie,
champignon, amibe, plante, etc.). De plus, la détection d'un virus lors de 'analyse
métagénomique est fortement liée aux méthodes de prélevement (risque de
contamination) et d’enrichissement des particules virales (élimination des virus

retrouveés principalement au niveau intra-cellulaire).

A. Virus des cellules eucaryotes

Nous présentons ici aussi bien les virus infectant les cellules humaines que d’autres

cellules eucaryotes, et pouvant étre présents dans le virome humain.

1. Virus infectant les cellules humaines
Les virus humains possédent la capacité d’infecter les cellules humaines, ce qui
justifie, en soi, le grand intérét qui leur est porté. Certains d’entre eux sont reconnus
pour étre responsables d’infections aigues ou chroniques ou d’étre en latence, mais
d’autres colonisent de fagon transitoire ou permanente les cellules humaines sans

étre associés, pour l'instant, a la moindre maladie [18].
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Le terme « virus orphelins » est parfois attribué a ceux capables d’infecter les

cellules humaines et pour lesquels il N’y a pas encore de preuve d’'une éventuelle

pathogénicité in vivo. Ce fut le cas pour les échovirus [38], pour « Enteric

Cythopathogenic Human Orphan Virus », désormais associés a un large spectre de

pathologies et classé dans le genre Enterovirus, famille Picornaviridae [39].

Des virus reconnus comme pathogéenes peuvent étre également retrouvés chez

l'individu sain plus ou moins fréquemment en fonction du virome étudié et des

méthodes utilisées. Cette situation peut s’expliquer par plusieurs phénoménes qui

peuvent s’additionner :

Le portage asymptomatique (ou infra-clinique) transitoire : c’est notamment le
cas chez lenfant avec les virus des infections respiratoires et
gastrointestinales [40,41].

La latence virale : il s’agit de la capacité pour un virus d’'établir, aprés une
primo-infection, une latence plus ou moins prolongée dans les cellules de
I'héte en réduisant leur expression génique. lls peuvent ensuite se réactiver
sous certaines conditions, notamment I'immunodépression. Le cas le plus
connu concerne les virus de la famille Orthoherpesviridae (anciennement
Herpesviridae [39]), capables d’établir une latence a vie avec un tropisme
cellulaire qui dépend de I'espéce virale. C’est également le cas pour certains
virus des familles Adenoviridae [42,43], Papillomaviridae [44], Polyomaviridae
[45] et Parvoviridae [46].

Intégration dans le génome humain : certains virus sont capables d’intégrer
leur génome dans le génome des cellules humaines somatiques ou
germinales selon leur tropisme cellulaire. Ce phénomene est décrit de facon
obligatoire pour les Retroviridae [47] et de facon occasionnelle pour le virus de
I'népatite B [48,49], un adeno-associated virus [50], un papillomavirus [51], le
Merkel cell polyomavirus [52] et deux especes de la famille
Orthoherpesviridae (Roseolovirus humanbeta6a et Roseolovirus
humanbeta6b, également appelés HHV-6A et HHV-6B) [53].

Si un gameéte contenant le provirus intégré aboutit a la fécondation, 'ensemble
des cellules du descendant possederont une copie du provirus intégré. Cette
copie est ensuite transmise de maniére héréditaire selon les lois de Mendel,
c’est le cas pour les rétrovirus endogénes humains ([54]) et pour iciHHV6
(inherited chromosally integrated HHV-6) [55].
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Actuellement, on compte parmi les virus capables d’infecter les cellules humaines et
pour lesquels il n'y a pas encore de preuve de pathogénicité : la famille des
Anelloviridae, le Pegivirus (anciennement virus de I'hépatite G, appartenant a la
famille des Flaviviridae), les adeno-associated virus (AAV qui appartiennent a la
famille des Parvoviridae et sont des virus satellites aux virus la famille Adenoviridae)
et Orthoreovirus (famille Spinareoviridae) [56]. Ces virus sont souvent considérés
comme des virus commensaux [57] et sont fréquemment retrouvés dans I'étude du
virome. Par ailleurs, dautres virus sont fréquemment retrouvés dans les
préléevements humains, sans pour autant qu’'on soit slr qu’ils soient capables
d’infecter des cellules humaines.

Nous proposons ci-dessous une breve description de certaines de ces familles de

virus moins connus.

Anelloviridae
En 1997, Nishizawa et al. découvrent un virus chez un patient atteint d’hépatite post-
transfusionnelle non-A a G. lls le dénomment TT virus (TTV) d’aprés les initiales du
patient [58]. Ce virus sera renommé Transfusion-Transmitted virus apres qu'il soit
mis en évidence chez des donneurs de sang et dans de nombreux produits dérivés
du sang [59], puis finalement Torque Teno Virus en hommage a son génome en
forme de collier. Il est le premier représentant de la famille Anelloviridae composée
de virus nus a ADN circulaire simple-brin de petite taille (2 a 4 kpb). Parmi cette
famille, on distinguait trois virus, Torque Teno, Torque Teno mini et Torque Teno
midi. En 2022, ces virus ont été reclassés respectivement en 3 genres distincts :
Alphatorquevirus, Betatorquevirus, et Gammatorquevirus [39]. Il existe un quatrieme
genre, Gyrovirus [60], qui était classé a l'origine parmi la famille Circoviridae et

déplacé en 2015 vers la famille Anelloviridae [39].

On retrouve TTV sur différents types de prélévements humains avec une forte
prévalence qui varie fortement selon la sensibilité de la technique utilisée (PCR vs
séquengage, couple d’amorces) et la zone géographique [61], si bien qu’il est dit
pantropique [61]. Les Anelloviridae font I'objet d’'une diversité génétique trés
importante, les hypothéses avancées suggerent un taux de mutation important (de
l'ordre de 10 substitutions par site et par an) ou des recombinaisons entre
anellovirus [62]. L’anellome fait référence aux évolutions dynamiques qu’on observe
avec les différentes especes et génotypes de virus de la famille Anelloviridae chez

une population ou un individu.
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A ce jour, aucun effet pathogéne n’a été identifié avec ces virus et ils semblent étre
commensaux [18]. Néanmoins, leur réplication est trées régulée par le systeme
immunitaire, et on estime que 90% des 10 milliards de virions par millilitre générés
dans les corps humains sont éliminés par le systéme immunitaire [63,64]. De plus, la
charge virale sanguine est corrélée avec le niveau d'immunodépression, notamment
de la réponse lymphocytaire T [65]. Il est actuellement envisagé d’utiliser de la
charge virale TTV pour la surveillance du statut immunitaire chez les patients
transplantés, notamment les greffés de rein, pour permettre d’adapter la posologie
du traitement immunosuppresseur afin de réduire les complications associées avec

un sous-dosage (rejet du greffon) ou un surdosage (infections opportunistes) [66,67].

Circoviridae
Cette famille, de virus nus a ADN simple-brin circulaire de petite taille (2 a 4 kpb), est
divisée en 2 genres, Circovirus et Cyclovirus, contenant actuellement respectivement
2 et 12 especes retrouvées chez I'étre humain. Bien que les Circoviridae
apparaissent ubiquitaires dans les études du virome intestinal humain, y compris
chez l'individu sain (Cyclovirus en particulier) [29], il n'est pas encore établi que
toutes ces especes, identifiées par méthodes moléculaires uniquement, soient
capables d’infecter les cellules humaines [39]. C’est le cas, en revanche pour HCirV-

1, mis en évidence par hybridation in situ sur biopsie hépatique en 2023 [36].

Genomoviridae
Il s’agit d’'une famille de virus nus a ADN simple-brin circulaire de petite taille (environ
2 kpb) principalement retrouvé dans I'environnement, parmi les virus de plante et les
mycovirus [68]. Plusieurs de ses especes sont retrouvées uniquement sur des
prélevements humains [69] notamment du sérum ou du liquide cérébrospinal [70]

mais il n’est pas avéré qu’elles soient capables d’infecter les cellules humaines.

Redondoviridae
Cette famille, dont la découverte date de 2019 [33], comporte des virus nus a ADN
simple-brin circulaire de petite taille (environ 3 kpb). Elle est actuellement constituée
d’'un seul genre, Torbevirus, et de deux especes Vientovirus (Torbevirus viento) et
Brisavirus (Torbevirus brisa), principalement retrouvées sur des prélévements
humains au niveau oral, respiratoire et intestinal [39]. Il est présumé que cette famille
infecte les cellules humaines, mais des études récentes suggerent que leur hote

serait Entamoeba gingivalis [71].
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Retroviridae : les rétrovirus endogenes humains (REH)

Les REH représentent probablement 5 a 8% du génome humain [72], leur intégration
aurait eu lieu au cours de [I'histoire humaine selon le mécanisme décrit
préecédemment. La quasi-totalité de ces intégrations sont désormais défectives [29],
mais certaines permettent encore la production de particules virales [73]. De plus il
apparait qu’ils sont impliqués dans une grande proportion des séquences d’initiation

de transcription des génes humains [74].

Picobirnaviridae
Il s’agit d’'une famille de virus nus a ARN double-brin de petite taille (environ 4 kpb)
généralement bi-segmenté qu’on retrouve fréquemment sur prélévements d’origine
humaine [39]. Leur association potentielle avec les diarrhées est évoquée, mais des
études récentes suggérent qulils sont des bactériophages ou des mycovirus
[39,75,76].
La répartition des familles connues, en fonction de la typologie de leur acide

nucléigue, est présentée ci-dessous a titre indicatif [Tableau 1].

Tableau 1 : Familles des virus humains

Virus @ ADN Virus a Tl Virus a ARN
ADN double ADN simple TI ARN double ARN simple  ARN simple brin ARN
brin brin brin brin de de polarité simple brin
polarité négative circulaire
positive
Orthoherpesviridae Anelloviridae Hepadnaviridae Picobirnaviridae ? Coronaviridae Filoviridae Kolmioviridae
Adenoviridae Circoviridae Retroviridae Sedoreoviridae Astroviridae Paramyxoviridae

Papillomaviridae Parvoviridae Spinareoviridae Caliciviridae Pneumoviridae
Polyomaviridae Redondoviridae ? Flaviviridae Rhabdoviridae
Poxviridae Genomoviridae ? Hepeviridae Arenaviridae

Matonaviridae

Hantaviridae

Picornaviridae

Nairoviridae

Togaviridae

Peribunyaviridae

Phenuiviridae

Orthomyxoviridae

Adaptation de [39,77] ; Tl : Transcription Inverse ; ? : Réle d’héte non clairement établi
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2. Virus des parasites
Une proportion importante de la population mondiale est colonisée de fagon plus ou
moins chronique et asymptomatique par des protistes ou des nématodes. Par
exemple, on retrouve les amibes du genre Blastocytis au niveau de l'intestin humain
avec une fréguence allant de 0.5% a 100% selon les régions du globe [78]. Ces
derniers, ainsi que plusieurs espéces de nématodes ont été associés avec une
augmentation de la richesse et de la diversité du microbiote intestinal [78,79]. La
cavité buccale, quant a elle abrite fréquemment Entamoeba gingivalis [80] et

Trichomonas tenax [81].

Tout récemment une étude s’est intéressée au transcriptome de parasites infectant
les vertébrés dont 'espéce humaine, parmi ceux des genres Brugia, Dirofilaria, Loa,
Onchocerca, Ascaris, Toxocara, Ancylostoma, Strongyloides, Trichinella et Trichuris
[82]. Elle a permis la découverte de nombreux nouveaux virus de ces parasites dont
la plupart étaient attribués aux familles Totiviridae, Partitiviidae, Rhabdoviridae et
Lispiviridae. De plus, elle a mis en évidence une réponse humorale humaine
spécifique contre un virus du parasite Onchocerca volvulus chez tous les individus

d’'une cohorte composée de patients atteints d’'onchocercose [82].

Tres peu de données sont disponibles au sujet de ces virus et donc sur leur role au
sein du virome ou dans la physiopathologie des parasitoses. Néanmoins, I'exemple
du LRV (Leishmania RNA Virus) est marquant quant aux effets d’'un virus de parasite
au cours d’'une infection parasitaire. Des travaux suggérent que ce virus est
responsable d’'une modulation de la réponse immunitaire humaine, ainsi que d’'une
sévérité et d'une persistance accrues du parasite au cours de la leishmaniose
cutanéomuqueuse [83,84]. Au vu de la proximité des génomes eucaryotes humains
et parasitaires, ainsi que de la fréquence et de la durée de ce type d’infection, il peut
aussi paraitre légitime de se poser des questions sur des échanges de virus ayant
pu avoir lieu au cours de leur coévolution et sur un potentiel d’émergence de

nouvelles infections virales par franchissement de la barriére d’espéce.

Les virus des protistes et autres parasites peuvent donc étre potentiellement
retrouvés dans I'’étude du virome humain, qu’ils soient simplement présents de facon
transitoire (a la suite de I'ingestion d’eau contaminée par des amibes par exemple),
capables de les coloniser ou de les infecter. C’était le cas lors de I'exploration par
métatranscriptomique de prélévements sanguins chez des patients infectés par les

différentes especes du parasite sanguicole Plasmodium, et de la découverte du
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Matryoshka RNA Virus-1 (en référence aux poupées russes) spécifique de P.vivax
[85].

La répartition des familles connues, en fonction de la typologie de leur acide
nucléique, est présentée ci-dessous a titre indicatif [Tableau 2].
Tableau 2 : Familles des virus des parasites
Virus a ADN Virus a Tl Virus a ARN
ADN double ADN simple TI ARN double ARN simple ARN simple brin ARN
brin brin brin brin de de polarité simple
polarité négative brin
positive circulaire
Marseilleviridae Bacilladnaviridae Pseudoviridae Fusagraviridae Alvernaviridae Leishbuviridae 0

Mimiviridae Vilyaviridae Metaviridae Sedoreoviridae Marnaviridae Mymonaviridae
Mesomimiviridae Nenyaviridae Orthototiviridae Botourmiaviridae Rhabdoviridae
Allomimiviridae Naryaviridae Pseudototiviridae Endornviridae Lispiviridae

Schizomimiviridae

Endolinaviridae

Giadiaviridae

Fusarividae

Peribunyaviridae

Phycodnaviridae

Ootiviridae

Togaviridae

Mamonoviridae

Partitiviridae

Dicistroviridae

Pithoviridae

Chrysoviridae

Narnaviridae

Cedrativiridae

Orpheoviridae

Baculoviridae

Yaraviridae

Maviroviridae ?

Sputniviroviridae ?

X

Adaptation de [39,77,82, 86] ; Tl : Transcription Inverse ; ? : R6le d’héte non clairement établi ; x : liste

non exhaustive ; 0 : aucune famille recensée dans cette catégorie

3. Virus des champignons (mycovirus)
Les mycovirus sont capables d’infecter tous les taxons de champignons [7]. Ces
derniers font partie intégrante du microbiote humain et s’y retrouvent dans la plupart
des sites anatomiques, tout particulierement au niveau cutané et a la surface de
toutes les muqueuses [87]. Certains d’entre eux ont été associés a la lyse fongique
(killer phenotype) ou a des changements du phénotype fongique de [I'héte,
notamment chez Aspergillus spp. avec l'induction d’'une hypervirulence ou d’une
hypovirulence du champignon envers les cellules humaines. Ces caractéristiques
permettent d’envisager l'utilisation des mycovirus dans le traitement de I'aspergillose
pulmonaire invasive ou d’autres mycoses invasives, a l'instar de la phagothérapie

pour les infections bactériennes [88,89].
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La particularité de la plupart des mycovirus réside dans leur capacité a se

transmettre sans pouvoir produire de virions, de maniere verticale en se concentrant

dans les spores et de maniére horizontale lors de I'anastomose de deux hyphes

compatibles [7]. De ce fait, les études du virome qui ne séquencent que les

particules virales extracellulaires, notamment en utilisant des filtres, ne sont pas

adaptées a I'étude du mycovirome humain. Néanmoins certains mycovirus se

transmettent de maniére extracellulaire, notamment parmi Genomoviridae, qui de

surcroit sont capables d’utiliser des insectes mycophages comme vecteurs [90].

