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Les infections sont les principales complications pouvant survenir a la suite d’'une greffe
rénale. Elles sont plus fréquentes dans la premiére année suivant la transplantation et sont
sources de morbidité et mortalité. Elles sont liées a l'intensité de I'immunosuppression.
La difficulté de la prise en charge des patients greffés rénaux repose en partie sur I'adaptation
du traitement immunosuppresseur : il faut assurer une immunosuppression suffisante pour
empécher la survenue de rejet de greffe mais pas trop intense pour limiter la survenue

d’infections.

A partir des années 50, des progrés considérables ont été effectués dans la prise en charge
des patients transplantés d’organes solides, de rein notamment, avec la découverte de
plusieurs nouvelles molécules immunosuppressives. Ceux-ci ont été accompagnés d’une
amélioration nette du pronostic et de la qualité de vie de ces patients. Cependant, depuis les
années 90, 'incidence des infections a BK virus est en constante augmentation chez les
patients transplantés rénaux du fait de I'avénement de traitements immunosuppresseurs de
plus en plus puissants. Il s’agit d’une situation préoccupante étant donné que le BK virus
occasionne des rejets de greffe chez un tiers des patients infectés. L'infection est pauci

symptomatique et il n’existe, a I’heure actuelle, aucun traitement préventif ou curatif.

L'enjeu actuel de la prise en charge de ces patients est donc la découverte de marqueurs
biologiques permettant une modulation personnalisée et pertinente des traitements
immunosuppresseurs mais également de marqueurs prédictifs de complications telles que les

infections.

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés au Torque teno virus. |l s’agit
d’un virus de découverte récente qui pourrait étre utilisé comme biomarqueur du statut
immunitaire des patients infectés. Aprés un état de I’art, nous vous présenterons les résultats
d’une étude visant a déterminer la pertinence du suivi de ce virus dans le cadre de la
prévention des complications infectieuses dans une cohorte de patients greffés rénaux au

CHU de Caen.
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1. Les Torque Teno virus (TTV)

A. Historique

C'est en 1997 que Tsutomu Nishizawa a découvert un fragment de séquence virale
d’environ 500 paires de base (pb) dans le sérum d’un patient japonais présentant des troubles
cardiaques et une hépatite post-transfusionnelle d’étiologie inconnue (1). Cette découverte a
été faite a l'aide de techniques de biologie moléculaire (méthode par soustraction
génomique). Ce fragment a d’abord été nommé N22 mais, ayant une faible homologie avec
les séquences virales présentes dans les bases de données (au 02 octobre 1997), il a été
renommé TT comme les initiales du patient chez lequel il a été identifié (2).

Des travaux complémentaires ont permis de déterminer qu’il s’agissait d’un virus a ADN
circulaire simple brin, non enveloppé, de polarité négative et encapsidé (3)(4)(5)(6). Il s’agit

du premier virus a ADN simple brin circulaire identifié chez I’'homme.

B. Classification

Les TTV appartiennent a la famille des Anelloviridae, Genre Alphatorquevirus. |l s’agit
d’une famille et d’un genre de virus d’émergence récente.

En 2000, lors d’une technique de réaction de polymérisation en chaine (PCR) utilisant des
amorces spécifiques du TT virus (TTV), un petit virus ayant une homologie de séquence
partielle et générant un amplicon plus court que celui attendu pour le TTV, a été découvert
dans des échantillons de plasma humains. Il a initialement été nommé TTV-like mini virus
(TTLMV) (2)(7). De ce fait, en 2004, le comité international de taxonomie des virus
(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) a créé le genre Anellovirus : anello
signifiant « anneau » en latin, en référence au génome circulaire (2). La méme année, le TTV
a également été renommé Torque Teno virus (Torque signifiant « collier », et teno signifiant
« fin » en latin) et le TTLMV a été renommé Torque Teno Mini Virus (TTMV).

Par la suite, En 2007, un autre virus ayant une homologie de séquence partielle avec le
TTV a été identifié chez des patients présentant une sérologie VIH positive : le TTMDV (Torque
Teno MiDi Virus) (2)(8). En 2009, suite a la découverte du TTMV et du TTDMV, la famille des
Anelloviridae a été créée par I'ICTV (9) (10) (Figure 1).
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Figure 1 — Chronologie de la découverte des Anelloviridae.

Cette famille regroupe aujourd’hui 14 genres et 76 espéces dont 29 espéces appartenant
au genre Alphatorquevirus (Torque Teno virus 1-29). Le TTMV appartient au genre
Betatorquevirus qui comprend 12 especes (Torque Teno mini virus 1-12), et le TTMDV
appartient au genre Gammatorquevirus qui comprend 15 espéces (Torque Teno midi virus 1-
15) (11).

Les virus de la famille des Anelloviridae ont aussi été identifiés chez des espéces animales,
telles que les primates non humains (Alphatorquevirus, Betatorquevirus, Gammatorquevirus),
les rongeurs (tupaias: Deltatorquevirus, tamarins: Epsilontorquevirus), les animaux
domestiques (chats : Etatorquevirus, chiens : Thetatorquevirus) et les animaux de la ferme
(cochons : lotatorquevirus) (9).

Il s’agit d’une famille de virus ayant une importante diversité génétique, d’ou la complexité
de cette classification. Cette derniére tend a évoluer régulierement au fur et a mesure de la

découverte de nouvelles séquences (Figure 2).
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Figure 2 — Phylogénie des Anelloviridae en 2010.

(Biagini et al., 2010)

Arbre phylogénétique construit a I'aide de la méthode neighbour-joining/p-distance et basé sur le séquencage

complet de la région codante ORF1 du génome des TTV. Les isolats animaux sont représentés en rouge sur

I'arbre.

Le génome du TTV montre une similitude avec le génome des Circovirus et du CAV

(Chicken Anemia Virus), qui sont eux aussi caractérisés par des génomes circulaires, non

segmentés.
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C. Structure du virus et génome viral

Les Torque Teno virus sont des virus non enveloppés de petite taille (diamétre
d’environ 30nm) (Figure 3). lls possédent une capside probablement icosaédrique qui protege

leur génome : ADN circulaire monocaténaire de polarité négative.

Différents tests ont été réalisés afin de déterminer les caractéristiques de ce virus. Leur
sensibilité a la nucléase « mung bean » et leur résistance a la RNase A et aux enzymes de
restriction témoignent d’'un génome simple brin. C'est grace a des études d’hybridation
utilisant des sondes nucléotidiques sens ou anti sens que I'on a déterminé la polarité négative
de leur génome. Et enfin, on constate qu’il n’y pas de différence de densité avant ou apres

traitement par détergent, ce qui suggére I'absence d’enveloppe (3) (6).

Figure 3 — Microscopie électronique a contraste négatif de particules d’un isolat de TTV, coloré a I'acétate

d’uranyle.
La barre représente 100nm.

(Okamoto et al., 2009)

Le génome des TTV a une taille qui varie entre 3600 et 3900 nucléotides (nt) (12) et

comporte une région codante et une région non codante (Figure 4).

La région non codante (5" Untranslated Region, UTR) comprend 1200 nt. Il s’agit d’'une
région relativement bien conservée, ce qui suggere qu’elle pourrait jouer un role important

dans la réplication virale. On y retrouve une région riche en GC de 117 nt pouvant former des
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structures secondaires de type « épingle a cheveux ». En amont, on retrouve également une

boite TATA et en aval, un signal poly-A.

La région codante de 2600nt comprend plusieurs cadres de lecture ouverts (Open Reading

Frames, ORF) dont :

o ORF1 quis’étend du 588 au 2898 nt et qui code pour une protéine de 770 acides
aminés. Elle contient une région riche en résidus arginine en position N-
terminale. Chez certains isolats, elle contient un domaine central avec des
régions hypervariables (HVR, HyperVariable Region).

o ORF2 quis’étend du 107 au 712 nt et qui code pour une protéine de 120 acides
aminés. Elle contient un motif protéique similaire au CAV.

o ORF3 quis’étend du 2904 au 3074 nt et qui code pour une protéine de 57 acides
aminés. Ce dernier est situé en aval d’ORF1.

Les cadres de lecture ouverts ORF1/OFR2 sont chevauchants.

La région N22, séquence initialement découverte en 1997, est comprise dans ORF1.

CAV-like 36 nt stretch (3816-3851) TATA box (85-90)

|

R 1. Y
contained in UTR:
ATF/CREB
AP-2 sites

NF-xB
SP-1 site

Initiation of translation (263)

/ CAV-like aa motif (398-460)

ORF2

(107-712)

GC-rich tract (3732-3853)

Potential stem-loop

Poly (A)-signal (3073-3078) 2

ORF3 B

(2904-3074)

Arg-rich region

3853 nt

ORF1

(589-2898)

\ HVR1 (1411-1476)

: HVR2 (1528-1668)
HVR3 (17021794

Figure 4 — Structure du génome des Torque Teno virus (TTV).

N22 region (1847-2346)

(Bendinelli et al., 2001)

Cette organisation génomique est comparable a celle du CAV.

Par ailleurs, les analyses phylogénétiques ont permis d’identifier 5 groupes génétiques

principaux (Groupes 1 a 5) comprenant au moins 39 génotypes (21).
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D. Réplication

Du fait de I'absence d’un systéme de culture cellulaire approprié, les mécanismes de

réplication des TTV sont encore peu connus.

I. ARN messagers

Différentes études ont permis d’identifier trois types d’ARN messagers (ARNm) de
2900nt, 1200nt et 1000nt, en étudiant le profil de transcription des TTV (14) (15) (16).
Les trois ARNm décrits sont transcrits a partir du méme promoteur et sont polyadénylés.
IIs sont issus d’un mécanisme d’épissage alternatif d’un intron de 102 nucléotides situé apres
le site d’initiation de la transcription. Les transcrits des ARNm de 1200nt et 1000nt subissent
un deuxieme épissage qui a lieu 419 nucléotides apres le premier intron. ARNm de 2900nt
est celui qui est le plus exprimé (60%). Le taux d’expression des ARNm de 1200nt et 1000nt

est respectivement de 5% et 35% (18).

Il. Fonction et régulation des protéines virales

Les fonctions et les mécanismes de régulation des protéines exprimées lors de 'infection
par les TTV ne sont pas encore compléetement élucidées. Des travaux utilisant des modeles de
transfection génomique ont permis d’identifier 6 protéines virales (15). Deux protéines (ORF1

et ORF2) semblent communes a la majorité des génotypes TTV.

La protéine ORF1 est codée par I’ARNm de 2900nt et a une localisation cytoplasmique.
Elle est constituée de 736 acides aminés (AA) et est la plus grande protéine des TTV. Elle
semble jouer un réle fonctionnel en étant impliquée dans la réplication virale, et un role
structurel. L’hypotheése selon laquelle elle pourrait étre une protéine de capside est évoquée.
En effet, elle contient des motifs caractéristiques de la protéine de réplication Rep ; il s’agit

d’une protéine retrouvée dans les autres familles de virus a ADN simple brin circulaire (15).

La protéine ORF2 est aussi codée par ’ARNm de 2900nt, comprend 117 AA et a une

localisation cytoplasmique. Des études ont montré qu’elle pourrait avoir une activité de type
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phosphatase du fait de la présence de motifs communs avec la protéine VP2 du CAV ; ce qui
signifie qu’elle pourrait étre impliquée dans les mécanismes de persistance virale. En effet, les
phosphatases ont des fonctions dans les voies de transduction du signal, dans la réponse
humorale et dans la régulation de I'expression génique (13). Une étude publiée en 2007 a
également montré que cette protéine ORF2 inhiberait de maniére significative la voie NF-xB
en empéchant la translocation nucléaire du NF-kB et en inhibant la dégradation de la protéine
ikBa ; ce qui empécherait ainsi la surexpression de différents médiateurs inflammatoires tels
gue les interleukines (IL) 6 et 8, et la cyclo oxygénase 2. La voie NF-kB étant impliquée dans la
réponse immunitaire et la réponse au stress cellulaire, on suppose I'implication de la protéine
ORF-2 dans des mécanismes d’échappement du TTV aux réponses immunitaires innées et

adaptatives (19).

Pourle génotype 1 des TTV, ’ARNm de 2900nt code aussi pour la protéine ORF3. Les ARNm
de 1200nt et 1000nt codent respectivement pour les protéines ORF 2/4 (ou ORF 2/2) et ORF
2/5 (ou ORF 2/3). Elles ont toutes les deux une localisation nucléaire et pourraient étre
impliquées dans la réplication virale et I’expression génomique (18). La protéine ORF 2/4 peut
étre phosphorylée au niveau des résidus sérine de sa partie C-terminale et générer 2 variants
protéiques différents selon le degré de phosphorylation (p38 et p41). Ces variants seraient
impliqués dans le maintien de la réplication virale et participeraient donc a la persistance

virale (20) (Figure 5).
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frame 2
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98 185 277 711 2567 3087

Figure 5 — Schéma de la transcription et de I'expression des protéines du génotype 1 des TTV.

(Kakkola et al., 2009)

— 293 ORF2-5 (ORF2/3)

Pour le génotype 6 des TTV, ’ARNm de 2900nt ne code que deux protéines (ORF1 et

ORF2). 'ARNm de 1200nt code pour les protéines ORF 2/2 (ou ORF 2/4) et ORF 1/1, et ’ARNm

de 1000nt code pour les protéines ORF 2/3 (ou ORF 2/5) et ORF 1/2 (Figure 6).
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Figure 6 — Schéma de la transcription et de I'expression des protéines du génotype 6 des TTV.

(Kakkola et al., 2009)

I1l. Modeéle cellulaire

Les mécanismes de réplication du TTV, et des Anelloviridae en général, ne sont pas
encore completement élucidés car la découverte d’'un modele cellulaire permettant la
persistance du cycle viral, n’a été faite que récemment. Seules deux études ont suggéré des
modeles cellulaires. Il en ressort que l'utilisation de la lignée cellulaire L428 du lymphome de
Hodgkin permet la réplication du génome du TTV jusqu’a 7 jours apreés la transfection de ’ADN
du virus (69). Un deuxieme modele cellulaire plus reproductible et permettant une plus longue
période de réplication a été suggéré. En effet, I'utilisation de la lignée cellulaire 293TT de rein
embryonnaire humain, qui contient le grand T antigéne de SV40 (Virus Simien 40), permet la
réplication virale des Anelloviridae. Alors que I'utilisation de la lignée cellulaire 293T, qui ne

contient pas cet antigene, ne donne pas de résultat probant (70). Cela suggére un effet
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auxiliaire du grand T antigéne sur la réplication du TTV, mais des travaux supplémentaires

seront nécessaires pour le confirmer.