La répartition des familles connues, en fonction de la typologie de leur acide

nucléique, est présentée ci-dessous a titre indicatif [Tableau 3].

Tableau 3 : Familles des mycovirus

Virus a ADN

Virus a Tl Virus a ARN
ADN double ADN simple TI ARN double ARN simple ARN simple ARN simple
brin brin brin brin de polarité brin de brin de
positive polarité polarité
négative ambivalente
Rhizidiovirus Genomoviridae Pseudoviridae Chrysoviridae Alphaflexiviridae Mymonaviridae Phenuiviridae
(Non attribué)
Metaviridae Endornaviridae Deltaflexiviridae Discoviridae Tulasviridae
Hypoviridae Gammaflexiviridae Unambiviridae
Megabirnaviridae Narnaviridae Dumbiviridae
Quadriviridae Barnaviridae Trimbiviridae

Partitiviridae

Endornaviridae

Quambiviridae

Spinareoviridae

Mitoviridae

Megatotiviridae

Fusariviridae

Pseudototiviridae

Hypoviridae

Orthototiviridae

Hadakaviridae

Curvulaviridae

Yadokaviridae

Alternaviridae

Botourmiaviridae

Monocitiviridae

Mymonaviridae

Botybirnaviridae

Fusagraviridae

Yadonushiviridae

Phlegiviridae

Adaptation de [39,77] ; T| : Transcription Inverse ; ? : Réle d’héte non clairement établi
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4. Virus des plantes

En dehors de quelques Iégendes urbaines ou des cas exceptionnels [91,92], et ce

jusqu’a preuve du contraire, les plantes (et les algues) ne sont pas capables de se

développer dans le corps humain. Cependant, que ce soit par I'alimentation ou par

inhalation, les plantes accompagnées de leurs virus ainsi que les virus des

microorganismes qui les infectent, finissent dans le corps humain de fagon plus ou

moins transitoire. Si bien que ces virus sont mis en évidence dans I'étude du virome

humain, notamment les viromes intestinal et oral.

Un grand nombre de virus de plante partagent avec la plupart des mycovirus, la

capacité de se transmettre sans produire de particules virales extracellulaires [10].

La répartition des familles connues, en fonction de la typologie de leur acide
nucléique, est présentée ci-dessous a titre indicatif [Tableau 4].
Tableau 4 : Familles des virus de plante
Virus a ADN Virus a Tl Virus a ARN
ADN double ADN simple TI ARN double ARN simple ARN simple brin ~ ARN simple
brin brin brin brin de polarité de polarité brin de
positive négative polarité
ambivalente
0 Geminiviridae Pseudoviridae Amalgaviridae Alphaflexiviridae Tospoviridae Phenuiviridae
Nanoviridae Metaviridae Partitiviridae Betaflexiviridae Artoviridae Konkoviridae
Alphasatellitidae Caulimoviridae Orthototiviridae Potyviridae Fimoviridae Aspiviridae
Tolecusatellitidae Fusagraviridae Closteroviridae Rhabdoviridae

Metaxyviridae Spinareoviridae Endornaviridae
Genomoviridae Sedoreoviridae Mitoviridae
Amesuviridae Spiciviridae Botourviridae
Geplanaviridae Chrysoviridae Benyviridae
Kanorauviridae Picobirnaviridae ? Mayoviridae
Mahapunaviridae Virgaviridae

Bromoviridae

Secoviridae

Kitaviridae

Solemoviridae

Tombusviridae

Tymoviridae

Adaptation de [39,77] ; T| : Transcription Inverse ; ? : Réle d’héte non clairement établi
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B. Virus des cellules procaryotes

Les virus des procaryotes regroupent ceux infectant les bactéries et les archées.

1. Bactériophages (phages)

Les bactériophages ou phages représentent la plus grande proportion du virome

humain étudié, en particulier au niveau intestinal [18]. lls sont connus pour leur rble

de prédation sur les bactéries mais peuvent également étre impligués dans des

relations bénéfiqgues pour ces dernieres, par le transfert de génes de toxines, du

métabolisme et dans de trés rares cas de résistance aux antibiotiques [20,93].

Quatre grands types d’interactions avec les bactéries sont décrites [Fig. 3]. Elles

sont précédées par la fixation des virus aux récepteurs membranaires et l'injection

du matériel génétique dans le compartiment intracellulaire [18] :

Cycle lytique simple : production directe de particules virales suivie d’'une
libération par lyse cellulaire (exemple : Microviridae).

Lysogénie : intégration au chromosome bactérien sous forme de prophage
puis, sous certaines conditions, un cycle Ilytique est déclenché (ex:
Caudoviricetes). lls sont dits «tempérés » (temperate) quand ils sont
capables d’alterner ces deux cycles.

Pseudolysogénie : persistance de 'ADN sous forme épisomale sous forme de
prophage puis, sous certaines conditions, un cycle lytique est déclenché (ex :
Caudoviricetes).

Bourgeonnement : production directe de particules virales suivie d'une
libération extracellulaire par bourgeonnement sans lyse de la cellule

(exemple : Inoviridae).
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Figure 3: Représentation des 4 grands types d’interactions entre bactériophages et
bactéries [18]

La plupart des phages connus ainsi que ceux qu’on identifie dans le virome humain
sont des virus a ADN, que ce soit en nombre d’espéces ou en abondance. Parmi les
hypothéses avancées pour expliquer ce phénomene, les plus probables sont que les
procaryotes possédent une activité RNase trés efficace et que 'ARN est bien moins

stable que I'’ADN dans les préleévements cliniques [94].

Au cours des trois derniéres années, I'ICTV ainsi que [I'ICSP (International
Committee on Systematics of Prokaryotes) chacun de leur c6té, se sont attelés a une
réorganisation complete de la nomenclature des phages et des procaryotes
respectivement [95,96]. Il s’agissait de s’éloigner d’'une nomenclature basée sur la
morphologie des phages d’un cété, et d’ajouter le rang de phylum pour les
procaryotes de l'autre. Ces changements concernent notamment les phages et
procaryotes du microbiote humain. Cela entraine une certaine difficulté lors des
recherches a travers les bases de données de génomes ou de publications

scientifiques.
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Les principaux changements qui concernent le microbiote humain sont résumés ci-
dessous :
- Domaine Bacteria [96,97]:

o Phylum Pseudomonadota : Il correspond a peu prés a l'ancienne
dénomination de protéobactéries, et comporte la quasi-totalité des
bactéries a Gram négatif impliguées en pathologies humaines,
notamment les Enterobacterales (dont les entérobactéries) et les
bacilles a Gram négatif non fermentant. Ces bactéries sont minoritaires
dans les microbiotes humains.

o Phylum Bacillota: Il supprime et remplace I'ancienne dénomination
Firmicutes. Ce groupe correspond a une grande partie des bactéries a
Gram positif du microbiote digestif, vaginal et cutané:
Lactobacillaceae, Enterococcaceae, Streptococcaceae,

Staphylococcaceae, Clostridiaceae.

o Phylum Bacteroidota : Il supprime et remplace I'ancienne dénomination
Bacteroidetes. Ce groupe correspond en particulier aux bactéries Gram
négatif anaérobies des microbiotes oral, vaginal et intestinal avec en
particulier ceux du genre Bacteroides et Prevotella.

o Phylum Actinomycetota: Il supprime et remplace [I'ancienne
dénomination Actinobacteria. Ce phylum regroupe une proportion
importante des bactéries du microbiote digestif et vaginal avec
notamment les familles Eggerthellaceae, Bifidobacteriaceae et
Actinomycetaceae, et du microbiote cutané avec en particulier les
familles Corynebacteriaceae et Propionibacteriaceae. On y trouve
également les Mycobacteriaceae.

- Classe Caudoviricetes [95] :

o Elle supprime et remplace I'ancienne dénomination Caudovirales. Ce
groupe correspond a I'ensemble des bactériophages et archéophages
possédant une capside icosaédrique, un ADN double-brin et une
extrémité caudale.

o Les crAssphages ou crAss-like phages (pour cross-Assembly, en
référence a la méthode utilisée pour leur découverte [98]) font partie de
cette classe et ont été rassemblés en en 2021 dans 'ordre Crassvirales
[39]. lls occupent une place particuliere car ils sont associés au phylum

Bacteroidota, qui est un élément majeur du microbiote humain [99]
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o L’ancien ordre Caudovirales était constitué de 3 grandes

familles distinctes sur la base de leur description morphologique et

fonctionnelle. Elles sont désormais supprimées et leurs représentants

sont répartis a travers plus de 50 familles.

Anciennement Myoviridae : Longue queue rétractile, nouvelle
appellation non-taxonomique de myovirus. On trouve parmi les
myovirus les nouvelles familles Ackermannviridae, capable
d’'infecter les Enterobacterales [100], et Herelleviridae capable
d’infecter les Bacillota.

Anciennement Siphoviridae : Longue queue non rétractile,
nouvelle appellation non-taxonomique de siphovirus
Anciennement Podoviridae : courte queue, nouvelle appellation

non-taxonomique de podovirus

La répartition des familles connues, en fonction de la typologie de leur acide

nucléique, est présentée ci-dessous a titre indicatif [Tableau 5].

Tableau 5 : Familles des bactériophages

Virus a ADN Virus a Tl Virus a ARN
ADN double ADN simple TI ARN double ARN simple ARN simple brin  ARN simple
brin brin brin brin de polarité de polarité circulaire
positive négative
Caudoviricetes Inoviridae 0 Cystoviridae Fiersviridae 0 0
(>50 familles)
Tectiviridae Paulinoviridae Picobirnaviridae ? Duinviridae
Corticoviridae Plectroviridae Steitzviridae
Autolykiviridae Microviridae Atkinsviridae
Matsushitaviridae Finnlakeviridae Blumeviridae
Plasmaviridae Solspiviridae

Adaptation de [39,77] ; Tl : Transcription Inverse ; ? : Role d’héte non clairement établi
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5. Virus des archées (archéophages)
Les archées sont présentes dans la plupart des écosystemes, y compris les plus
extrémes. On les retrouve également dans le microbiote humain, sans rble
pathogene clairement identifié, tout particulierement au niveau intestinal ou elles
jouent le roéle de méthanogene [101]. Il n'y a que trés peu de données les concernant

et cela est d’autant plus vrai pour les archéophages.

La répartition des familles connues, en fonction de la typologie de leur acide

nucléique, est présentée ci-dessous a titre indicatif [Tableau 6].

Tableau 6 : Familles des archéophages

ADN double brin ADN simple Virus a ARN Tl
brin
Caudoviricetes Ampullaviridae Bicaudoviridae Pleolipoviridae* 0 0
(>20 familles)
Lipothrixviridae Ovaliviridae Halspiviridae Spiraviridae
Rudiviridae Portogloboviridae Thaspiviridae
Ungulaviridae Turriviridae Ahmunviridae
Clavaviridae Pleolipoviridae* Chaacviridae
Globuloviridae Sphaerolipoviridae Iltzamnaviridae
Tristromaviridae Simuloviridae
Guttaviridae Fuselloviridae

Adaptation de [39,77]; Tl : Transcription Inverse ; ? : Réle d’héte non clairement établi ; 0 : aucune

famille recensée dans cette catégorie ; *ADN double-brin et simple-brin
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l1l. Méthodes d’étude du virome
humain

Jusqu’a récemment, la plupart des études sur le microbiome s’étaient concentrées
sur I'étude des communautés bactériennes. Le développement de la métagénomique
grace au séquencage non ciblé (Shotgun) a accéléré la caractérisation du virome

humain.

Un nombre croissant d’études utilisant 'approche de métagénomique virale ont
permis de découvrir de nouveaux virus et d’élargir ainsi les bases de données

existantes.

Dans ce chapitre, nous décrivons les différentes étapes de la métagénomique virale,

avec comme finalité I'étude du virome humain [Fig. 4].

La métagénomique virale comporte deux grandes parties : la partie moléculaire ou
analyse de laboratoire proprement dite (Wetlab) et la partie bioinformatique ou
analyse des données (Drylab). Ces deux parties comportent chacune plusieurs
étapes aussi critiques les unes que les autres, et qui conditionnent la qualité du

résultat et des interprétations qu’on peut en tirer.

Viral metagenomic pipeline
Sample collection Sample processing Sequencing Bioinformatic analysis
*  Blood, Stool, Urine, »  Filtration/ Concentration *  Sequencing platform *  Preprocessing
Saliva, etc «  Host nucleic acid * Sequencing kit *  Serial Taxonomic Fractionation
+  Storage depletion *  Assembly
*  Temperature *  Nucleic acid extraction/ *  Taxonomic identification
*  Media amplification *  Alignment-based
Composition-based (K-mer)
*  Buffer )
. Froama thaw cocles Protein structure based
ol Y *  Software usage
* Contamination * Contamination * Contamination * Low quality viral reads
* Degradation *  Virus evade * Sequencing error * Fragmented or low abundant
*  Microorganism growth *  Exclude specific virus * The choose of genomes or sequence heterogeneity
*  Amplification bias platform or kit * Viral genomes deviated from

reference
* High viral diversity
* Lack standardized datasets

Figure 4: Présentation des étapes d’une analyse métagénomique virale [102]

Les sous étapes sont représentées dans les encadrés jaunes, et les risques associés dans les

encadrés rouges.
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A. Approches de séquencage (Wetlab)

Cette partie comporte le prélévement de I'échantillon, le traitement de I'échantillon et

le séquencage [103].

1. Prélevement

Quel gue soit le type de prélevement, deux principaux facteurs peuvent impacter le
résultat : les conditions de prélévement et la conservation de I'échantillon. La
maitrise de ces facteurs permet d’éviter les risques de contamination et de
dégradation des acides nucléiques, qui peuvent compromettre les analyses en aval.
A titre d’exemple, les échantillons sont généralement prélevés et/ou conservés dans
différents milieux ou tampons qui peuvent étre contaminés par des séquences virales
qui seront détectées dans les résultats [104]. Il est également a noter que le risque
de dégradation des acides nucléiques concerne tout particulierement les virus a

ARN, moins stables et plus sensibles aux conditions de conservation [18].

2. Enrichissement des particules virales

Le séquencage shotgun des échantillons non purifiés produit généralement une
grande quantité d'acides nucléiques provenant d'organismes cellulaires (humains,
bactéries), ce qui rend nécessaire des étapes de purification spécifiques pour isoler
les particules virales circulantes (VLP : virus like particles). Ces étapes sont
importantes pour mettre en évidence les virus présents dans le virome humain, y
compris ceux encore inconnus [29]. Il s’agit d’'une étape cruciale dans la
métagénomique virale. Malgré la diversité et I'abondance des virus, les acides
nucléiques viraux ne représentent qu’'une faible proportion dans I'échantillon. Les
approches de métagénomique standard peuvent donc étre prises en défaut sur
certaines populations virales. Une concentration de I'échantillon en VLP est donc
habituellement réalisée, avec des protocoles comportant des étapes
d’homogénéisation, de centrifugation, de filtration et de dégradation des acides
nucléiques libres. De méme le fait de se concentrer sur les VLP évite de gaspiller
des ressources pour le séquengage d’acides nucléiques non viraux. Cette étape doit,
de préférence, éviter les pertes de tout type de virus et minimiser les biais, ce qui

constitue un défi a cause de la diversité des virus [102,105].