IV. Sites de réplication

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) pourraient étre le réservoir
principal des TTV. La présence du virus dans ces cellules a été confirmée par hybridation
fluorescente in situ (26). Les PBMC peuvent étre infectées par le TTV et, en cas de stimulation,
produire des TTV infectieux (26) (30). Par ailleurs, chez des receveurs de greffe de moelle
osseuse, les taux d’ADN du TTV sont significativement diminués en cas de myélosuppression,
et remontent fortement aprés une transplantation de moelle osseuse. Sachant que les
précurseurs des cellules hématopoiétiques résident dans la moelle osseuse, cela pourrait

suggérer que les cellules hématopoiétiques sont le lieu de réplication des TTV (31).

L’épithélium respiratoire est également suspecté d’étre un site privilégié de réplication
et d’infection depuis la parution d’'une étude démontrant I'existence de prélevements
nasopharyngés TTV (+) chez des individus ayant des prélevements plasmatiques TTV (-) (75)

(76).

V. Mécanismes de réplication

Les hypotheéses concernant les mécanismes de réplication du TTV et des Anelloviridae

ont été faites par déduction et comparaison avec des virus a ADN simple brin.

Le TTV a la capacité de détourner la machinerie cellulaire de la cellule héte afin de se
répliquer. En effet, il ne possede pas d’ADN polymérase virale et sa réplication est inhibée
dans les cellules HEL 32 lorsque I'action de I’ADN polymérase cellulaire est bloquée par

I'aphidicoline (87).
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Comme décrit chez le virus CAV, le TTV se répliquerait selon le mécanisme du « cercle
roulant » (rolling circle) (Figure 7). La protéine ORF 1, présentant des similitudes avec la
protéine Rep, joue un réle majeur. Selon ce mécanisme, la réplication commence par la
fixation de la protéine Rep sur I'origine de la réplication qui est une structure en « épingle a
cheveux » formant un site « Nick ». Il y a alors formation d’un brin d’ADN complémentaire par
I’ADN polymérase cellulaire puis, suite a I'action d’une ADN ligase, libération du brin d’ADN

circulaire simple brin nouvellement synthétisé (Figure 7) (69).

Par ailleurs, on peut supposer que les virions produits sont libérés dans la circulation
sanguine suite a la mort cellulaire induite et I'éclatement de la cellule h6te. En effet, le TTV ne

possede pas d’enveloppe virale dérivée de membrane cellulaire.

Host DNA pol

1.dsDNA o Q\-
RF\)\ / 2.Viral Rep proteir

replication form ( 1

synthesis by host

/ 5.Amplification
Transcription \

cerates a nick

0
X

4. Ligation

Figure 7 — Schéma du mécanisme de réplication rolling circle.

(SIB Swiss Institure of Bioinformatics, 2012)
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E. Variabilité génétique

Les Anelloviridae sont sujets a une importante variabilité de séquences nucléotidiques

et protéiques. Les mécanismes a I'origine de cette variabilité sont encore mal connus.

La premiere hypothese explicative serait que les Anelloviridae auraient la capacité de
muter fréquemment. Il faut noter cependant, qu’il s’agit d’'un mécanisme peu fréquent chez
les virus a ADN. En effet, ’ADN polymérase possede une activité de relecture ; ce qui n’est pas

le cas de la transcriptase inverse utilisée par les virus a ARN (88).

Une deuxiéme hypothese est a évoquer: la possibilité de recombinaisons et de
réarrangements entre TTV. Cette hypothése est étayée par des études révélant la
caractérisation de formes subgénomiques de séquences TTV isolées a partir de plasma humain

ou issues de transfection. (69)

Cependant, il est intéressant de noter qu’il existe une région conservée du génome des
TTV. Il s’agit d’un fragment d’environ 130nt, retrouvé dans tous les isolats identifiés chez

I"'hnomme et chez I'animal, et localisé en amont d’ORF1 (Figure 4).

F. Epidémiologie

I. Prévalence et répartition géographique du TTV

Les TTV semblent étre des virus ayant une forte prévalence dans la population générale
et une distribution mondiale. Des études turques (38), russes (39), brésiliennes (40) et

ivoiriennes (41) ont montré des taux de prévalence allant de 50,5% a 94% (Figure 8).
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Figure 8 — Répartition géographique de la prévalence des TTV.

(Basée sur les données d’études utilisant des amorces spécifiques de la région UTR (hautement conservée)

pour réaliser leur PCR).

La prévalence semble plus élevée dans certaines catégories de population. Des taux de
prévalence plus élevés ont été constatés chez les patients polytransfusées, hémophiles, les

consommateurs de drogues intraveineuses et les thalassémiques (65).

Par ailleurs, les TTV sont des virus qui semblent établir des infections chroniques.
Plusieurs études ont montré que le TTV était détectable la semaine ou les quelques semaines
suivant l'infection des muqueuses et qu’il en résultait une longue virémie (89). On constate
cependant que la charge virale est sujette a d’'importantes variations selon le type de

personne infectée et selon le nombre d’Anelloviridae co-détectés (90) (91).

Enfin, une étude sur la cinétique de I'infection a TTV durant les premiéres années de la
vie a conclu que la prévalence et la charge ADN TTV augmentent fortement au cours de la
premiére année de vie. On observe une forte réplication pendant les deux premiers mois
suivant la naissance, puis un plateau autour du 6° mois (66). Cela concorde avec les résultats
d’une étude francaise qui souligne que la prévalence de I'infection TTV augmente avec I'age

(67).
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Il. Méthodes de détection

Suite a la découverte des TTV, des méthodes de détection ont été rapidement
développées. Initialement, la recherche du génome viral était faite par des PCR utilisant des
amorces spécifiques du fragment N22 (premiere séquence virale décrite). Il s’agit d’'une
séquence de la région ORF1, dont la variabilité est élevée. Cela explique une détection

partielle des variants TTV, notamment ceux du groupe 1 (Génotypes 1 a 6) (22).

De nouvelles techniques de PCR ont, par la suite, été mises au point avec des amorces
spécifiques de la région UTR (amorces ciblant 3’ UTR et 5'UTR). Cette région étant
relativement bien conservée, elle permet de détecter la plupart des variants TTV connus. |l a
été démontré qu’avec une technique de PCR utilisant des amorces ciblant les régions 3’ UTR
ou 5" UTR, on obtenait des taux de prévalence TTV significativement plus élevés qu’avec une
technique de PCR utilisant des amorces ciblant la région ORF1 (N22). Le choix des amorces
semble donc déterminant pour une détection efficace des TTV (23) (24). Il s’agit d’un élément

important a prendre en compte lors de I'analyse des études de prévalence des TTV.

Il n’existe actuellement qu’un seul kit de détection moléculaire des TTV sur le marché :
TTV R-gene® commercialisé par Biomérieux. L'intérét de la détection de ce virus n’est pas
encore bien défini et il s’agit pour I'instant d’une analyse non remboursée par la sécurité

sociale.

Des méthodes de diagnostic sérologiques ont également été mises au point:
recherche d’lgG, 1gM ou Western blot (WB) (33) (34). Une équipe francaise a montré qu’on
pouvait évaluer la réponse immune contre le TTV en utilisant une protéine recombinante de
la partie C-terminale d’ORF1 (32). Il faut noter que ces tests sérologiques ne sont utilisés que
dans le cadre de la recherche ; en routine de laboratoire, seules les techniques moléculaires

sont utilisées.

Ill. Distribution des génotypes

Plusieurs études ont été réalisées afin d’étudier la distribution génétique des différents

groupes phylogénétiques des Anelloviridae. La distribution des TTV ne semble pas étre
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uniforme et montre une prédominance des groupes 1, 3 et 5 (68). Les co-détections sont

fréquentes, y compris avec des souches virales fortement divergentes.

IV. Distribution dans différents compartiments biologiques

Chez une personne infectée, le génome du TTV peut étre retrouvé dans plusieurs
organes et tissus, ce qui suggere un tropisme potentiellement large. Plusieurs hypothéses
existent concernant les cellules hotes de ce virus. Son génome viral peut étre détecté dans les
poumons, le rein, la rate, le foie, le pancréas, les cellules mononuclées du sang périphériques
(PBMC), la moelle osseuse et la glande thyroide. Cependant, le TTV n’est pas retrouvé dans

tous les types de PBMC ; il serait absent des plaquettes et des érythrocytes.

Outre les échantillons de plasma et de sérum, I’ADN du TTV peut étre détecté dans
divers échantillons biologiques, tels que la salive, les selles, le sperme, les sécrétions nasales,

les larmes et le lait maternel. (25) (26) (27) (28) (29).

V. Modes de transmission

Plusieurs hypothéses sont évoquées concernant les modes de transmission des
Anelloviridae : transmission oro-fécale, transmission par voie aérienne, transmission materno-

feetale et transmission parentérale (69) ; mais aucune n’a été clairement confirmée.

Le virus peut étre détecté deés les premiers jours de la vie avec des épisodes de
réactivations et réinfections tout au long de la vie (66). Le virus pouvant étre détecté dans le

lait maternel, cela suggere une éventuelle transmission via le lait maternel.

Enfin, le TTV est résistant aux techniques classiques d’inactivation virale (70) et, étant
donné la forte prévalence de ce virus chez les donneurs de sang, la transmission parentérale

de ce virus via les transfusions de produits sanguins et dérivés est fortement probable.
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Bien que certains Anelloviridae peuvent infecter des especes animales, aucune étude
n'a pu prouver l'existence d’infections inter-espéces. En effet, aucun variant isolé chez
I'animal n’a été retrouvé chez I’homme jusqu’a présent. Par ailleurs, I'analyse phylogénétique
des séquences d’Anelloviridae ne semble pas non plus en faveur de cette hypothese (Figure

2) (69).

G. Pouvoir pathogéne

L'implication du TTV dans des processus pathogenes chez les hotes I'hébergeant est

sujet a controverse depuis la découverte de ce virus.

I. TTV et immunité

Les mécanismes d’interaction du TTV avec I'immunité de I'h6te sont encore mal

connus.

Il interagirait avec les mécanismes liés a I'inflammation. Plusieurs découvertes étayent
cette hypothése. Premierement, la protéine ORF2 inhiberait la voie NF-kB qui est impliquée
dans la réponse immunitaire et la réponse au stress cellulaire (19). Deuxiemement, I'infection
a TTV est associée a la production de cytokines pro-inflammatoires (133). Enfin, elle est aussi
associée a la production de la protéine cationique de I'éosinophile qui est fortement

indicatrice d’une activité inflammatoire au niveau du tractus respiratoire (78).

Pour ce qui est de I'immunité adaptative, la production d’anticorps dirigés contre le
TTV a été démontrée par plusieurs études. Grace a des tests d’'immuno-précipitation, la
présence d’lgG spécifiques du TTV a été mise en évidence dans le sérum de patients
virémiques et non virémiques (33). La présence d’'IgM et de complexes immuns TTV-IgM a
également été mis en évidence (34). Il semble cependant que I'infection par un génotype de

TTV n’occasionne pas d'immunité vis a vis de I'infection par d’autres génotypes (17) (92).
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Enfin, il a été suggéré que la charge virale en Anelloviridae pouvait étre un reflet du
statut immunitaire de I’h6te suite a la mise en évidence du fait que les charges virales étaient

plus élevées chez les patients immunodéprimés.

Chez des patients séropositifs VIH, il a été constaté des charges virales plus élevées
chez ceux ayant une numération CD4+ faible. Toutefois, la virémie ne semble pas directement

corrélée avec le taux de CD4+ (93).

Une autre étude a révélé une observation intéressante : I'altération des lymphocytes
B est associée a une augmentation de la charge virale des TTV (94) ; ce qui confirme a nouveau

leur potentiel comme marqueur du statut immunitaire.

Il. Pathologies hépatiques

Le TTV a été isolé pour la premiére fois dans le sérum d’un patient présentant une
hépatite post-transfusionnelle. Il a été démontré que les taux d’ADN détectés étaient
étroitement corrélés avec les taux d’aminotransférases des patients infectés. C’est pourquoi
il a été suggéré que le TTV puisse étre un agent d’hépatite post transfusionnelle. Cette

hypothése n’a pas été confirmée pour l'instant.

En 2001, Poovorawan Y. et al. (71) ont cherché a mettre en évidence le role de ce virus
dans I'étiologie de maladies chroniques du foie. lls ont suivi une cohorte de patients
polytransfusés. La majorité des patients chez lesquels 'ADN TTV a été détecté étaient
asymptomatiques, tandis que ceux évoluant vers une maladie hépatique chronique étaient
soit co-infectés par le virus de I’"hépatite B ou C, soit présentaient une comorbidité pouvant
expliquer I'étiologie de la maladie hépatique. Par ailleurs, il ne semble pas y avoir eu
d’aggravation des symptomes associés aux hépatites B et C en cas de co-détection d’ADN TTV.
Ces auteurs soulignent également que l'infection TTV ne semble pas associée a la survenue
d’anémie aplasique post hépatique. Ces résultats ont été confirmés par d’autres études (72)

(73).
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Ill. Pathologies respiratoires

Des travaux ont montré que chez les jeunes enfants, les voies respiratoires pouvaient
étre un site d’infection primaire et de réplication du TTV (74) ; ces résultats ont notamment
été étayés par une étude relatant la détection du génome du TTV dans des préléevements
nasopharyngés de patients chez lesquels le génome n’avait pas été détecté dans le plasma

(préléevements nasopharyngés TTV+ / plasma TTV-) (75) (76).

Cela a poussé a la recherche de I'implication du TTV dans la pathogénése d’infections
respiratoires. Chez les nouveau-nés, la primo-infection TTV dans les dix premiers jours de vie
peut étre associée a I'apparition des symptomes cliniques d’une rhinite « virale » bénigne (75).

Il s’agit de la premiére symptomatologie clinique pouvant étre associée au TTV.

Chez les enfants, les charges plasmatiques de TTV sont considérablement plus élevées
en cas de bronchopneumopathie qu’en cas de maladie respiratoire aigué légere (76).
Cependant, I'implication directe du TTV dans le développement de ces maladies respiratoires

aigués chez les enfants n’a pas été démontrée.