Plusieurs observations ont été faites sur les différentes procédures. Ainsi, il a été
rapporté que 'homogénéisation avec des billes de céramique réduit le nombre de
particules virales. Il faut préférer également une vitesse réduite pour
I’'homogénéisation [105].
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La centrifugation permet habituellement de précipiter des particules plus grosses,
telles que des cellules et des débris cellulaires, tandis que les virus restent en
suspension. Les conditions de centrifugation influent significativement sur la
réduction des bactéries et des particules virales dans I'échantillon. Une centrifugation
utilisant une grande vitesse (17000 g) sur une trés courte période (3 minutes) semble
fournir un bon compromis avec réduction limitée des particules virales et une
réduction significative des bactéries et de 'ARN ribosomal. Dans ces conditions, un
impact significatif a seulement été observé sur les mimivirus, faisant partie des virus
géants [105].

L’étape de la filtration repose sur le fait que les virus sont classiquement plus petits
que les cellules [18]. Les filtres couramment utilisés sont 0,2 um et 0,45pum. Les
filtres de 0,2 ym peuvent faire perdre des virus de grande taille [106], alors que les
filtres de 0,45 ym peuvent ne pas retenir certaines bactéries [107]. Néanmoins, dans
une étude comparant I'impact de plusieurs filtres incluant un filtre en polyéthersulfone
(PES) de 0,8 um, un filtre en polycarbonate de 0,8 um et des filtres en polyfluorure
de vinylidene de 0,45 pm ou de 0,22 um, il a été montré que le filtre en PES de 0,8
Mm permettait d’avoir le meilleur compromis avec une réduction significative des

bactéries et une conservation acceptable des virus [105].

Le chloroforme est aussi souvent utilisé pour perturber les membranes lipidiques,
afin d’éliminer les cellules et de ne conserver que les virions encapsidés. Cependant,
certains virus sont enveloppés et leur capside peut devenir instable apres le retrait
de I'enveloppe. Il est donc généralement préférable de ne pas utiliser cette approche
dans I'étude du virome [105]. Néanmoins, cette approche peut étre envisagée pour
certaines matrices, comme les selles qui sont pauvres en virus enveloppés, en

tenant compte du biais imposé [108].

Au total, a ce jour, aucune méthode unique ne permet I'enrichissement optimal de
tous les types de virions car la performance de cette approche dépend des
propriétés des virions présents dans I'échantillon. Dans tous les cas, la récupération
des gros virus (mimivirus, poxvirus, herpesvirus, etc.) doit étre équilibrée avec

I'élimination du matériel génétique bactérien et de I'héte.
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3. Extraction des acides nucléiques
Les différentes méthodes d'extraction des acides nucléiques favorisent ou
défavorisent généralement certaines classes de virus. Ainsi typiquement les
meéthodes de préparation de ’ADN cellulaire favorisent les gros fragments d’ADN et
sont inefficaces pour isoler les petits ADN circulaires. De méme, I'extraction de 'ARN
est généralement suivie de méthodes d’élimination de 'ARNr qui peuvent impacter
plusieurs virus. La méthode d’extraction utilisée doit permettre une récupération

optimale des ADN et des ARN viraux.

Les trousses commerciales d'extraction disponibles sont basées sur divers procédés
: colonne de membrane de silice, billes magnétiques, précipitation. Il a été montré
gue les méthodes d'extraction doubles pouvaient offrir une sensibilité améliorée pour
récupérer les acides nucléiques de virus présentant des caractéristiques
biochimiques et biophysiques particulieres. Les produits chimiques utilisés au cours

de I'extraction comme le chloroforme peuvent également impacter les virus [109].

4. Amplification de I'ADN

L'amplification de I'ADN est une étape cruciale dans les études du virome, car les

quantités initiales d'acides nucléiques extraites des VLP sont souvent faibles.

Puisqu’il s’agit d’'une approche non ciblée, I'amplification aléatoire du matériel
génétique viral est cruciale en métagénomique virale pour obtenir suffisamment de
matériel d’entrée pour le séquengage. De plus, une faible quantité de matériel
génétigue dans [I'échantillon peut nécessiter une étape d’amplification. De
nombreuses méthodes d'amplification différentes sont disponibles. Le kit
d’amplification doit permettre d’amplifier a la fois 'ADN et I'ARN. Les génomes d’ARN
viraux nécessitent donc une étape de transcription inverse pour convertir TARN en

ADNCc et tous les génomes simple brin en double brin.
Plusieurs méthodes d'amplification différentes sont disponibles.

La technique SISPA (Sequence Independant Single Primer Amplification),
permettant d’introduire de facon aléatoire, lors de la rétrotranscription de I'ARN, une
amorce connue dans ’ADN qui servira a 'amplification [110], est adaptée a I'étude
des virus a ARN [111].
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LASL (Linker Amplified Shotgun Library), est une méthode d’amplification qui
fragmente 'ADN et attache a ces fragments un adaptateur compatible avec 'amorce
qui permettra I'amplification [30]. Elle n’est convenable que pour les virus a ADN
double-brin [30,112].

MDA (Multiple Displacement Amplification) quant a elle, utilise des amorces
aléatoires compatibles avec 'ADN Polymerase ¢29 qui amplifie 'TADN en boucle, par
segment de 70 kb, avec une grande fidélité et en condition isotherme [113]. Cette
méthode est intéressante car elle peut étre utilisée dans des prélévements tres
pauvres en séquences Vvirales, cependant elle a tendance a amplifier

préférentiellement les virus & ADN simple brin circulaires [18,112].

Selon Kohl et al., I'amplification utilisant une amorce aléatoire avec une extrémité 5'
universelle (ou fixée) et une extrémité 3' dégénérée obtenait de meilleures

performances pour amplifier sans distinction différents types de virus [105,114].

L’efficacité de I'amplification peut varier selon le type de génome (ADNsb, ADNdb,
ARNsb, ARNdb), la longueur ou la forme (linéaire, circulaire, segmenté) du génome.

Les biais d'amplification dans ces étapes peuvent donc affecter le profil du virome.

Des approches telles que NetoVIR regroupent des méthodes d'enrichissement,
d’extraction et d’amplification adaptées pour les virus a ARN et ADN, qui sont
utilisées pour optimiser la purification et la préparation des échantillons pour le
séquencage a haut débit (NGS) [Fig. 5]. Ce protocole impligue une homogénisation,
une centrifugation, une filtration a travers des filtres PES de 0,8 um, le traitement par
nucléase de type benzonase ou micrococcale pour éliminer les acides nucléiques

libres, une extraction ADN/ARN et leur amplification avant leur séquencage [115].
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Figure 5 : Protocole NetoVIR [105]

Exemple d’approche allant de la préparation de I'échantillon jusqu’au séquengage.
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5. Ségquencage

Plusieurs plateformes de séquencage sont proposées sur le marché, les trois

principales sont lllumina, Pacific Biosciences (PacBio) et Oxford Nanopore. Elles

difféerent principalement par leur technologie, leurs colts d’automate et de réactifs,

leurs tailles et nombres de séquences générées ainsi que leur taux d’erreur de
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Figure 6 : Présentation de 3 technologies utilisées en métagénomigue [116,117]

Tech

nologies lllumina (A), PacBio (B) et Nanopore (C), ainsi que la comparaison de leurs principales

différences (D). Les valeurs sont présentées a titre indicatif, elles varient en fonction des différentes

versions de ces technologies et des conditions commerciales négociées.
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La technologie Illlumina domine clairement a ce jour le domaine de la
métagénomique et la plupart des outils disponibles lui sont adaptés. Elle semble
également fournir une couverture plus importante en comparaison a d’autres [109].
Néanmoins, des études supplémentaires sont nécessaires pour comprendre |'effet
de la plateforme de séquencage sur les différents types d’échantillons. Cette
technologie est basée sur des « short reads » ce qui lui permet la détection de
variants minoritaires mais pas la reconstruction complete des génomes viraux sans
I'utilisation d’outils bioinformatiques spécifiques. La technologie Nanopore quant a
elle permet de produire des séquences de tres grande taille ce qui présente un

énorme avantage dans I'assemblage du génome de novo.

Finalement, le choix du type d’acides nucléiques séquencés est déterminant : ADN,
ARN ou les deux. L'analyse des données de séquences ADN peut détecter a la fois
les virions et les virus a ADN en cours de réplication, mais exclue les virus a ARN, a
I'exception des rétrovirus. Les données de séquences ARN quant a elles détectent
les virions et virus @ ARN en cours de réplication et également les ARNm des virus a
ADN ; mais les virus dont le génome ADN n’est pas activement transcrit seront
exclus. Par conséquent, le séquencage ADN et ARN du méme échantillon permet

d’obtenir des données plus robustes [118].

A titre d'illustration, une étude des séquences virales dans les bases de données de
séquencage ADN et ARN de I'Atlas Génomique du Cancer (TCGA) [119] a détecté le
virus de I'hépatite C (virus a ARN) dans les données de séquencage ARN du cancer
du foie, mais pas dans les données de séquences ADN, tandis que le virus de
I'hépatite B (virus a ADN) a été détecté dans les données de séquencage d'ADN et
d'ARN [120].

6. Contrbles qualité

Un des défis majeurs dans les études du virome est la contamination des
échantillons, due a la présence d'’ADN environnemental a chaque étape du
prélevement et dans les réactifs de laboratoire. Ce probleme est amplifié dans
'analyse du virome, ou les rendements en acides nucléiques viraux sont
généralement modestes. Il est donc crucial de préparer des contrdles négatifs qui
suivent, en paralléle, les mémes étapes que les échantillons expérimentaux afin de
quantifier les niveaux de contamination. Les données de séquencage des controles
négatifs doivent étre également présentées dans les bases de données pour faciliter

I'analyse comparative et garantir l'intégrité des résultats [18].
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B. Analyse bioinformatique (Drylab)

La métagénomique produit une quantité trés importante de données de séquencage.
Leur interprétation nécessite une analyse bioinformatique poussée par la
combinaison de nombreux outils informatiques adaptés aux questions biologiques
posées. Pour I'analyse du virome humain, les objectifs sont souvent d’identifier, de
classifier et de comparer des séquences virales souvent encore inconnues et issues

d’échantillons complexes.

L’analyse des données comporte plusieurs étapes pour lesquelles ils n’existent pas
encore de consensus. De nombreux algorithmes, bases de données, outils et
pipelines bioinformatiques qui les combinent ont été développés pour réaliser ces
analyses. Néanmoins une grande partie des séquences virales présentes ne sont
toujours pas identifiées et font partie de la matiére noire virale [18]. A partir de cette
derniére, certains outils permettent de reconstruire des génomes entiers probables
de virus, néanmoins la majorité d’entre eux n’ont toujours pas encore été mis en

culture avec succes et restent donc putatifs tout comme I'identité de leur hbte [18].

1. Principales étapes de I'analyse bioinformatique

Prétraitement des données

Cette étape permet de filtrer les séquences de mauvaise qualité puis de préparer les

données restantes a I'analyse en supprimant les séquences adaptatrices.

Suppression des données superflues

Il s’agit ici de tenter de se débarrasser des données du contaminome, par
comparaison avec les contrbles qualité puis de supprimer les séquences non

virales : principalement celles issues des cellules humaines et bactériennes.

Assemblage en contigs

Le but est d’assembler les séquences qui se recoupent en séquences plus longues

appelées contigs.

Bases de données

Avant I'identification de ces contigs, des bases de données génomiques de référence
sont importées. Il en existe plusieurs types qui peuvent étre complémentaires :

séquences d’ADN, d’acides aminés, protéiques ou fonctionnelles par exemple.
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Annotation des contigs

Les contigs sont comparés a une ou plusieurs bases de données afin de les annoter
selon les critéres souhaités notamment leur classification taxonomique. Le
développement de [lintelligence artificielle devrait offrir des opportunités pour

améliorer 'annotation virale dans les métagénomes [121].

Exemples d’autres outils

VirSorter permet la découverte de nouveaux virus en reconstruisant des génomes
entiers a partir de la matiére noire virale. L’outil peut également opérer des
prédictions sur les virus identifiés (y compris les virus jusqu’alors inconnus), comme
leur hote supposé et leur type de bactériophage. Le niveau de performance de ces

prédictions dépend principalement de la longueur des contigs assemblés [122].

VIPER (Virtual Inference of Protein-activity by Enriched Regulon analysis) permet de
réaliser une estimation de l'activité des protéines [123], et donc potentiellement

d’inférer a partir de celle-ci, a quelle famille le virus appartient.

PHACTS (Phage Classification Tool Set) est un outil de prédiction du type de phage,

lytigues ou tempérés par exemple [124].

Kallisto est un outil qui permet de calculer I'abondance des différents contigs a la
suite de leur alignement [125], pour ensuite connaitre I'abondance relative des

différentes espéces virales.

VirAnnot est utilisé pour calculer les différents indices de diversité virale [126].

2. Diversité et richesse

L’équilibre au sein d’un microbiote ou entre microbiotes, qu’ils soient bactériens,
viraux, fongiques ou autre, est évalué en fonction des notions de diversité et de
richesse.

Le concept de diversité est décliné sous plusieurs notions [127] :

- Diversité alpha (alpha-diversity) : Dans la littérature, elle est souvent désignée
simplement comme 'diversité', terme qui sera également utilisé a cet effet par
la suite dans cette thése. Elle se mesure notamment a l'aide de l'indice de
Shannon qui combine les notions de richesse et d’uniformité/diversité [Fig. 7].

o Richesse (richness): augmente avec le nombre d'espéces ou de
taxons mis en évidence dans le prélévement. |l s’agit d’'une notion

gualitative.
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o Uniformité ou Diversité (evenness or diversity) : augmente au plus les
especes ou taxons présents sont quantitativement équilibrés.

- Diversité beta (beta-diversity) : Mesure I'éloignement entre les compositions

de deux prélevements, par exemple a I'aide du modéle Bray-Curtis basé sur la

comparaison des espéces ainsi que leur abondance relative.
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Figure 7 : Représentation visuelle des concepts de richesse et d’'uniformité/diversité [127]
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3. Pipelines existants
Un pipeline bioinformatique correspond a un ensemble d’outils informatiques mis
bout & bout afin d’obtenir, généralement a partir des données brutes de séquengage,
le résultat escompté (identification des genes, des especes, regroupement par
familles, quantification pour obtenir des proportions, etc.). De nhombreux pipelines ont

été développés pour simplifier 'analyse des viromes.

Sunbeam est un pipeline modulable directement par l'utilisateur et qui permet
d’automatiser les étapes d’analyse de maniére reproductible, compatible avec la
plupart des systemes informatiques, sans en nécessiter les droits administratifs
[128].

Cenote-Taker est un autre pipeline congu pour annoter automatiquement des
génomes complets de virus inconnus, préférentiellement circulaires, dans un format

conforme & la nomenclature GenBank [129].