L'implication du TTV dans les pathologies respiratoires pourrait aussi étre expliquée
par le fait qu’il potentialiserait la réponse inflammatoire systémique et locale au niveau du
tractus respiratoire. Il a été mis en évidence une corrélation positive entre les charges nasales
d’ADN TTV et les taux de protéine cationique des éosinophiles (78), un marqueur de
I'inflammation bronchique. Il s’agit d’'un marqueur qui est particulierement élevé chez les
personnes souffrant d’asthme modéré a sévere. Une corrélation positive a également été
mise évidence avec les taux d’oxyde nitrique expiré (79), qui est un marqueur de
I'inflammation des voies respiratoires chez les enfants asthmatiques. Ces résultats sont
étayés par une étude qui démontre que la prévalence du TTV est plus élevée chez les enfants
atteints de bronchectasie ou de trouble respiratoire chronique. En outre, elle démontre que
le TTV est associé a la sévérité du trouble respiratoire et a I'intensité de la diminution de la

capacité respiratoire (80).

Le TTV pourrait donc étre un facteur contributif a I'insuffisance pulmonaire.
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Par ailleurs, la réplication du TTV est associée a la formation importante de complexes
immuns, a une diminution des lymphocytes T CD3+ et CD4+ circulants, a une augmentation
des lymphocytes B et a une activité accrue des éosinophiles; ce qui suggére une activité
immunomodulatrice du TTV. Ce virus pourrait aggraver |'étendue et la gravité de la réponse
inflammatoire due aux allergénes, d’autant plus si une sensibilisation est présente chez le

sujet (78) (81).

IV. Maladies auto-immunes

La mise évidence d’une capacité potentielle des TTV a moduler la réponse immunitaire
et a interférer avec les mécanismes de l'inflammation, a poussé a la recherche d’'une

implication du TTV dans certaines pathologies auto-immunes.

Il s'avere effectivement que des charges virales TTV plus élevées que dans la
population générale ont été retrouvées chez des patients atteints de lupus érythémateux

disséminé ou encore de polyarthrite rhumatoide.

Des infections répétées par le TTV pourraient induire I'expansion de lymphocytes T
auto réactifs. Cette réactivité pourrait induire le développement de la sclérose en plaques
chez des patients génétiquement susceptibles (95). Toutefois, aucune étude n’a pas pu mettre
en évidence la présence du génome des TTV dans le LCR de patients atteints de sclérose en
plague, bien que ces derniers soient virémiques a TTV. Cela suggere et pourrait étre expliqué
par le fait que le LCR n’est pas un site commun de réplication et de persistance du TTV, et

également qu’il ne passe pas aisément la barriere hémato-encéphalique.

V. Cancers

On constate une prévalence élevée d’infection a TTV chez les patients présentant une
leucémie, un lymphome ou une tumeur solide touchant différents types d’organes (poumon,

colorectal, foie, rein, osseux etc) (83).
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Dans le cadre des cancers pulmonaires, il existe une association entre I'infection a TTV
et la survenue de fibrose pulmonaire idiopathique (84). Par ailleurs, les modifications de
charges virales TTV sont corrélées a la croissance tumorale chez les patients atteints de
cancers pulmonaires sans fibrose (85). Cela suggére que le TTV pourrait étre un marqueur de
réponse au traitement par chimiothérapie et un marqueur prédictif de complication dans le

cadre de cancers pulmonaires.

Dans le cadre des cancers colorectaux, plusieurs études ont cherché a déterminer
I'implication de certaines infections virales dans I'étiologie de ce type de cancer. Le génome
du TTV est retrouvé deux a trois fois plus fréquemment et a des charges plus élevées dans les
biopsies coliques de patients souffrant de cancers colorectaux que dans les biopsies coliques
de patients n’ayant aucune anomalie retrouvée a I|'endoscopie et a I'examen
anatomopathologique (86). Cela ne permet pas d’affirmer que le TTV joue un réle dans la
survenue de ce cancer mais cela suggére que la présence du virus dans les tissus coliques serait

associée a un risque majoré de survenue de cancers colorectaux.

Plusieurs études ont cherché a déterminer et évaluer le réle du TTV dans le
développement de certaines leucémies et de certains lymphomes. La présence du TTV dans
les lymphocytes circulants et dans les ganglions lymphatiques de patients atteints de
lymphomes B suggere que le TTV pourrait moduler les lymphocytes T infectés et étre
impliqués dans la pathogénése des lymphomes (12). En modulant la réponse immune des
lymphocytes T, il agirait donc comme un carcinogene indirect. Ces résultats doivent étre
complétés par d’autres travaux afin de déterminer si ces résultats peuvent étre attribués a

tous les génotypes de TTV et autres membres de la famille des Anelloviridae.

H. TTV et immunodépression

Comme vu précédemment lors de I’étude de la pathogénie des TTV, les charges virales
sont plus élevées chez les patients immunodéprimés. Depuis cette découverte, on cherche a
déterminer et a évaluer le r6le de ce virus dans le cadre de suivi de patients immunodéprimés,
notamment ceux ayant une immunodépression acquise (transplantés d’organes solides,

greffés de moelle osseuse).
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I. TTV et transplantation d’organes solides

i.1. Transplantés rénaux

Il a été montré que, chez les patients transplantés rénaux infectés par le TTV, les taux
de charge virale plasmatiques TTV sont dépendants du type de traitement
immunosuppresseur suivi par le patient. En effet, les patients traités par de l'acide
mycophénolique et/ou du Tacrolimus ont des taux de charge virale significativement plus

élevés que les patients bénéficiant d’un autre traitement immunosuppresseur (97) (98).

Une étude publiée en 2018 par Strassl et al. et réalisée chez 169 receveurs de greffe
de rein, a effectué le suivi de la charge virale TTV plasmatique pendant les 6 mois suivant la
transplantation rénale de ces patients et, en paralléle, de la survenue de complications,
notamment d’infections. Avant la greffe, 80% des patients étaient infectés par le TTV contre
100% 3 mois apreés la transplantation. Les résultats ont montré que la cinétique de la charge
virale post-greffe était similaire chez I'ensemble de ces patients avec une forte augmentation
de la virémie dans les 3 mois post-transplantation suivie d’'une Iégére diminution, puis d’'une
stabilisation. Trente et un patients ont eu un épisode infectieux et il a été relevé une
augmentation de la charge virale avant la survenue de chacune de ces infections, avec des
taux détectés comparativement plus élevés que ceux détectés chez les patients n’ayant pas
eu d’infections. L'ensemble de ces résultats suggere que le TTV reflete I'immunocompétence
de I’'h6te et pourrait constituer un marqueur potentiel pour la surveillance immunologique

des patients transplantés rénaux (96).
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Figure 9 — Cinétique des charges virales plasmatiques TTV post transplantations rénales observées chez les

patients de I’étude de Strassl et al. (2018).

Les charges virales TTV sont exprimées en copies par mL. L’'ensemble des charges virales des patients de I'étude
ont été combiné en box plots et la comparaison statistique des taux de TTV entre les différents points ont été
faite a I'aide du test de Mann Whitney. Le pic de charge virale TTV était obtenu pour chaque patient entre le

premier et le troisieme post transplantation.