SURPI a été adapté dans le but d’identifier, rapidement, des pathogénes connus a
partir des données complexes issues du séquencage de préléevements cliniques. Ce
pipeline est utilisable facilement sur tout type de systeme, y compris délocalisé (sur
le cloud) [130].

VIPER est un pipeline qui a été développé pour I'étude des viromes a partir des
données issues du protocole d’extraction NetoVIR couplé au séquencgage lllumina
[131]. Il permet de se débarrasser du contaminome (par comparaison avec les
contréles négatifs), des séquences d’origine humaine, d’assembler les contigs, de

les classer puis de générer des tableaux d’abondances [Fig. 8].

L'analyse bioinformatique du virome humain repose donc sur une gamme d'outils et
de pipelines pour résoudre des défis complexes liés a la diversité virale, a la
détection des virus non caractérisés et a la gestion des grandes quantités de
données. Malgré les progres constants, des obstacles persistent, notamment la
gestion de la matiére noire virale et l'attribution taxonomique des séquences. Ces
efforts de recherche offrent cependant des perspectives nouvelles sur I'exploration et

la compréhension du virome humain.
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Figure 8 : Présentation du pipeline de métagénomigue virale ViPER [131]

Les outils de prétraitement des données, d’assemblage des contigs et de leur annotation sont

représentés respectivement dans les encadrés verts, rouges et violet.
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4. Problémes et limites
Les séquences virales observées s'écartent souvent des génomes de référence, et
une grande diversité virale peut conduire a une reconstruction de séquence
ambigué. Un grand nombre de séquences virales non classées attendent d'étre
caractérisées. Ces séquences virales non caractérisées sont appelés « matiére noire
virale ». Bien que davantage de génomes annotés soient ajoutés aux bases de
données et que des outils bionformatiques avancés aient été développés pour traiter
les données sur le virome, il reste encore une grande partie de séquences non

assignées.

La base de données NCBI Virus (National Center for Biotechnology and Information),
répertoriait en juillet 2024 parmi 11700 génomes entiers de virus, 4193 issus de
bactéries, 98 d’archées, 1950 de plantes, 287 de champignons, 1931 d’invertébrés,
1916 de vertébrés dont 523 d’humains, le reste provenant d’autres sources ou de

sources non identifiées [132].

L’'un des principaux défis de I'analyse bioinformatique des viromes est la gestion de
cette "matiére noire" virale. Environ 81 % des séquences observées dans les
premiéres études du virome ne pouvaient pas étre annotées, révélant I'immense
diversité virale non explorée [133]. Cette valeur tend a diminuer, et est estimée

actuellement a environ 50% en fonction des échantillons [18].

Les travaux sur les viromes humains qui étudient les associations avec divers
facteurs (age, géographie, pathologies, et cetera), le font souvent en comparant les
proportions de virus ou de familles de virus détectées entre deux populations. Elles
ne prennent donc pas en compte la matiére noire virale inconnue au moment de leur
publication. Il apparait donc intéressant, a partir du moment ou un nouveau virus
d’intérét est décrit dans un virome et que son génome est accessible sur les bases
de données, de réanalyser et de réinterpréter les données de séquencage
antérieures a sa découverte. Une autre approche peut consister a ne prendre en
compte que les publications postérieures a son inclusion sur les bases de données.

La classification des virus est également entravee par le fait que de nombreux virus
n‘'ont pas de marqueurs taxonomiques clairs, contrairement aux bactéries qui

peuvent étre identifiées a I'aide du géne 16S ARNr [18].
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De plus, de nombreux éléments peuvent fausser linterprétation finale des résultats
[Fig. 9], par exemple des artefacts peuvent étre introduits lors de 'assemblage des

contigs en les rendant circulaires par erreur [18].

Enfin, les pipelines bioinformatiques doivent gérer des volumes massifs de données

avec des contraintes de temps, particulierement pour les analyses cliniques.

Pitfalls and contamination in a viral metagenomics study

Step

Pitfalls and Contamination

Sample collection
Sample storage

Virus purification
Nucleic acid purification

Sequencing
Preprocessing
Serial Taxonomic Fractionation

Assembly

Alignment-based classification

Composition-based classification

Software usage in general

Genetic Signature Analysis

Viral contamination as a ‘passenger’

Virus degradation. Microorganism growth (freezer failure)

Loss of viruses that evade purification

Contamination from laboratory reagents

Could exclude specific families of viruses (i.e. DNAseq would exclude
RNA viruses)

Amplification bias can skew resulting virome profile

Loss of low abundance transcripts.

Machine contamination and index switching

Sequencing errors in reads may lead to false viral identification or variants.
Low quality reads missing cutoff may over estimate viral diversity
Non-template sequence failed to be removed

Loss of valid viral reads and reduced sensitivity of detection
Fragmented assembly or no assembly of low abundance viruses.
Requires enough coverage to assemble full genome

Potential chimera formation due to high intrapopulation diversity

Slow, resource intensive, more sensitive and novel virus detection
Relatively few viral genomes in databases renders classification difficult.
Requires maintaining up to date indexes of sequence databases
Incorrect database annotations

Fast, less sensitive and unlikely to identify divergent sequences

Does not allow for species/strain level identification

Requires understanding of the algorithm used and its assumptions
Need to determine similarity thresholds and values for other parameters
The largest time sink in the entire workflow. Requires time consuming manual
curation to identify false positives

Figure 9 : Liste des potentiels biais introduits aux différentes étapes de I’analyse du virome

[118]
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V. Virome des différents sites
anatomiques

Le but de ce chapitre est de décrire la composition du virome de I'individu sain, en
fonction du site anatomique, la dynamique ainsi que les principaux facteurs qui
influencent cette composition.

La quasi-totalité des études du virome chez l'individu sain est réalisé a partir de
prélevements non-invasifs (les feces en particulier) ou trés peu invasifs notamment
issus de reliquats de prélevements biologiques a visée diagnostique.

Il existe néanmoins des données exploitables issues du projet GTex (Genotype-
Tissue Expression). Ce projet financé par le NIH (National Institutes of Health, USA),
a collecté des tissus humains issus d’autopsies et de blocs opératoires. Pour chaque
échantillon, les données cliniques du patient, les résultats de [I'examen
anatomopathologique et de I'analyse métatranscriptomique par RNA-seq ont été
collectés [134]. En 2020, le Sato Lab a repris les données du projet GTEX issues de
547 individus en bonne santé dont 51 types de tissus pour les comparer aux bases
de données de virus des vertébrés et invertébrés hors Retroviridae [Fig. 10] et
étudier les niveaux de prévalence et d’expression virale ainsi que certaines
associations entre virus et expression de genes humains [135].

Cette étude représente a I'heure actuelle la meilleure cartographie brute du virome
humain sur tissus « non pathologiques » (hors virus des procaryotes et rétrovirus).
Plusieurs filtres ont été employés afin de limiter le risque de détection des
contaminations. Cependant, plusieurs virus détectés sont suspectés d’étre des
contaminations environnementales, notamment les virus d’arthropodes en dehors du
tractus gastrointestinal. Un autre résultat qui pose question est la détection
relativement fréquente sur plusieurs types de tissus du virus Lassa, alors que les
individus sont prélevés aux Etats-Unis d’Amérique. Les auteurs précisent que
I'identification a été effectuée uniquement sur le segment L (qui représente la
majorité du génome viral). Il n’est pas a exclure, aussi, que ces séquences soient

originaires d’un virus inconnu mais proche du virus de la fievre de Lassa.

Le reste du chapitre concerne la vaste majorité des études portant principalement

sur des prélevements non tissulaires.
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A. Virome intestinal

1. Description
L’appareil digestif s’étend de la bouche a I'anus, cependant c’est le microbiote le plus
distal, celui de l'intestin, qui est le plus étudié grace a la facilité d’accés aux
prélevements de selles et a leur richesse microbienne [20]. Le microbiote intestinal
dans son ensemble joue un rble essentiel en santé humaine, comme premiére ligne
de défense contre les pathogénes ainsi que dans le maintien de son homéostasie
[20,29,136].

C’est le microbiote le plus riche pour tous les composants. En ce qui concerne les
virus, on estime qu'’il y a environ 10° particules virales libres par gramme de matiére
intestinale [18,22]) [Fig. 11]. Ces particules sont visualisables et quantifiables au
microscope aprés purification des selles puis coloration par un fluorochrome pouvant
se lier aux acides nucléiques [94]. La plupart de ces virus sont dépourvus
d’enveloppe lipidique, ceci est probablement en lien avec une résistance aux sels

biliaires plus importante des virus nus [18].

Bacteria:
10" cfu g* faeces,
27% of stool dry mass,
~4x10* (~0.2 kg) total F

~93% of total DNA,
(Sender et al., 2016)
™ -

Archaea:
10° - 10" cfu g* faeces,
~0.8% of total DNA
(Wampach et al., 2017)

Figure 11 : Quantités et proportions des différents microorganismes du microbiote intestinal
[22]
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En 2020, Gregory et al. publient une analyse regroupant les données issues de 32
etudes incluant 1986 individus originaires de 16 pays [137]. Cette analyse a montré
une écrasante majorité de bactériophages (98%) avec une prédominance des
Caudoviricetes. En ce qui concerne les virus eucaryotes, les Anelloviridae étaient

tres majoritaires (>60%), suivi des Genomoviridae et des Circoviridae [Fig. 12].

Bacteriophages (97.9%) Eukaryotic Viruses (2.00%)

B Anelioviridae [l Caliciviridae
W Genomoviridae [l Geminiviridae
[7] Circoviridae [ Iridoviridae
[ Papillomaviridae [ Parvoviridae
W Picornaviridae  [I] Smacoviridae

33,242

W Virgaviridae I Cruliviridae

V| I‘a| M Herpesviridae [l Poxviridae
" B Adenoviridae
POpU|atI0nS M Astroviridae

=) Polyomaviridae
- Alphaflexiviridae
W Asfarviridae

M siphoviridae [l Inoviridae

[ Microviridae [l Ackermannviridae

|1 Myoviridae [ Unassigned

= - Archaeal Viruses (0.07%)
Podoviridae

Figure 12 : Répartition des familles virales au sein du virome intestinal [137]

Bactériophages

La trés grande abondance des bactériophages dans le virome intestinal est liée au
fait que le composant bactérien est le plus abondant du microbiote intestinal. On
retrouve dans lintestin deux phyla bactériens qui représentent 90% des espéces

identifiées : Bacteroidota et Bacillota.

Les bacteriophages constituent la plus grande partie du virome intestinal en nombre
d’especes ainsi qu’en quantité [18,20]. Pour certains d’entre eux, un héte putatif leur
est assigné ce qui permet de proposer une estimation de la répartition du microbiote

bactérien en fonction des bactériophages identifiés [Fig. 13].

Les deux principaux groupes de phages sont les Caudoviricetes et les Microviridae
[18,20]. Parmi les Caudoviricetes le groupe ubiquitaire et le plus important est celui
des crAssphages (Crassvirales) qui sont associées a Bacteroidota [98,99]. L’'espéce
la plus étudiée est dcrAss001 qui est capable d’infecter Bacteroides intestinalis sans
en perturber la prolifération et sans cycle lysogénique [99].
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% of Assigned

Microbial
Hosts

Figure 13 : Prédiction de la répartition des hotes des bactériophages du virome intestinale
[137]

Une étude du phageome sur 64 individus originaires de tous les continents suggere
I'existence de trois catégories d’espéces : les phages « centraux » retrouvés chez la
plupart des individus, les phages « communs » retrouvés chez une minorité et les

phages « rares » qui sont trés peu retrouvés ou uniques a un individu [138].

La persistance des phages a été rapportée par une autre étude qui a suivi un
individu adulte a 'aide de prélévements de selles quasi-mensuels sur 2 ans et demi
[139]. Elle a retrouvé 478 contigs (principalement non identifiées au moment de
I'étude), avec une persistance constante de 80% d’entre eux. Parmi ceux-ci, les
phages tempérés ont montré un faible taux de mutation (qui pourrait s’expliquer par
une ADN polymérase bactérienne plus fiable pendant I'état de prophage apres
lysogénie), tandis que les Microviridae (virus lytiques) ont montré une forte dérive
mutationnelle au cours du temps (plus de 10 substitutions par nucléotides et par

jour) jusqu’a atteindre un niveau de divergence suffisant pour séparer deux espéces.
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Archéophages

La majorité des travaux sur I'archéome humain porte sur les méthanoarchées
intestinales. Elles représentent une minorité de ce microbiote dominé par les
bactéries avec environ 108 méthanogenes par gramme de féces [140] appartenant,
selon les estimations, a environ 90% au genre Methanobrevibacter [141]. Les
espéces présentes, leur diversité, leur abondance ainsi que leur potentiel de
méthanogenese (dégradation de la matiére organique et du CO2 en méthane) varient
en fonction de l'origine géographique et du régime alimentaire et peuvent avoir un

impact sur la santé humaine [140].

Peu d’études rapportent des données concernant les archéophages du virome
intestinal humain. En 2022, un travail s’est intéressé a ces virus a l'aide d’'une
méthode basée les séquences CRISPR-spacer des archées (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats). Ces « spacer » correspondent a des
séquences de 20 a 40 nucléotides spécifiques d’agents infectieux (ici archéophages)
conservées entre des séquences CRISPR et font partie du mécanisme d'immunité
adaptative des procaryotes CRISPR-Cas [142]. Cette étude a identifié 1279
candidats-espéces dont uniquement 404 déja recensés au niveau taxonomique
(31,6%) sur des données issues de la collection procaryotes UHGG (Unified Human
Gastrointestinal Genome) [143]. Sur ces 404 espéces d’archéophages, 389 (96,3%)

appartenaient a la classe Caudoviricetes.

Mycovirus
Le mycobiome est certes minoritaire au sein du microbiote intestinal, mais il est de
plus en plus reconnu qu'’il y occupe une place fondamentale [144]. Il est composé
principalement des Ascomycota (dont les levures des genres Saccharomyces et
Candida) et Basidiomycota (dont les levures du genre Malassezia) avec une diversité

inférieure a celle du microbiote bactérien.

Cependant, a notre connaissance, aucune étude n’a étudié spécifiquement le
mycovirome intestinal. Trées peu de séquences identifiées appartiennent aux
mycovirus (de la famille Alphaflexiviridae, Genomoviridae [137]), et on ne sait pas si
leur héte correspond a des éléments du mycobiote commensal ou a des cellules
eucaryotes transitoires. Ce manque de données pourrait s’expliquer par les
particularités évoquées dans les chapitres précédents et la nécessité d’adapter les

meéthodes employées pour pouvoir les séquencer.
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Virus de cellules humaines

Les virus eucaryotes représentent une minorité du virome intestinal de l'individu sain,
on y retrouve principalement les Anelloviridae mais aussi plus rarement
Papillomaviridae, Poxviridae, Orthoherpesviridae, Parvoviridae, Polyomaviridae,
Adenoviridae, Circoviridae, Caliciviridae, Reoviridae, Picobirnaviridae, Coronaviridae,

Genomoviridae et Picornaviridae [18,29,137].

Les Anelloviridae montrent une grande variabilité inter-individuelle, tandis que les
Picornaviridae sont trés fortement conservés entre des individus issus d’'un méme
foyer [29].