Ces résultats sont étayés par les travaux Akbari et al. (2018) qui ont montré une
association significative entre I'infection par le TTV et la survenue de certaines complications
telles que les infections urinaires, les infections et réactivations a CMV (Cytomégalovirus), le
diabete sucré post-transplantation et le rejet de greffe (99). L'infection par le TTV chez les

patients transplantés rénaux seraient également associée a l'infection par le BK virus (98).

Enfin, il semblerait que les taux de charges virales sanguines TTV chez les patients
greffés rénaux soient corrélées a la survenue de rejet. Dans une cohorte de 715 receveurs de
greffe de rein, on a mis en évidence une corrélation inverse entre la charge virale sanguine
TTV et la survenue de rejet tardif médié par les anticorps (97). Tandis que dans une cohorte
de 113 receveurs de greffe de rein, on a montré une corrélation linéaire inverse entre les taux

de charge TTV plasmatiques et la survenue d’une allo-réactivité. On a constaté une diminution
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des taux de charge TTV avant la survenue d’une allo-réactivité chez ces patients. Suite a ces
résultats, il a été proposé un cut-off: un taux de charge plasmatique TTV supérieur a 10’
copies ADN TTV / mL serait associé a un faible risque de rejet ultérieur du greffon (98).
L'ensemble de ces données suggere que le taux de charge virale plasmatique TTV pourrait étre
un facteur prédictif de la survenue de complications post transplantation rénale. En effet, un
faible taux de charge TTV serait associé a un état d’'immunosuppression insuffisant avec ainsi
un risque plus élevé de survenue de complications. La quantification et le suivi de la charge
virale de ce virus chez les patients greffés rénaux pourraient étre des outils prometteurs pour
adapter les traitements immunosuppresseurs et moduler I'état d’'immunosuppression afin

d’éviter rejet et perte du greffon.

i.2. Transplantés pulmonaires

Comme pour les transplantés rénaux, les taux de charge virale plasmatique TTV sont
dépendants du traitement immunosuppresseur suivi par le patient transplanté pulmonaire.
IIs sont significativement plus élevés chez les greffés pulmonaires traités par du Tacrolimus

que chez ceux traités par de la Ciclosporine (100).

Gorzer et al., (2015) ont suivi une cohorte de 44 receveurs de greffe pulmonaire chez
laquelle ils ont effectué le suivi de la charge virale plasmatique TTV pendant I'année suivant la
transplantation et en parallele, de la survenue de complications telles que les infections et les
rejets. Les résultats montrent que le pic de charge TTV était obtenu entre le 60° et le 90¢ jour
post transplantation avec une légere diminution de la charge par la suite. Vingt-cinq patients
ont eu une maladie infectieuse dans I'année suivant leur greffe et on a constaté pour ces
patients, des taux de charge TTV significativement plus élevés avant I'épisode infectieux que

ceux obtenus chez des patients n’ayant pas eu d’infections (103).

Par ailleurs, les taux d’alphatorquevirus détectés chez des patients transplantés
pulmonaires sont significativement associés a la survenue de complications précoces post
transplantation, notamment le rejet cellulaire aigu (101). Toutefois, une étude publiée en
2018 n’a pas pu démontrer d’association entre I'infection a TTV et/ou les taux de charges
plasmatiques TTV et la dysfonction primaire du greffon chez des patients greffés pulmonaires

(102).
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L'intérét potentiel du suivi de ce virus dans le cadre de la prise en charge des patients
ayant eu une transplantation pulmonaire reste encore a explorer. Plusieurs investigations sur
ce sujet sont encore en cours. Toutefois, ces premiers résultats appuient ceux obtenus chez
les patients transplantés rénaux et tend a laisser penser que le suivi de ce virus pourrait étre

intéressant en médecine de transplantation.

i.3. Transplantés hépatiques

Contrairement aux données obtenues chez les transplantés rénaux et pulmonaires, il
semble que chez les transplantés hépatiques, la prise d’un traitement immunosuppresseur ait
un impact sur les taux de charge virale plasmatique TTV mais il ne semble pas y avoir de

différence selon le type d’'immunosuppresseur administré.

Cependant, la virémie TTV chez les patients greffés hépatiques serait associée a
I'infection par le virus de I’hépatite E (VHE). En effet, il a été observé des taux de charge virale
TTV plasmatique plus faibles chez les patients transplantés hépatiques ayant des anticorps IgG
et/ou IgM anti VHE. Il s’agit d’un résultat intéressant car I'infection par le VHE est I'un des

principaux diagnostics différentiels de rejet chronique du greffon hépatique (104).

Enfin, il semblerait que les taux de charge TTV soient associés a I'activité inflammatoire

du foie des patients greffés hépatiques (104).

Chez les patients transplantés hépatiques, la charge TTV semble étre associée au statut
immunitaire, viral et inflammatoire du patient. Ainsi la charge de ce virus pourrait étre
considérée comme un marqueur de la santé et de I'inflammation du foie des patients greffés

hépatiques.

i.4. TTV et transplantés d’organes solides

La réplication des TTV est directement impactée par le statut immunitaire de la
personne greffée infectée. Chez des patients ayant bénéficié de différents types de

transplantation, on trouve des résultats similaires. La virémie TTV est associée au schéma
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d’'immunosuppression suivi par le patient transplanté et peut étre prédictive de la survenue
de certaines complications. Qu'il s’agisse d’'une greffe de rein, de foie ou de poumon, la
virémie TTV dans les dix premiers jours suivant la transplantation est associée a la survenue
de réactivation CMV. Maggi et al., (2018) proposent un cut-off : une virémie TTV supérieure a

3,45 log copies ADN TTV / mL serait corrélée avec un risque accru de réactivation a CMV (105)

L’ensemble des études et travaux réalisés chez des patients transplantés suggere que
le suivi de la virémie TTV serait un potentiel outil dans le cadre du suivi de ces patients. Il
permettrait la prévention de certaines complications (infections virales et bactériennes, rejet
aigu, rejet chronique) et aiderait a I'adaptation du traitement immunosuppresseur. Des
recherches complémentaires sont attendues afin de préciser la pertinence d’un tel outil dans

le suivi de patients greffés en pratique.

Il. Greffés de moelle osseuse

En réalisant le suivi d’'une cohorte de 47 patients ayant eu une greffe de cellules
souches hématopoiétiques (CSH), il a été montré que la virémie TTV augmentait d’environ 1,5
log dans les 100 premiers jours suivant la greffe. Les taux de charge virale TTV étaient associés
aux taux de lymphocytes T CD8+ 57+ (106). Il s’agit de lymphocytes T cytotoxiques activés
(107), et ils sont des témoins majeurs de la reconstitution immunitaire fonctionnelle. Par
ailleurs, chez des patients ayant eu une greffe de CSH, la virémie TTV s’effondre lors du
démarrage du traitement myélosuppresseur. Elle ré-augmente en moyenne 22 jours apres la
greffe pour les patients en sortie d’aplasie, et on observe parallelement une augmentation du
taux de globules blancs (108). Ces résultats suggérent que I'infection et la virémie TTV chez
les patients greffés CSH serait une bonne nouvelle, signe de reconstitution immunitaire,
contrairement aux infections des autres viraux opportunistes (BK virus, herpesviridae,

adénovirus, etc).

Ces données contrastent avec ceux d’une étude publiée en 2018 qui conclut que le
suivi de la charge virale plasmatique est insuffisant pour évaluer le statut immunitaire de

patients ayant bénéficié d’une greffe de cellules souches autologues (109).
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Bien que des recherches complémentaires soient nécessaires pour étayer I'ensemble
de ces résultats, il semble que la surveillance de la virémie TTV pourrait étre un outil dans le
cadre du suivi de patient greffés de CSH. Le suivi de 'augmentation de la virémie TTV pourrait
étre utilisé afin de déterminer l'intervalle de temps approprié avant d’administrer le

traitement chimiothérapique suivant.

Il. Patients cérébro-lésés

Les lésions cérébrales acquises, qu’elles soient traumatiques ou non, peuvent
occasionner des conséquences parfois lourdes chez le patient concerné. Elles peuvent
entrainer une détérioration de I'état cognitif, des probléemes comportementaux, un état
végétatif, mais elles peuvent aussi étre a 'origine d’un état d’immunodépression (110).
« Les infections sont une cause importante de morbi-mortalité chez les patients traumatiques
en réanimation. L’existence d’une immunodépression post-traumatique immeédiate
favoriserait I'apparition d’infections bactériennes, fongiques et de réactivations virales »

(111).

Un travail réalisé en 2019 chez des patients en réanimation et souffrant de Iésions
cérébrales post traumatiques a cherché a évaluer la pertinence du suivi de la virémie TTV chez
ce type de patient. Les résultats obtenus montrent une association entre la réplication TTV et
la séropositivité ou réactivation a Herpés Simplex Virus (HSV), ainsi qu’a Cytomégalovirus
(CMV). Par ailleurs, les taux de charges virales TTV semblent plus élevés chez les patients ayant

réactivés I’'HSV que chez ceux n’ayant eu aucune réactivation (111).

Une étude publiée en 2017 avait souligné le fait que les taux de TTV détectés dans les
lavages broncho-alvéolaires (LBA) de donneurs de poumon étaient significativement plus
élevés que ceux détectés dans les LBA de volontaires sains (102). Les donneurs de poumons
étant des patients cérébro-lésés, c’est ce qui a permis d’évoquer I'hypotheése selon laquelle

les affections associées a la mort cérébrale favoriseraient la réplication du TTV.
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Ces données ont besoin d’étre étayées par des travaux et des études de plus grande
envergure mais elles tendent tout de méme a suggérer que le suivi de la virémie TTV pourrait
étre intéressant dans le cadre de la prise en charge de patients ayant des lésions cérébrales.
La découverte et la confirmation d’un marqueur permettant la surveillance et le monitoring
du statut immunitaire de ce type de patient permettrait une optimisation de leur prise en

charge.

I. Conclusion

Cet état de I'art laisse a penser que le suivi de la charge virale du Torque teno virus
pourrait étre un outil prometteur afin d’évaluer le statut immunitaire du patient infecté. Il
s’agirait d’'un marqueur intéressant en médecine de transplantation, notamment en

transplantation rénale.

L'une des complications infectieuses les plus préoccupantes chez les patients greffés
rénaux est I'infection a BK virus. Il s’agit d’un virus qui peut occasionner des pertes du greffon.
Une hypothese intéressante est a évoquer : le suivi du Torque teno virus pourrait étre un

marqueur prédictif d’infection a BK virus.

46



2. Le BK virus (BKV)

A. Historique et caractéristiques du BKV

Le BK virus, a ne pas confondre avec le Bacille de Koch, a été isolé pour la premiére fois en
1971 dans l'urine d’un patient greffé rénal. Son nom vient des initiales de ce patient: B.K
(122). Il appartient a la famille des Polyomaviridae (au méme titre que le JC virus) et au genre
Polyomavirus. Il s’agit d’un petit virus humain (environ 40 nm de diametre) a ADN bicaténaire

circulaire non enveloppé.

C’est un virus ubiquitaire, largement répandu dans la population générale adulte : sa
séroprévalence est d’environ 80% (113). Il se transmet essentiellement par voie respiratoire
et la primo-infection survient généralement dans I’enfance ou environ 50% des enfants de 4
ans possedent des anticorps dirigés contre ce virus. Elle est le plus souvent asymptomatique
mais peut aussi étre associée a une infection respiratoire haute. La voie d’entrée du virus dans
I'organisme la plus probable est la voie oropharyngée. En raison de la détection d’ADN viral
BK dans la salive, les amygdales et les tissus lymphoides de la sphére oropharyngée (135) (136)
(137). Ce virus est ensuite disséminé par voie hématogéne. Il établit une infection persistante
et sous forme latente dans I'organisme des sujets sains, au niveau des cellules épithéliales
tubulaires du tractus urinaire (Figure 10). Le rein, 'urothélium et les cellules souches de la
moelle osseuse sont ses principaux sites de latence. Les réactivations sont possibles et

favorisées par I'immunodépression (113).
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Figure 10 — Photomicrographie montrant des cellules urothéliales infectées par le BK virus (« decoy cells »)

(https://www.urofrance.org/base-bibliographique/aspects-urologiques-de-linfection-
polyomavirus#bib5, 2010)
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La recherche d’une infection a BKV se fait par recherche de I’ADN viral par PCR en temps
réel sur des échantillons d’urines ou de sang EDTA, dans le cadre du suivi des patients

immunodéprimés (greffés de rein, greffés de moelle osseuse, etc).

B. Pouvoir pathogéne du BKV

Suite a sa découverte, le BKV a longtemps été considéré comme étant un micro-organisme
opportuniste. Ce n’est qu’une vingtaine d’années plus tard, en 1995, que son pouvoir

pathogéne chez les patients greffés rénaux a été révélé (114) (115).

Chez les patients transplantés rénaux, la progression de I'infection a BKV est associée a la
survenue d’une néphropathie tubulo-interstitielle spécifique chez environ 5% de ces patients.
Elle conduit chez 20 a 30% des patients infectés a la perte du greffon (116). Elle survient
généralement entre le 2¢ et le 60° mois post transplantation, avec une médiane au 9¢ mois
(117). Elle est pauci symptomatique, parfois associée a une élévation de la créatinémie

pouvant faire évoquer un rejet aigu.

Le diagnostic de néphropathie a BKV se fait a I'aide de la recherche du génome viral par
PCR sur des échantillons sanguins et/ou urinaires et, a I'aide du Gold standard qui est la
ponction de biopsie rénale. Des taux de BKV sanguins supérieurs a 10* copies ADN/mL ou des
taux de BKV urinaires supérieurs 10’ copies ADN/mL sont fortement en faveur (113). Au niveau
histologique, les Iésions sont caractérisées par des inclusions intranucléaires virales au sein de
noyaux volumineux, par un infiltrat interstitiel composé de cellules mononuclées a
prédominance lymphocytaire mélées a des polynucléaires, et par une nécrose des tubes
infectés avec lésion de tubulite (Figure 11). Une technique immuno histochimique utilisant
I’anticorps anti-SV40 ou une technique d’hybridation moléculaire in situ peuvent étre utilisées

pour confirmer la présence du BK virus (117).
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Figure 11 — Biopsie d’un greffon rénal au troisieme mois de transplantation rénale.