Autres virus de cellules eucaryotes

On retrouve également de nombreux virus des plantes et des insectes
(Genomoviridae, Geminiviridae, Nanoviridae, Virgaviridae, Tymoviridae et
Polydnaviriformidae), qui sont majoritaires parmi l'ensemble des virus a ARN
identifiés [29,137,145]. Les virus des parasites ne sont quant a eux, a ce jour, que

treés peu étudiés dans ce virome.

2. Etablissement du virome intestinal aprés la naissance

A la naissance et pendant les premiers mois de vie

A la naissance, les prélévements de méconium sont généralement dépourvus de
particules virales et atteignent des concentrations comparables a celles d’'un adulte
au bout d’'un mois de vie [94,146]. Au cours de ce premier mois, les premiers virus
observés sont des phages tempérés a ADN et proviennent des prophages intégrés
dans le génome des premiéres bactéries qui colonisent le microbiote intestinal. A
I'issue de cette période les premiers phages non-lysogéniques (notamment ceux des
familles Microviridae et Inoviridae) ainsi que les virus des cellules humaines
apparaissent avec une augmentation de leur abondance pendant les mois qui

suivent [Fig. 14].
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Figure 14 : Evolution du virome intestinal au cours des premiers mois de vie [146]

(A) Visualisation des particules virales dans les selles par fluorescence

(B) Composition du virome intestinal par familles

Dynamique du virome jusqu'a l'age adulte

Pendant les premiéres années de vie les populations du microbiote suivent une
évolution extrémement dynamique [25]. Une population de bactéries lactiques
s’installe pour étre ensuite remplacée par un microbiote d’adulte [20]. Ceci est
probablement a mettre en lien avec la diversification de l'alimentation de I'enfant.
Durant cette période, on constate une diminution des phages tempérés et une
augmentation des phages lytiques ce qui se traduit par une tendance vers l'inversion
du ratio Caudoviricetes/Microviridae [20,25].

Cette période d’hyperactivité contraste avec la relative stabilité du virome intestinal a
'age adulte. En effet des études longitudinales sur quelques années ont montré une
persistance de 80 a 90% des contigs viraux assemblés [147,148]. Cette observation
est en accord avec celles qui estiment qu’'une majorité des virus identifiés a I'age

adulte sont engagés dans des cycles lysogéniques [139].

A partir des données issues de patients en bonne santé originaires d’Europe ou
d’Amérique du Nord présentées au début de ce chapitre, Gregory et al. ont tenté
de reconstruire une cinétique d’évolution des populations du virome intestinal au
cours d’'une vie humaine [137] [Fig. 15]. Les virus eucaryotes sont présents en
grande quantité pendant [I'enfance s’amenuisent ensuite, et [I'équilibre
Caudoviricetes/Microviridae s’inverse a I'age adulte. On constate également une
augmentation croissante des Crassvirales probablement a mettre en lien avec une

augmentation similaire des Bacteroidota.
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*averages were taken across timepoints from the

Figure 15 : Reconstruction de I’évolution de la composition du virome intestinal au cours de
lavie [137]

Reconstruction a partir de prélevements uniques réalisés chez des individus vivants en Occident a

des ages différents. OTU : Operational Taxonomic Unit
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3. Facteurs influencgant le virome intestinal
Le virome intestinal humain est influencé par divers facteurs interagissant dans un
environnement complexe et dynamique. La composition évolue au fur et a mesure du
tractus gastro-intestinal avec une augmentation du pH ainsi que de la diversité

bactérienne et une diminution de la teneur en oxygene [149] [Fig. 16].

Parmi ces facteurs, on retrouve I'age, l'origine géographique, l'entourage, le
patrimoine génétique, les interactions bactéries-phages, les régulateurs biologiques,

I'alimentation, l'immunité et I'utilisation d'antibiotiques [18,28].

Le colon et le rectum sont probablement les sections du tractus gastro-intestinal qui
sont les plus représentées dans I'analyse du microbiote a partir de selles, de par leur
position distale ainsi que leur abondance microbienne. Sa composition permet la
croissance des espéces anaérobiques et aérobiques, avec un pH d’environ 7, un
mélange de gaz d’hydrogéne, dioxyde de carbone, méthane, nitrogéne et oxygéne
d’un volume de 100 a 200 cm3. On y retrouve un environnement riche en nutriments
(acides aminés et lipides), en substances sécrétées en amont (salive, acides
gastriques, acides biliaires, glycoprotéines, mucus) ainsi qu’en effecteurs sécrétés
par sa propre muqueuse pour éviter I'invasion microbienne (peptides antimicrobiens,

défensines, interleukine-8 et 6, chemokine-ligand-2 et 5, TNF). [20].

Common regional taxa

Stomach Small intestine Large intestine
Helicobacter Streptococcaceae Bacteroidaceae
Streptococcus o Veillonellaceae Lachnospiraceae
Prevotella Enterobacteriaceae Ruminococcaceae

Fundus

Antrum

Stomach | Duodenum Jejunum lleum Caecum | Colon Rectum

Bacterial load
PO, _

pH

Mucus type

and thickness

Figure 16 : Composition bactérienne et physico-chimique du tractus gastro-intestinal [149]
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Interactions bactéries-phages

Il apparait que durant les premiers mois de vie, les populations de bactéries et de
phages suivent un modele proie-prédateur décrit en introduction [20,25,150].

Celui-ci suggere qu’un premier pic de diversité des phages apparait pendant les
premieres semaines de vie puis s’effondre du fait d’'une colonisation bactérienne de
faible abondance. Cet effondrement s’accompagne d’une chute de la pression
prédatrice appliquée sur le premier microbiote bactérien ce qui lui permet de
coloniser l'intestin et d’accroitre sa diversité. Cette nouvelle diversité bactérienne
permettrait ensuite a de nouvelles populations de phages de s’établir (notamment
Microviridae) [25].

Ces populations sont ensuite relativement stables, par comparaison, a I'age adulte
[147,148]. Contrairement aux observations faites dans I'environnement, le ratio
phages/bactéries est faible, environ 1 pour 1 comparé a 2-12 pour 1 [147,148]. Ce
faible ratio pourrait étre expliqué par une proportion de virus lytiques moins élevée et

en faveur des virus a cycle lysogénique. [20]

Une hypothese avancée pour expliquer la relative stabilité des populations de
bactéries et de phages est celle de la « course a 'armement ». En effet dans ce
modéle, les phages capables d’infecter un plus grand nombre d’espeéeces
bactériennes, ainsi que les bactéries les plus résistantes au plus grand nombre de
phages, sont sélectionnés au détriment des autres moins bien adaptés [20]. Ces
populations résidentes seraient donc un bouclier a l'implantation de nouveaux

prétendants.

Geéneétique
Les microbiotes bactériens et viraux présentent une similarité plus élevée entre deux

enfants jumeaux par comparaison avec des non-apparentés [25].
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Lait maternel

Pendant les premiers mois de vie, il apparait que le lait maternel procure une

protection envers les virus des cellules humaines au niveau intestinal ainsi qu'une

meilleure implantation des bactéries commensales du genre Bifidobacterium et

Lactobacillus et leurs phages par comparaison au lait infantile en poudre [146] [Fig.
17].
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Figure 17 : Impact du lait maternel sur virome intestinal [146]

Nouveaux nés nourris exclusivement par du lait infantile en poudre (vert) ou au moins partiellement
par du lait maternel (orange). ***p< 0.001, **p< 0.01, *p< 0.05

Taux de positivité des virus eucaryotes par métagénomique (A) ou par gPCR (B).

Abondance relative en Bifidobacterium et Lactobacillus (A) et taux de positivité a des
bactériophages attribués a ces genres bactériens (B).

Modeéle avancé par les auteurs de I'étude (E).
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Alimentation

L’alimentation impacte fortement la composition du microbiote bactérien jusqu’a
pouvoir réduire les différences géographiques. En effet, une alimentation riche en
protéines et lipides animaux favorise les especes résistantes aux acides biliaires
(Bacteroidota) alors que celle riches en polysaccharides végétaux favorisent les
especes capables de les métaboliser (Bacillota) [151]. Cette observation a
également été confirmée par 'augmentation des Caudoviricetes capables d’infecter
Bacteroidota sur modéle murin aprés [limplantation d’un régime alimentaire

occidental (riche en protéines animales, graisses saturées et sucres raffinés) [152].

Réqulation biochimique

Des expériences in vitro sur le phage UZ1, qui présente une activité lytique sur
Enterobacter aerogenes, montrent son inactivation par le liquide gastrique

uniquement en I'absence de suc pancréatique [153].

Immunité

Le systeme immunitaire humain produit une réponse immunitaire innée et adaptative
humorale spécifiquement contre des phages (notamment T4, phage de Escherichia
coli et F8, phage de Pseudomonas aeruginosa) [20,154]. L’impact sur le virome n’est
pas clairement identifié.

L’utilisation de la glypoprotéine gp12 des phages T4-like (capables de se fixer aux
lipopolysaccharides (LPS) des bactéries a Gram négatif) permet sur modele murin
de réduire la réponse pro-inflammatoire a la suite de [linjection de LPS [155].
L’infection Iytigue des phages quant a elle peut entrainer la libération de composants
bactériens pro-inflammatoires [20].

En 2022, des travaux ont étudié la réponse humorale au vaccin oral contre Rotavirus
en fonction du microbiote bactérien et viral par un suivi longitudinal chez 122 enfants
ghanéens. La séroconversion était inversement corrélée avec la diversité des
bactériophages et la détection de Picornaviridae humains (Enterovirus B et
Cosavirus) [156].

Antibiotigues

Les antibiotiques sont connus pour induire la production des prophages intégrés
dans ’ADN bactérien par différents mécanismes notamment en réponse au stress
oxydant [20,157] et peuvent également entrainer des perturbations de I'équilibre
phage-bactérie [157]. Cette induction de prophage par les antibiotiques peut

eégalement entrainer la production des toxines stxl et stx2 (responsables de la
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pathogénicité de Escherichia coli producteurs de shigatoxines) dont les genes se
situent sur des prophages [158].
Une autre interaction intéressante concerne la transmission entre bactéries de genes
de résistance aux antibiotiques par les phages [133]. Ce phénoméne a été un temps
surestimé, seuls quelques genes putatifs ont été identifiés [93] sans étre confirmé in
vitro.

Antiviraux
Une étude du virome intestinal sur modéle murin, a montré que I'administration d’'un
cocktail antiviral (ribavirine, lamivudine et aciclovir) entraine des modifications
significatives de la composition du virome. Notamment avec une augmentation des
Caudoviricetes et une diminution des Microviridae. Elle s’accompagnait également
d’'une sévérité accrue lors de l'induction ultérieure d’'une colite par le sel de sodium
de sulfate de dextran [159].

B. Virome oral

On retrouve dans le microbiote oral les mémes catégories microbiennes qu’au
niveau intestinal avec des différences au niveau des espeéces identifiées [Fig. 18].
Différents types de prélevements sont utilisés pour I'étude du virome oral : la salive,
I'écouvillonnage buccal, de plaque dentaire et en supra ou infra-gingival. Cependant
des différences importantes sont constatées en fonction du site de prélevement, ce
qui suggere que ce compartiment est fortement hétérogene [29,160].

9 = W
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Human immunodeficisimplex virus (HSV)
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Figure 18 : Microorganismes du virome oral [161]
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De la méme facon que le virome intestinal, le virome oral est dominé par les
bactériophages tempéres [27,160,162] avec une majorité de Caudoviricetes [18,29].
Cependant le virome oral affiche une diversité supérieure au virome intestinal [163].
De plus la comparaison de prélevements issus d’individus sains montre une
importante diversité beta [164].

En termes de virus des cellules humaines, les principales familles identifiées sont
Orthoherpesviridae, Anelloviridae, Papillomaviridae et Redondoviridae [18]

Des études longitudinales montrent une importante stabilité de ce virome avec de
fortes variabilités inter-individuelles observées [29,164,165] également associées au
sexe [165].

Les individus vivants dans le méme foyer partagent une partie de leur virome oral
[27,166].

Une forte abondance de virus de la famille Papillomaviridae est observée chez les
patients traités par antibiotiques, suggérant une association entre ces deux

évenements [163].

C. Virome respiratoire

L’appareil respiratoire est constitué de différentes sections allant de la cavité nasale
aux alvéoles pulmonaires. Ces sections représentent chacune, un microclimat a part
entiere et un microbiote qui en découle [Fig. 19] [167,168]. L’air y circule et
transporte différents types de particules inorganiques [168] mais aussi microbiennes
dont la taille dicte jusqu’a quelle profondeur elles pourront avancer. La densité
bactérienne varie également de facon trés importante et est maximale au niveau de

I'oropharynx en raison de sa proximité anatomique avec la cavité buccale.

Airways Air Microbiota

Particles (um)
Surface (cm?)
pO, (mmHg)
pCO, (mmHg)
Temperature (°C)
Density (unit™)

Staphylococcus spp.,
Propionibacterium spp.,

5 23 10" Corynebacterium spp.,

Moraxella spp. and Streptococcus spp.

pH

Envir 160 )0.3

Nasal cavity >10 [16.3 150 10’

Moraxella spp., Staphylococcus spp.,
Lo 3 Corynebacterium spp.,

Nacopharynx i : 2 ot i Dolosigranulum spp., Haemophilus spp.
and Streptococcus spp.

Oropharynx 72 |8 10°
Streptococcus spp., Rothia spp.,
Hrachon 140 | |25 Veillonella spp., Prevotella spp. and
Leptotrichia spp.

Prevotella spp., Veillonella spp.,
Streptococcus spp. and
Tropheryma whipplei

Lungs 1 7x10* 107

76 90 40 JIOO 137

Nature Reviews | Microbiology

Figure 19 : Composition bactérienne et physico-chimique de I’arbre respiratoire [167]
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Du fait de ces variations il est difficile d’étudier ce virome en un seul bloc. Néanmoins
on retrouve les bactériophages en lien avec les populations bactériennes mises en
évidence [167] avec principalement les Caudoviricetes, Microviridae et Inoviridae
[18]. Parmi les virus des cellules humaines, les deux principales familles identifiees
sont Anelloviridae et Redondoviridae. On y trouve également Adenoviridae,

Herpesviridae et Papillomaviridae [18].

D. Virome cutané

La peau recouvre une surface importante exposée a I'environnement extérieur. Les
populations microbiennes qu’on y trouve sont en abondance plus faible par
comparaison aux muqueuses (orale, respiratoire, intestinale) [18]. A ce titre le risque

de contamination environnementale est particulierement important.

En 2015, une étude s’intéresse a la caractérisation des microbiotes cutanés
procaryotes, eucaryotes et viraux en prélevant 8 régions cutanées chez 16 individus
sains [169] [Fig. 20]. Les bactéries représentent le microbiote principal en
abondance quel que soit le site de prélevement et il en est de méme pour les
bactériophages parmi les virus, en particulier Caudoviricetes. Le genre
Propionibacterium (désormais Propionibacteriaceae qui contient les genres
Propionibacterium et Cutibacterium) domine sauf au niveau de l'ombilic et des
espaces interdigitaux des pieds ou Corynebacterium et Staphylococcus sont
respectivement majoritaires. De facon paralléle, on retrouve une proportion plus
importante de bactériophages des staphylocoques au niveau des espaces
interdigitaux des pieds. Par ailleurs, ce phénomene est observé également pour les
champignons cutanés, avec Malassezia qui est le genre principal partout sauf au
niveau des espaces interdigitaux des pieds.

La majorité des virus ne sont pas identifiés et parmi ceux qui le sont on retrouve
principalement des bactériophages de Staphylococcus en proportion plus au moins
importante en fonction du site de prélevement. Ceci pourrait s’expliquer car il s’agit
probablement du genre bactérien le mieux étudié de microbiote cutané.

En ce qui concerne les virus des cellules humaines, cette étude met en évidence
principalement des Papillomaviridae en particulier au niveau des paumes des mains
mais également des Adenoviridae, Anelloviridae, Circoviridae, Orthoherpesviridae,
Poxviridae (correspondant probablement a I'espéce Molluscipoxvirus molluscum) et
Polyomaviridae. lls y identifient également une proportion non négligeable de

Phycodnaviridae (virus d’algue) et de Mimiviridae (virus géant d’amibe).
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Figure 20 : Répartition des microorganismes selon la zone cutanée prélevée [169]
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E.Virome sanguin

Contrairement a ce que I'on pourrait croire, le sang n’est pas stérile ou exempt de
tout microorganisme chez l'individu sain, et héberge un microbiote dominé par les
virus a ADN des cellules humaines, ou a minima par leurs séquences. Son étude
peut se faire a partir de sérum/plasma (donc extracellulaire) ou sur sang total. Ce
dernier prélevement apparait comme étant plus performant en particulier pour les
Orthoherpesviridae.

Deux études se sont intéressées a I'étude du virome sanguin en récupérant les
données issues du dépistage prénatal non invasif (DPNI) par séquencage shotgun
de I’ADN circulant [170,171]. La premiere concerne 141431 femmes chinoises, et la
deuxieme 108349 femmes néerlandaises. L’utilisation de ces données déja générées
dans le cadre du DPNI pourrait alimenter de nombreuses réflexions dans le cadre du
dépistage des maladies infectieuses ou de la recherche sur les microorganismes a
ADN. Leurs résultats sont comparés, par les auteurs néerlandais, a une troisieme
étude européenne de Moustafa et al., regroupant le séquencage ADN de 8240
individus européens sains [172] [Fig. 21]. Les virus a ADN humains les plus mis en
évidence appartiennent a la famille Orthoherpesviridae, notamment HHV-7, puis
Anelloviridae. Il est a noter que le virus de I'hépatite B a été mis en évidence de
facon beaucoup plus fréquente chez les femmes chinoises comparée a la population

européenne, ce qui correspond bien a I'épidémiologie de cette infection.

Study This study Liu et. al. 20188 Moustafa et. al. 201714
Population Dutch Chinese European

Cell type cfDNA CfDNA Whole-blood
Average depth of coverage ~0.2x% ~0.1% ~30%

Number of samples 108,349 141,431 8000

Average depth of coverage ~0.2% ~0.1% ~30x

Human herpesvirus 7 ~10.2% ~0.3% ~20.4%
Torque-Teno (Anello) virus ~1.6% ~0.3% ~8.9%

Human herpesvirus 5 ~1.2% ~0.4% ~0.35%

Human herpesvirus 6 ~1.4% ~0.8% ~4,8% ~1.5% a
Human herpesvirus 4 ~1.3% ~0.3% ~14.5%
Hepatitis B ~0.01% ~2.5% ~0.02%

# HHV&a and HHVEb were reported separately.

Figure 21 : Comparaison du taux de positivité de virus humains a ADN du virome sanguin de
trois études [170,171,172]
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Bien que le nombre de prélévement soit bien inférieur pour I'étude réalisée par
Moustafa et al. [172], sa profondeur de séquencage 150 a 300 fois supérieure nous
donne probablement un meilleur reflet du virome sanguin de l'individu sain européen.
Initialement, 94 virus étaient identifiés dont une grande partie de bactériophages.
Cependant, apres une revue minutieuse des réactifs utilisés, 75 d’entre eux ont été
considérés comme des contaminations environnementales. Cette expérience
démontre I'importance de [linterprétation critique des résultats issus de
métagénomique.

Les 19 virus restants correspondent uniguement a des virus de cellules humaines,
avec des prévalences importantes pour HHV-7 (20.37%), HHV-4 ou Epstein-Barr
Virus (14.45%) et Anellovirus (8.91%). Les espéces restantes appartenaient aux
familles Orthoherpesviridae, Polyomaviridae, Retroviridae (probablement sous forme
d’ADN proviral), Parvoviridae, Adenoviridae et Hepadnaviridae [Fig. 22]. Deux virus
a ARN ont également été mis en évidence chez un individu chacun : 4 séquences du
virus de la grippe A (les auteurs suggérent une détection en lien avec une
administration antérieure d’'un vaccin a ADN contre le virus de la grippe) et 18
séquences du virus de I'hépatite C pour lequel les auteurs évoquent une potentielle
intégration dans 'ADN, déja rapportée dans la littérature [173]. La limite principale de
cette étude est qu’elle néglige complétement le virome a ARN sanguin, notamment

Pegivirus (famille Flaviviridae) et Picornaviridae [29].

Human herpesvirus 7 - r ‘ e 7 - | s
Human herpesvirus 4 - 9 ‘
Anellovirus - | b | :
Human herpesvirus 6B - . ‘ 5
Human herpesvirus 6A - 9 )
Merkel cell polyomavirus - H . ‘
Human herpesvirus 5 - I - ;g'*‘g,f‘ o o
Human T-lymphotropic virus - I 5 H } ;o

Human papillomavirus -

I
Human herpesvirus 1 - | 9 |
Human parvovirus - |
Human adenovirus - ‘
Human immunodeficiency virus - {
Human herpesvirus 8 - . |
Human polyomavirus - 5 ’
Hepatitis B virus - - }
Hepatitis C virus - b r
Influenza A virus - “ |
Trichodysplasia spinulosa polyomavirus - b 1
0% 5%  10%  15%  20% 100 100,000 100,000,000
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Figure 22 : Taux de prévalence et abondance des virus du virome sanguin a ADN [172]
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D’autres études plus récentes rapportent a nouveau la détection de phages
(Caudoviricetes, Microviridae, Inoviridae), ainsi que des virus géants d’amibes
(Marseilleviridae, Mimiviridae) et des virus d’algues (Phycodnaviridae), mais |l

pourrait s’agir également de contaminations environnementales [18].

L’étude de I'anellome humain représente un champ de recherche en virologie a part
entiere et le sang est la principale matrice utilisée. L'importante diversité des
Anelloviridae humains ainsi que leurs mécanismes d’interactions avec le systeme
immunitaire, suggerent des mécanismes de coévolution importants. Des estimations
suggerent que chaque individu peut étre infecté a un moment donné par des
dizaines d’espéces [174] avec des virémies pouvant atteindre plus de 10° copies/mL
et des prévalences pouvant aller jusque 90% chez 'immunocompétent [175,176].

Il apparait que les Beta et Gammatorquevirus colonisent le nouveau-né des ses
premiers mois de vie et au cours de sa premiere année de vie mais que ce sont les
Alphatorquevirus que I'on trouve le plus chez I'adulte [177].

A l'age adulte, on estime que l'anellome est plus riche chez les individus de sexe
masculin et que cette richesse augmente avec I'age [178]. De facon notable, une
étude longitudinale sur 30 ans a mis en évidence chez un individu sain une relative

stabilité de 53 génotypes sur toute la période de I'étude [174].

F.Autres viromes

1. Urinaire
Il est désormais connu qu’il existe un microbiote bactérien urinaire chez lindividu
sain [179]. A ce titre on observe que I'urine du sujet sain peut contenir 107 particules
virales libres par millilitre, dont une grande majorité de bactériophages ainsi que des
Papillomaviridae avec une prévalence de plus de 90% et des Polyomaviridae et
Orthoherpesviridae [180].

2. Vaginal

En lien avec la flore lactique vaginale, la plupart des virus identifies sont des
bactériophages, principalement Caudoviricetes dont des phages tempérés de
Lactobacillus [181]. On retrouve également des virus des cellules humaines de fagon
constante (représentant quantitativement environ 4% des ségquences) notamment
Orthoherpesviridae et Poxviridae. Enfin, on retrouve aussi d’autres virus eucaryotes,
Phycodnaviridae (virus d’algues) et Partitiviridae (virus de protistes, de champignons
ou de plantes) [182].
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3. Systéme nerveux
En 2019, une étude chez 20 sujets déclarés comme « plutét sains » estime la
quantité de particules virales dans le liquide cérébrospinal a 104 par millilitre, a partir
de données de métagénomiques mais également par quantification des particules au
microscope a fluorescence [183]. Les auteurs y décrivent une population tres
majoritaire de phages dont principalement des Caudoviricetes et une proportion plus
faible d’Inoviridae, avec une composition trés proches des autres matrices étudiés
(sang, urine, feces, salive). Des virus eucaryotes eétaient retrouvés de facon
constante chez ces patients, avec une moyenne de 4 % des séquences avec en
premier lieu Phycodnaviridae (virus d’algues) puis Mimiviridae (virus géants
d’amibes) et enfin Orthoherpesviridae [183]. Ces résultats incitent & une certaine
prudence quant a la forte probabilité de contamination. De plus, ces prélévements
avaient été récoltés de maniére rétrospective il serait donc assez étonnant qu’ils
aient été réalisés chez des patients asymptomatiques. Une analyse approfondie
montre en effet que la plupart de ces patients présentent de nombreuses lourdes

comorbidités (immunodépression, néoplasies, infections neuroméningées, etc.).

La figure ci-apres [Fig. 23], résume la répartition des principales familles virales

selon le site anatomique.
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Figure 23 : Principales familles virales du virome humain selon le site anatomique [18]




V. Associations avec des
pathologies humaines

Cette abondance virale observée a travers le corps humain s’accompagne
également d’'une importante diversité inter-individuelle. L’un des facteurs permettant
parfois d’expliquer ces différences est I'état de santé des individus ce qui laisse

présager d’un role du virome sur celui-ci.

A l'instar des autres microbiotes, de nombreuses études s’intéressent désormais aux
associations entre le virome et diverses pathologies humaines. Elles se traduisent le
plus souvent par des variations des niveaux de diversité et de certaines populations
virales. Certains auteurs présentent méme des « signatures virales » caractéristiques
d’'une maladie et permettant de discriminer, avec de bonnes performances, les
viromes « sains » des « malades ». Cependant, la plupart des résultats de ces
études n'ont pas encore été confirmés par d’autres équipes de recherches ou méme
validés sur des cohortes indépendantes. De plus les méthodes employées ne sont
pas standardisées et introduisent chacune des biais d’interprétation qui leur sont
propres. Enfin, la plupart des pathologies et des patients concernés sont traités par
des médicaments pour lesquels on peut soupgonner ou ne pas exclure un impact
direct sur le virome. Pour toutes ces raisons, et bien que ces associations soient
significatives, elles ne permettent généralement pas d’établir des liens de causes a

effet ou de constituer un test de diagnostic.

Néanmoins ces résultats apportent des pistes de réflexion dans la résolution des
mécanismes physiopathologiques de ces maladies ainsi que dans le développement

d’approches thérapeutiques.

Ici seront présentés quelques exemples marquants d’associations entre virome et

pathologies humaines.
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A. Malnutrition

En 2015, une étude a évalué I'association entre le virome a ADN intestinal et I'état
nutritionnel a partir d’échantillons de selles prélevés longitudinalement chez des
jumeaux au Malawi, pendant leurs 30 premiers mois de vie [184]. Deux populations
sont étudiées, 'une composée de 8 paires de jumeaux en bonne santé, l'autre
composée de 12 paires de jumeaux discordantes : un en bonne santé et l'autre
atteint de malnutrition sévere (marasme ou kwashiorkor). On retrouve une diversité-
béta entre les jumeaux en bonne santé supérieure a celle des jumeaux discordants,
ce qui signifie que ces derniers parviennent moins bien a individualiser leur virome
intestinal en le diversifiant. Ce phénoméne persiste malgré une renutrition
thérapeutique a base d’arachides. La comparaison des séquences entre les jumeaux
a également mis en évidence 125 contigs viraux discriminant le statut nutritionnel.
Les plus significatifs d’entre eux appartiennent principalement aux Anelloviridae et
Circoviridae [Fig. 24].

dsDNA Phage ssDNA Phage ssDNA Eukaryotic viruses Log(RPKM)

B Caudovirales |l Inoviridae B Anelloviridae

M Circoviridae 012345
16 most discriminatory contigs

Discordant
Marasmus

Wl ETTEWT e

Significantly discriminatory contigs for
Discordant
Kwashiorkor

TTT]
| | | 1 |
LI I 1 mllj li_

Concordant Healthy Discordant Kwashiorkor Discordant Marasmus

Concordant
Healthy

Health status of twin pair

Figure 24 : Contigs du virome intestinal associés a la malnutrition aigiie sévére [184]

Les 16 contigs viraux qui discriminent le mieux I'état nutritionnel d’'une paire discordante de jumeaux
(en bonne santé ou en malnutrition sévére de type marasme ou kwashiorkor).

En ordonnée les contigs, en abscisse les échantillons des paires de jumeaux. RPKM (Reads Per
Kilobase per Million mapped reads) : Elle correspond au nombre de séquences associées a une
famille virale par millier de paires de base de contigs par million de séquences brutes par

échantillon.
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B. Maladies métaboliques

1. Obésité et syndrome métabolique

Une diminution globale de la diversité du virome intestinal est observé chez les
patients obeses adultes [185]. Cependant, le niveau de certains bactériophages est
augmenté, notamment ceux des genres bactériens Escherichia, Geobacillus et
Lactobacillus [185].

A l'inverse, chez des enfants agés de 7 a 10 ans une étude de moindre envergure au
Mexique a montré une diversité du virome plus élevée chez les enfants obéses et

encore plus pour ceux obéses et atteint d’'un syndrome métabolique [186].

2. Hépatopathies

Une réduction de la diversité du virome intestinal a été observé chez les patients
atteints de stéatose hépatique non-alcoolique sévere ainsi que ceux atteints de
fibrose. Cette réduction de diversité était accompagnée d’'une proportion plus faible
de bactériophages (dont notamment les phages de Lactococcus et Leuconostoc)

parmi 'ensemble des virus a ADN et ARN chez ces patients [187].

A linverse, I'hépatopathie alcoolique était associée a une diversité du virome accrue
principalement en lien avec une augmentation des phages d’Enterobacterales,
d’Enterococcus et des virus eucaryotes dont Parvoviridae et Orthoherpesviridae
[188]. L’abondance relative de ces derniers ainsi que celle des phages de

Staphylococcus étaient associées a la sévérité de la maladie.

3. Diabete de type 2 (DT2)

De la méme fagon qu’avec le microbiote bactérien [189], on observe un virome
particulier chez les patients atteints de DT2. Une étude a retrouvé une abondance
relative en bactériophages plus importante chez ces patients que dans le groupe en
bonne santé et ces résultats avaient été validés sur une cohorte de contréle [190].
Plusieurs OTUs (Operational Taxonomic Unit) de bactériophage étaient
significativement plus abondants chez les patients atteints de DT2 et étaient attribués

aux Enterobacteriacae, Lactobacillus, Pseudomonas, et Staphylococcus [190,191].

79



C. Autoimmunité
1. Diabéte detype 1 (DT1)

Chez les enfants, le développement de 'autoimmunité du DT1 était associé a une
diversité réduite du virome intestinal, notamment des bactériophages associés aux
genres Bifidobacterium, Bacteroides, Roseburia et Veillonella ainsi qu’une
augmentation des Circoviridae [192,193]. Un suivi longitudinal chez cette population
a également retrouvé cette association avec la présence dans le virome intestinal
pendant les premiers mois de vie d’Adenovirus C, ainsi que la persistance prolongée
d’Enterovirus B mais pas des infections courtes a Enterovirus B [194], ce qui est
cohérent avec I'hypothése de pathogenése entérovirale du DT1 chez certains
patients.

Une autre analyse du virome, reprenant des données issues d’études longitudinales
d'une cohorte d’enfants dont certains ont développé une auto-immunité ou la
maladie, suggere un lien avec Escherichia coli et ses bactériophages [195]. Elle
constate un pic de E. coli puis de ses phages qui précedent la séroconversion ou le
développement du DT1 chez ces enfants et fait le lien avec la capacité de cette
bactérie a produire des protéines amyloides pour son biofilm similaire aux dépbts
pancréatiques amyloides pouvant étre observé dans cette maladie, en suggérant la
libération massive de ces protéines a la suite de I'induction des phages [195].

Chez les femmes enceintes une abondance plus élevée de Picobirnaviridae et de
Virgaviridae (virus de plante) était observée dans les selles de celles atteintes du
DT1 [196].

2. Sclérose en plaques (SEP)
Les liens entre microbiote intestinal et pathologies autoimmunes, dont la SEP, sont
de plus en plus établis. Cependant une étude cas-contréle au Japon n’a pas mis en
évidence de différence significative de virome entre les patients atteints de SEP et le
groupe sain [197].
Deux nouveaux virus de la famille Genomoviridae et leur génome entier ont été mis
en evidence sur sérum et préléevement cerébral de patients atteints de SEP [198]. La

signification de ces résultats reste a établir.

3.  Polyarthrite rhumatoide (PR)
Une étude s’est intéressée a la PR en analysant le virome intestinal de trois
populations : un groupe contrdle et deux groupes a risque de développer la maladie

par un lien de parenté au premier degré avec des patients atteints de PR avec une
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sérologie anti-CCP positive ou négative (anticorps anti-Peptides Cycliques
Citrullinés) [199]. Elle retrouve des niveaux de diversité bactérienne et virale
semblables mais une composition en bactériophages différente dans les trois
groupes et suggére un lien entre le type d’autoimmunité développée et les génes
meétaboliques présents dans les génomes de bactériophages [Fig. 25].

Dans une étude cas-contrdle au Japon, une réduction des Crassvirales a été

observée chez les patients atteins de PR [197].
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Figure 25 : Différences d’abondance parmi des bactériophages du virome intestinal selon le

type de prédisposition a la polyarthrite rhumatoide [199]

Les bactériophages sont classés selon la famille de 'h6te bactérien qui leur est attribué.
AMG (Auxiliary Metabolic Genes) : génes codant pour des enzymes de bactériophages. phnP :
phosphonate phosphodiesterase ; thiF : thiazole synthase ; cobS : cobalamine synthase

CCP : anticorps anti-Peptides Cycliques Citrullinés

4.  Lupus Erythémateux Disséminé (LED)
Une étude comparant des patients chinois atteints de LED et des individus en bonne
santé a observé une diversité significativement plus faible chez les premiers.
Plusieurs centaines OTUs de bactériophages d’abondances significativement
différentes chez ces patients (177 d’abondance augmentée et 231 diminuée) ont été
mis en évidence. Ceux augmentés incluaient des phages associés aux genres
bactériens Bacteroides, Parabacteroides et Ruminococcus, tandis que ceux qui

étaient diminués étaient notamment associés a Prevotella et Lachnospira [200].
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Dans une étude cas-contrdle au Japon, une réduction des Crassvirales, siphovirus et

podovirus a été observée chez les patients atteints de LED [197].

5.  Maladies Inflammatoires Chroniques de
Intestin (MICI) : Maladie de Crohn (MC) et RectoColite
Hémorragique (RCH)
Alors qu’une diversité bactérienne plus faible est observée chez les patients atteints
de MICI (MC et RCH), on retrouve chez eux une expansion significative des
Caudoviricetes (classiqguement des virus tempérés) et une diminution des
Microviridae (virus lytiques) par comparaison a des proches en bonne santé issus du
méme foyer [Fig. 26] [201-203]. De plus, des profils distincts étaient observés entre
les patients MC et RCH dans une analyse multivariée prenant en compte les
principaux facteurs de confusion, y compris le traitement instauré. Par conséquent,
ces résultats font suspecter un lien entre le virome, la dysbiose bactérienne et le
développement de ces pathologies [201].
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Figure 26 : Différences d’abondance relative parmi des bactériophages du virome intestinal

selon la maladie inflammatoire chronique de I'intestin du patient [201]

Les résultats de trois cohortes indépendantes sont présentés (Cambridge, Los Angeles et Chicago).
Les individus en bonne santé et les patients atteints de rectocolite hémorragique ou de maladie de

Crohn sont représentés respectivement en vert, rouge et violet.
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Un suivi des patients atteints de MC a différents stades de la maladie a montré
également une augmentation de la diversité moyenne du virome intestinal de ces
patients par comparaison au groupe contréle. En outre, un pic de diversité était
d’abord observé a I'apparition des premiers symptomes suivi d’'une décroissance de

celle-ci, mais qui restait supérieure a celle du groupe controle [204].

Une autre étude, en ltalie, s’est intéressée aux virus eucaryotes par RNA-seq sur
biopsie de muqueuse intestinale chez des patients nouvellement diagnostiqués avec
une MC ou RCH et sans traitement [145]. Une composition du virome eucaryote
différente était observée entre les trois groupes MC, RCH et contréle. Curieusement,
un niveau d’expression plus important de Hepadnaviridae (virus de I'hépatite B) était
observé chez les patients RCH, tandis que c’était le cas pour Hepeviridae (virus de
I'hépatite E) chez les patients MC. De plus les niveaux de certaines familles de virus
de plantes et dinsectes (Virgaviridae, Tymoviridae, Polydnaviriformidae) étaient

différents entre ces trois groupes [145].

Sur biopsie chez des patients RCH des altérations du virome des muqueuses étaient
corrélés avec linflammation intestinale, et une augmentation de I'abondance de
bactériophages des genres bactériens Escherichia et Enterobacter était également
constatée [205].

Peu de travaux sont réalisés sur le lien entre pathologies autoimmunes et le virome
si on exclut le virome intestinal. Une étude de petite envergure, a partir de données
publiques issues de RNA-seq sur sang total de patients atteints de MC traités ou non

et de volontaires sains, n’a pas retrouvé de différence significative [206].

6. Maladie cceliaque
Le suivi longitudinal d’enfants génétiquement prédisposés a la maladie coeliaque
(HLA DQ2 et/ou DQ8) a montré que le développement de cette autoimmunité,
déclenchée par un antigéne alimentaire, était non seulement significativement
associé a la quantité de gluten consommé mais également au nombre cumulé de
détection d’Enterovirus dans les selles. Celui-ci n’était pas significatif pour les autres

virus eucaryotes entéeriques [207].
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D. Immunodépression

1. Déficit immunitaire combiné par déficit en DOCKS8

Cette maladie, extrémement rare, est due a des mutations ou délétions homozygotes
ou hétérozygotes composites du géne DOCKS8 entrainant un déficit de la protéine du
méme nom, une baisse du taux de lymphocytes T et B, une élévation des IgE
circulantes ainsi qu’'une hyperéosinophilie modérée. Elle se manifeste notamment
par de nombreuses infections dés I'enfance, en particulier fongiques et virales au
niveau cutané [208].

Par comparaison avec le microbiote cutané sain dominé par les bactéries et leurs
bactériophages, le microbiote cutané de ces patients est dominé par des virus
eucaryotes, en particulier des familles Papillomaviridae, Polyomaviridae, Poxviridae,
Orthoherpesviridae et Anelloviridae [Fig. 27]. Alors que chez ces mémes patients,
cette inversion n’était pas observée sur les prélévements oropharyngés et de selles.
Quelgues patients avaient fait I'objet d’'un suivi longitudinal qui retrouvaient une

relative stabilité, avec des différences interindividuelles significativement plus

importantes gue celles intraindividuelles él travers le temps [209].
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Figure 27 : Différences d’abondance relative et de taux de positivité des virus humains a ADN

du virome cutané des patients atteints d’un déficit en DOCKS [209]

(A) Abondances relatives des différents microorganismes et familles virales. D8 : patients atteints
d’un déficit en DOCKS ; HV (Healthy Volunteers) : individus en bonne santé.

(B) Nombre de patients positifs & ces virus parmi 27 patients atteints d’un déficit en DOCKS.
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2. VIH/SIDA

En Ouganda, une étude s’est intéressée au virome intestinal & partir de selles de
patients vivant avec le VIH, traité avec des antirétroviraux ou non, en comparaison
avec des volontaires sains [210]. Plusieurs autres facteurs ont été eétudiés,
notamment le microbiote bactérien, la charge virale VIH et le taux lymphocytes T
CD4. Bien qu’une corrélation inverse significative entre le taux de CD4 et une
augmentation des Enterobacterales soit constatée, il n’y avait pas de différence
significative de diversité ou de composition des bactériophages entre les trois
groupes ou en fonction du taux de CD4. Concernant les virus eucaryotes le méme
constat était fait sauf qu’'une augmentation significative limitée aux Adenoviridae et
Anelloviridae était observée chez ceux avec un taux de CD4 inférieur a 200/uL,
suggérant un lien avec le niveau dimmunité mais pas avec le traitement
antirétroviral. Les auteurs proposent également un lien entre I'expansion des
Enterobacterales et Adenoviridae avec des entéropathies inflammatoires pouvant
étre observée chez les personnes vivant avec le VIH [210].

Une autre étude s’est intéressée au virome séminal de ces patients. Des
Anelloviridae, Papillomaviridae et Cytomegalovirus étaient détectés plus
frequemment de facon significative chez les patients avec une virémie (VIH)
détectable. Des différences non significatives étaient également observées en

fonction du taux de CD4 et du statut traité par antirétroviraux ou non [211].

3. Immunosuppression
Parmi les patients atteints de MICI symptomatiquement récente, une augmentation
des Caudoviricetes et Anelloviridae était observée dans leur virome intestinal pour

ceux traités par immunosuppresseurs [212].

4.  Transplantés d’organes solides (TOS)
En 2013, une étude a réalisé un suivi longitudinal post-transplantation cardiaque (65
patients dont 24 enfants) ou pulmonaire (31 patients) du virome a ADN
extracellulaire sur plasma [213]. Apres le traitement des données, plus de 70% des
séquences étaient d'origine virales dont 68% de Anelloviridae (dont 97% de
Alphatorquevirus), 13% de Orthoherpesviridae et 5% de Polyomaviridae et
Caudoviricetes. Le reste des séquences étaient principalement d’origine bactérienne.
Des posologies élevées de prednisone et de valganciclovir n’entrainaient pas de
différence significative sur le contingent bactérien mais étaient associées a une

augmentation de la part des Anelloviridae. Ceci était également le cas avec des

85



posologies élevées de valganciclovir et des concentrations importantes de
tacrolémie. En effet a posologie et tacrolémie faibles le virome était majoritairement
constitué de Caudoviricetes et Orthoherpesviridae, alors que l'augmentation des
posologies de valganciclovir et/ou des tacrolémies étaient associées a une
augmentation de I'abondance relative en Anelloviridae pouvant atteindre plus de
90% [Fig. 28]. De plus, pour ce dernier des virémies significativement et quasi-
systématiquement plus faibles étaient observées chez les patients en rejet de
greffon, y compris a traitement immunosuppresseur équivalent. Enfin, il est & noter
que cette étude ne pouvait pas détecter et ne prend pas en compte I'impact des virus

a ARN, notamment Pegivirus.
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Figure 28 : Impact du tacrolimus et du valganciclovir sur le virome sanguin a ADN chez des

patients transplantés d’organes solides [213]
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Une autre étude s’est intéressée aux transplantés de poumons a partir de lavage
broncho-alvéolaire par comparaison a des volontaires sains et des personnes vivant
a le VIH non traitées par antirétroviraux [214]. Les prélévements étaient réalisés lors
de bronchoscopie de routine de surveillance au cours de la premiere année de
transplantation ou a visée de recherche clinique chez les deux autres groupes (avec
'accord de leur comité d’éthique). Une diversité ainsi qu’une quantité bien plus
importante d’Anelloviridae était observée chez les patients transplantés. Ce résultat a
été également observé sur prélevement oropharyngé. Ici également, ceci concernait
quasi exclusivement les Alphatorquevirus. Il est a noter que cette étude datant de

2015, elle n’a pas pu identifier Redondoviridae.

5. Greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH)
Le plasma de 40 patients prélevés a un mois d’'une allogreffe de CSH a été utilisé
pour étude du virome plasmatique ADN et ARN [215]. Polyomaviridae, Anelloviridae
(principalement Alphatorquevirus), Orthoherpesviridae, Pegivirus et Papillomaviridae
étaient détectés respectivement chez 50, 40, 35, 35 et 28 % des patients. Les
auteurs s’étaient ensuite intéressés de plus prés a Pegivirus, et avait mis en
évidence une persistance de ce virus pendant au moins un an post-greffe chez
environ 40% des patients, a virémie moyenne d’environ 5 logio copies/mL de plasma

sans différence significative dans la survenue de complications.

Une étude longitudinale du virome intestinal a été réalisée avec des prélévements
avant la greffe et jusqu’a cinq semaines post-greffe de CSH [216]. Les virus
eucaryotes étaient en augmentation apres la greffe. De plus, il était observé chez les
patients ayant développé une maladie greffon contre héte entérigue une
augmentation de la fréquence de détection et de la quantité de séquences des
Anelloviridae, Orthoherpesviridae, Polyomaviridae et Papillomaviridae, ainsi qu’'une
réduction de richesse des bactériophages. Cette derniére observation est
probablement a modérer, du fait d'une décontamination digestive par antibiotiques
per 0s qui avait été administrée systématiquement avant la greffe. Enfin, la détection
de Picobirnaviridae en pré-greffe était, dans ce modele, un marqueur prédictif de
maladie greffe contre hbte entérique sévére et était corrélée avec les taux d’alpha-1-

antitrypsine et calprotectine fécaux (deux marqueurs de sévérité).
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E. Maladies cardiovasculaires

1. Hypertension artérielle (HTA)
Une premiére étude s’était intéressée au microbiote bactérien intestinal en
comparant des patients non traités en HTA, pré-HTA et des volontaires sains, et
avait mis en évidence un lien entre HTA/pré-HTA et une augmentation de la part de
Prevotella et Klebsiella, avec confirmation par expérimentation sur modele murin
[217]. Les données générées ont été reprises afin d’étudier le virome intestinal a
ADN chez ces patients [218]. La diversité virale était similaire entre les trois groupes.
Cependant, les auteurs sont parvenus a construire un modeéle basé sur 32 especes
virales (principalement des bactériophages), offrant une meilleure distinction entre le

groupe sain et les deux autres groupes que le modéle bactérien.

2. Coronaropathies
Des études suggérent un lien entre ces pathologies, souvent associées a
I'athérosclérose, et le microbiote intestinal, notamment bactérien [219]. Une étude se
consacrant au virome a également mis en évidence un lien en isolant 14 espéces
virales appartenant a la famille Microviridae permettant de discriminer ces patients

du groupe controle [220].

3. Endocardite
Deux facteurs de virulence portés par le bactériophage SM1 sur les génes pblA et
pbIB et associés aux endocardites infectieuses a Streptococcus mitis ont été mis
dans les viromes oropharyngés et salivaires de volontaires sains pour la premiere
fois [221]. Le suivi de certains de ces patients a également montré une persistance
de ce phage. D’autres travaux, réalisés cette fois chez des patients atteints de ce
type d’endocardite, sont nécessaires afin d’en faire un lien avec le portage de ce

phage.
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F. Autres situations pathologiques

1. Mucoviscidose

Le microbiote respiratoire bactérien et fongique constitue une entité a part entiere
chez ces patients par comparaison au reste de la population [222]. Il est caractérisé
par une colonisation persistante dans le temps de certains microorganismes. Celle-ci
peut s’expliquer par les mécanismes physiopathologiques de la maladie ainsi qu’'une

pression des antibiotiques trés frequemment administrés chez ces patients.

La premiere étude s’intéressant au lien entre le virome et la mucoviscidose, a
comparé des prélevements d’expectorations de malades et de volontaires sains
[168]. La diversité du virome de ces préléevements était faible mais comparable entre
les deux groupes. Cependant, il était observé d’importantes différences entre les
viromes des volontaires sains, pouvant refléter une individualisation de ceux-ci, alors
qgue les viromes des patients atteints de mucoviscidose était trés similaires. Les
auteurs suggerent que ce phénomene était a mettre en relation avec la présence de
microorganismes inhalés dans l'arbre respiratoire chez les personnes en bonne
santé et pas chez les patients atteints de mucoviscidose. Chez ces derniers, une
grande partie des bactériophages étaient inconnus, et ceux associés a des bactéries
I'étaient avec des bactéries connues pour coloniser les muqueuses respiratoires de
ces patients, comme Staphylococcus. Chez ces patients, une grande partie des virus
eucaryotes identifiés étaient de la famille Orthoherpesviridae.

Une autre étude, sur le virome intestinal d’enfants atteints de mucoviscidose
associée a une insuffisance pancréatique exocrine, n’a pas retrouvé de différence de
diversité, par comparaison avec un groupe en bonne santé [223]. Mais les viromes
des deux groupes étaient significativement différents, avec notamment une baisse de
certains bactériophages dont des Gokushovirinae (famille Microviridae), des

myovirus (Caudoviricetes) et des bactériophages de Faecalibacterium.
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2. Vaginose bactérienne
La vaginose bactérienne est une dysbiose du microbiote vaginal se traduisant
généralement par une baisse des Lactobacillus et une augmentation des bactéries

anaeérobies facultatives telles que Gardnerella, évaluée par le score de Nugent.

Des variations concordantes du virome ont été observées, sur les bactériophages
avec notamment une diminution significative de ceux associés a Lactobacillus [Fig.
29]. Des différences significatives étaient également observées entre ces deux
groupes sur leurs virus eucaryotes, notamment des familles Orthoherpesviridae et
Papillomaviridae. Les auteurs suggerent que ces différences de virus eucaryotes
étaient probablement a mettre en lien avec les facteurs environnementaux associés

a la vaginose comme le pH [182].
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Figure 29: Abondance relative des bactériophages, classés selon leur héte associé, en

fonction de la présence ou non d’une vaginose bactérienne [182]

Une différence significative est observée entre les patientes atteintes ou non de vaginose pour les

bactériophages de Lactobacillus et ceux sans hote bactérien attribué. *: p<0.05 ; **: p<103
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3. Parodontite
Un petit groupe de bactéries, identifiees dans les Iésions parodontales séveres et
actives sont traditionnellement associées aux maladies parodontales [224]:
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum,

Parvimonas micra et Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Cependant une étude comparant les microbiotes viraux et bactériens de patients
atteints de parodontite ou de volontaires sains, n’a pas mis en évidence de différence
au niveau bactérien mais cela était le cas pour les virus, notamment avec une

augmentation des bactériophages lytiques chez les malades [160].

En 2019, dans l'article princeps de découverte des Redondoviridae, un lien avec
cette pathologie et cette famille virale était évoqué [33]. Cependant cette association
est désormais remise en question, ces virus étant considérés par certains comme
commensaux des viromes oraux et respiratoires. De plus, le role d’héte des cellules

humaines pour ces virus est également controversé.

4. Cancer colorectal (CCR)

Chez les patients atteints de CCR, une diversité plus importante du microbiote
intestinal était observée [225]. Elle s’accompagnait de I'augmentation de certains
virus, principalement des bactériophages mais également de virus eucaryotes tels
gue Circovirus et le cytomégalovirus. Les augmentations les plus importantes étaient
observées pour Inovirus (Inoviridae) et plus curieusement Orthobunyavirus. Les virus
de ce dernier genre sont impliqués généralement dans des arboviroses humaines.
Les auteurs émettaient I'hypothése, non prouvée, d’'une intégration dans le génome
cellulaire associé a un effet carcinogene responsables de certains CCR. D’autres

virus identifiés étaient associés a une survie moindre chez ces patients.

Une étude s’est intéressée aux potentielles associations oncogéniques entre les
virus des cellules humaines et différents types de cancers [120], dont le CCR, en
récupérant les données de séquencages ADN et ARN de plus de 3000 tumeurs dans
la base de données TCGA (The Cancer Genome Atlas) [119]. Sans surprise, le
papillomavirus était détecté dans plus de 98% des cancers cervicaux (dont 89% de
type 16 et 18) et 20% des cancers de la téte et du cou, les virus de I'hépatite B et C
étaient respectivement détectés dans 31 et 5,6% des cancers du foie. Des virus
étaient également détectés dans d’autres cancers [Fig. 30], dont le CCR avec 20%
de détection de virus de la famille des Orthoherpesviridae (cytomégalovirus, Epstein-
Barr virus, HHV-6 et HHV-7).
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Figure 30: Fréquence de détection de virus humains dans certaines tumeurs cancéreuses
[120]
HNSC : cancer téte et cou ; STAD : cancer gastrique ; LIHC : cancer du foie ; BLCA : cancer de la

vessie ; CESC : cancer cervical

5. Diarrhée aigue
En 2012, au Burkina Faso, une étude s’est intéressée au virome intestinal eucaryote
des enfants atteints de diarrhées aigles. De nombreux virus avaient été identifiés
dont, par ordre de prévalence décroissante, des anellovirus, dependovirus (adeno-
associated virus), sapovirus et entérovirus [226]. Cette étude avait également permis

la découverte d’un nouveau genre de Parvoviridae, dénommé BuFavirus.

Des le premier jour des symptdomes du choléra, une abondance presque 90 fois
supérieure de bactériophage est observée dont des vibriophages [227]. Il reste a
établir si cette abondance explosive de vibriophages facilite la guérison ou si la lyse
massive de V.cholerae qu’elle entraine accentue la symptomatologie par libération

des toxines cholériques.
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6. Transplantation de microbiote fécal (TMF)
La TMF a fait ses preuves a titre thérapeutigue dans quelques indications,
notamment les infections récidivantes a Clostridium difficile (ICD). La restauration
d’'une flore bactérienne anaérobie apparait comme l'objectif principal [228] mais il
n‘est pas improbable que la composition du virome intestinal du donneur soit
également un facteur de réussite du traitement. Si cette hypothese était confirmée,
on pourrait imaginer dans un futur proche une sélection des donneurs en fonction de
leur microbiote intestinal dont leur virome, de lindication retenue et du patient

concerné.

Les patients atteints d’'ICD ont montré une diversité plus faible et une abondance
plus importante de Caudoviricetes par comparaison aux personnes en bonne santé
vivant dans le méme foyer [229]. Les bactériophages augmentés étaient associés
aux bactéries des phyla Pseudomonata (protéobactéries) et Actinomycetota. Lors
des succes thérapeutiques suite a une TMF, une colonisation par la flore bactérienne
et par les Caudoviricetes était observée. Alors qu’un traitement par vancomycine, ne

modifiait significativement que le microbiote bactérien.

Ce transfert de bactériophage a été également étudié dans des TMF pour des
patients pédiatriques atteints de RCH [230]. Il apparaissait que les virus transmis
étaient des bactériophages tempérés. Les siphovirus (Caudoviricetes) étaient ceux

pour lesquels I'implantation était la plus efficace.

Le succés de la TMF dans I'indication du syndrome métabolique est mitigé et difficile
a prédire [231]. Un suivi longitudinal avant et pendant 18 semaines aprés une TMF
chez ces patients a montré que ceux présentant la meilleure amélioration clinique
était également ceux pour lesquels le virome intestinal se rapprochait le plus de celui
du donneur [Fig. 31A] [231]. Trois bactériophages inconnus étaient ensuite reconnus
comme étant associés a une réponse au traitement lorsqu’ils étaient présents chez le
donneur et implantés chez le patient [Fig. 31B]. Ces derniers résultats étaient
eégalement observés sur une cohorte de validation sans atteindre le seuil de

significativité [Fig. 31C].
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Figure 31: Virome intestinal en fonction de la réponse clinigue dans les suites d’une

transplantation de microbiote fécal pour le traitement du syndrome métaboligue. [231]

HV : Homologous Virus, séquences appartenant a une probable méme espéce de phage, non
identifiée.
Les résultats des donneurs, des bons répondeurs et des mauvais répondeurs a la transplantation de
microbiote fécale sont représentés respectivement en vert, bleu et rouge.
(A) Analyse en composante principale (a gauche) et évolution de la diversité-béta entre donneur
et receveur dans les semaines suivant la transplantation (a droite). La différence de Bray-
Curtis est maximale a 1 et minimale a 0.
(B) Quantification des HV par gPCR spécifique sur la cohorte initiale.

(C) Quantification des HV par gPCR spécifique sur la cohorte de confirmation.
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VI. Conclusion et perspectives

A. Conclusion

Ce travail a permis de passer en revue les notions essentielles a la compréhension
des études portant sur le virome humain et de dresser un apercu des connaissances

actuelles a ce sujet :

- Historique et actualisation des définitions des virus sensu stricto ainsi que leur
place dans le monde du vivant.

- Définition de la notion de virome humain et des interactions avec ses cellules
hotes.

- Panorama des différents microorganismes qui composent le microbiote
humain ainsi que les familles virales qui leurs sont associées.

- Présentation des différentes étapes permettant I'étude du virome humain par
métagénomique :

o Production des données de séquencage: étapes allant du
prélevement, a [I'enrichissement des particules virales, jusqu’au
séquencage des acides nucléiques.

o Analyse bioinformatique : outils informatiques congus pour répondre a
des gquestions biologiques spécifiques a partir des données brutes de
séquencage.

- Description des principaux viromes anatomiques des individus en bonne santé
ainsi que certains facteurs physiologiques et environnementaux pouvant les
impacter.

- Examen de certaines perturbations du virome observées dans des contextes

pathologiques types.

95



B. Perspectives

Dans la suite de cette revue de littérature, des travaux sont prévus sur la

métagénomique virale et 'analyse du virome

Projet PAROVIR : Analyse métagénomique du virome sous-gingival dans la
parodontite

Ce projet sera réalisé en collaboration avec le service d’Odontologie du CHU de Lille,

et bénéficiera du soutien financier du CHU de Lille

La parodontite est une maladie inflammatoire chronique d’origine infectieuse qui
affecte les tissus de soutien autour des dents et conduit & la perte des dents en
'absence de traitement. Le facteur déclencheur de la parodontite est la dysbiose du
microbiote oral qui conduit a une réponse immunitaire dérégulée de I'hnéte. Un petit
groupe de bactéries, identifiees dans les Iésions parodontales sévéres et actives
sont traditionnellement associées aux maladies parodontales mais des études
récentes basées sur le séquencage a haut débit ont révélé de nouvelles signatures
microbiennes plus diversifiées associées aux parodontites. Bien que les virus soient
également présents dans la cavité buccale, les connaissances sur leur relation avec
les maladies parodontales sont limitées. Méme si quelques travaux se sont
intéressés au virome oral, il manque des données robustes sur le lien éventuel avec
la parodontite. La plupart des études se sont limitées a l'identification, a un temps
donné, de quelques virus de la famille Orthoherpesviridae. Récemment, une étude
utilisant la métagénomique sur des patients de réanimation a rapporté une
association entre la parodontite et une nouvelle famille virale, les Redondoviridae
[33]. Ces résultats suggérent que des changements au sein du virome oral
pourraient avoir un réle moteur ou de cofacteur dans la pathogénese des

parodontites.

L’objectif de cette étude est donc d’étudier le virome du fluide gingival chez des
patients atteints de parodontite en comparant les sites pathologiques et les sites

sains, avant et apres traitement.
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Projet AMNIOVIR : Métagénomique virale sur liguide amniotique au cours des

embryofoetopathies avec suspicion d’infection congénitale

La transmission verticale des virus pendant la grossesse, de la mére infectée a son
foetus, peut avoir des conséquences dévastatrices sur le foetus en développement.
Cette transmission verticale peut étre prénatale (avant la naissance) ou périnatale
(semaines immédiatement avant ou aprés la naissance). Les infections foetales
prénatales ou congénitales constituent une cause majeure de morbi-mortalité. La
transmission materno-fcetale peut étre a l'origine (selon I'agent responsable et la
période de contamination) : d'un avortement spontané, d’'une embryopathie
(malformation congénitale), de pathologies fcetales, d’atteintes du nouveau-né
(naissance d’'un enfant mort-né ou maladie néonatale clinique), ou avoir des
conséquences post-natales différées de quelques mois a quelques années alors que

I'infection était inapparente a la naissance.

Il existe une liste classique de pathogénes viraux recherchés dans le cadre de ces
situations que sont : le cytomégalovirus, le virus de la rubéole, le parvovirus B19, le

virus de la varicelle et du zona, et récemment le virus Zika.

Les circonstances du diagnostic de l'infection foetale sont variables : diagnostic de
I'infection maternelle a 'occasion d’un dépistage systématique ou de signes cliniques
maternels, ou observation d’anomalies échographiques. Les techniques
diagnostiques de routine, notamment moléculaires peuvent permettre de confirmer
une infection congénitale due a ces agents classiques a partir d’'un prélévement de

liquide amniotique obtenu par amniocentese.

Néanmoins, limplication d’autres virus comme le virus de la chorioméningite

lymphocytaire, ou les entérovirus a été rapporté au cours d’infections congénitales.

En pratique cliniqgue, il est fréquent méme devant une forte suspicion
d’embryofoetopathie d’étiologie infectieuse, de ne détecter aucun des agents
classiqguement recherchés. La métagénomique pourra permettre de démontrer
I'implication éventuelle d’autres virus. Cette approche avait été utilisée pour détecter
le virus Zika chez 2 femmes dans un contexte de microcéphalie au Brésil, mais a

notre connaissance, aucune étude systématique n’a été rapportée a ce jour.

La métagénomique virale représente donc une solution innovante et intéressante car

elle permet I'exploration de tout le spectre des agents viraux. Elle présente
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'avantage d’étre un test non biaisé et sans hypotheése, et offre la possibilité de

détecter des agents pathogenes inattendus ou méme inconnus.

Un travail préliminaire [232] a permis de montrer la performance de cette approche
dans la détection de séquences virales dans le liquide amniotique en comparant a la

PCR en temps reel.

L’objectif actuel de la suite de ce projet est de rechercher sur une large cohorte avec
'approche métagénomique, des séquences virales non retrouvées ou nhon
recherchées par la PCR en temps réel au cours des embryofcetopathies avec

suspicion d’infection virale congénitale.
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