Néphropathie tubulo-interstitielle virale associée a une réaction inflammatoire centrée par un tube collecteur

infecté. Présence d’inclusions typiques en « anneau » intranucléaires de BK virus. Trichrome de Masson x 40.

(Andréoletti et al., 2001)

La prise en charge de la néphrite interstitielle a BK virus reste, encore aujourd’hui,
compliquée. En effet, il nexiste actuellement aucun traitement antiviral spécifique ; car ce
virus ne possede pas de polymérase virale et utilise la machinerie cellulaire pour se répliquer.
La seule stratégie employée aujourd’hui consiste a moduler le traitement immunosuppresseur
afin de controler I'infection. Toutefois, cette stratégie n’est pas sans risque car elle expose a
un risque de rejet aigu. Une nouvelle transplantation est possible en cas de perte du greffon

lié au BKV avec un suivi rapproché de la virémie (116).

Y

L'infection a BKV est associée a d’autres processus pathogeénes, notamment la
survenue de cystites hémorragiques chez des patients greffés de moelle. Elle survient chez 5
a 15% des greffés de moelle et est plus fréquente en cas de greffe allogénique. L'infection
peut entrainer des complications allant de I'obstruction des voies urinaires a la défaillance

rénale.

Le BKV peut aussi occasionner une hématurie chez le sujet immunocompétent, des

sténoses urétérales et plus rarement une neutropénie, une vascularite, une pneumonie ou
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une rétinite. Il est également soupconné d’avoir un role carcinogene dans le cadre des

tumeurs urothéliales (113).

C. Protocole BK au CHU de Caen

Au CHU de Caen, un protocole a été mis en place avec le laboratoire de virologie et le

service de néphrologie pour le suivi du BKV chez les patients greffés de rein.

La quantification de I’ADN BKV est réalisée sur des prélevements de sang total EDTA et
d’urines. Les patients transplantés de rein sont suivis, apres leur sortie d’hospitalisation, a M1,
M3, M6, M9, M12, M15, M18 et M24 apres la greffe. Les prélevements de sang et d’urines
sont réalisés en parallele. En cas de virémie positive ou d’augmentation de la virurie
supérieure a 0,5log, le patient est alors suivi de maniere plus rapprochée, a raison d’une fois

par semaine.

Suivre seulement la virémie BKV ne permet pas une détection précoce de la réactivation
a BKV. Le patient est virurique avant d’étre virémique. C’'est pourquoi il a été décidé, au CHU
de Caen, de rechercher initialement le BKV dans les urines. En cas de charge virale urinaire
inférieure a 10° log cp/mL, il n’y a pas de risque de néphropathie a BK (116). En cas de charge
virale supérieure a 10° log cp/mL, il y a un risque potentiel et il convient de diminuer la

thérapie immunosuppressive et de rechercher le virus dans le sang (Figure 12).
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Figure 12 — Monitoring du BK virus chez les patients greffés rénaux du CHU de Caen

D. Relation entre le BKV et les TTV

L'infection a BK virus étant problématique chez les patients transplantés rénaux, de
nouvelles études sont attendues afin de mettre en évidence de nouvelles stratégies de prise
en charge et de nouveaux outils de surveillance de ces patients. Les TTV étant des outils
potentiels du monitoring des patients greffés rénaux, il serait intéressant de déterminer si le
suivi de la virémie TTV pourrait étre pertinent dans le cadre de la prévention du risque de
réactivation BKV chez les patients transplantés rénaux. Actuellement, seules deux études ont

tenté de répondre a cette question.
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L’étude publiée par I’équipe de Herrmann en 2018 et réalisée chez des patients greffés
hépatiques, a mis en évidence que les taux de charge virale TTV dans le sang et les urines
étaient significativement plus élevés chez les patients n’ayant pas de BK virurie que chez les
patients viruriques. L’étude souligne également une corrélation entre la détection de ’ADN
TTV dans le sang et la détection de I’ADN BKV dans les urines ; mais aucune corrélation n’a été
trouvée entre la détection de I’ADN TTV dans les urines et la détection de I’ADN BKV (que ce
soit dans le sang ou dans les urines) (118). Il s’agit de la premiere étude cherchant a

déterminer la corrélation entre le BKV et le TTV chez des patients transplantés hépatiques.

Ces résultats contrastent avec ceux obtenus par une équipe francaise et publiés en
2019. Cette étude a été réalisée a I'aide d’'une cohorte de 116 patients greffés rénaux et les
résultats ne mettent pas en évidence une corrélation entre la virémie TTV et la survenue d’une
réactivation BKV. L’équipe conclut que le suivi de la virémie TTV ne semble pas étre un
parametre prédictif intéressant dans le cadre de la prévention des réplications BKV chez les

patients greffés rénaux (119).
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3. L'immunologie chez les patients greffés rénaux

La transplantation rénale consiste en une intervention chirurgicale visant a remplacer
un rein défectueux par un rein sain, prélevé sur un donneur. Il s’agit de la greffe la plus
courante. Elle permet d’améliorer considérablement la qualité de vie des patients souffrant
d’insuffisance rénale terminale notamment. Toutefois, elle n’est pas sans risque et expose le

patient a certaines complications.

Apreés un rappel des différentes complications possibles dans le cadre de la greffe rénale,
nous évoquerons les stratégies thérapeutiques mises en ceuvre afin de les éviter ou de les

limiter.

A. Risques de rejet

Le rejet de greffe consiste a I'attaque du greffon par I'organisme du receveur par le
biais de réactions locales et/ou générales pouvant conduire in fine a la destruction du greffon.
Il représente, encore aujourd’hui, un obstacle majeur en transplantation rénale (120) (122).

Il existe différents types de rejet :

- Les rejets suraigus ou hyper aigus. lls se manifestent dans les heures suivant
I'intervention chirurgicale de transplantation. Ils sont dus a la présence d’anticorps
préformés chez le receveur qui se fixent sur I'endothélium du greffon lors de la
revascularisation de I'organe. La majorité des rejets hyper aigus sont liés aux anticorps
HLA (Human Leukocyte Antigen). C'est pourquoi la compatibilité HLA du donneur et
du receveur est vérifiée avant toute transplantation a I’aide d’un cross match. Il s’agit
d’un test de cytotoxicité entre les lymphocytes d’un ganglion du donneur et le sérum

d’un receveur potentiel (125).

- Les rejets aigus cellulaires. IIs surviennent a partir du quatrieme jour suivant la greffe
avec un pic de fréquence durant le premier mois. Ils sont inéluctables en I'absence de
traitement immunosuppresseur mais aujourd’hui, avec I'évolution des thérapies

immunomodaulatrices, ils ne concernant plus que 5 a 15% des patients greffés rénaux.
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Ils sont liés a la reconnaissance des antigenes allogéniques du donneur par les
lymphocytes T du receveur. lls sont diagnostiqués par une ponction de biopsie rénale
montrant des infiltrats dans l'interstitium et dans les tubules. Leur prise en charge
repose sur une corticothérapie a haute dose et leur pronostic est le plus souvent

favorable avec une régression des lésions (125).

Les rejets aigus humoraux. lls sont liés aux lymphocytes B qui produisent des anticorps
dirigés contre les HLA du donneur ; cela conduit a I'agression de I'endothélium du
greffon. lls sont diagnostiqués par la mise en évidence d’anticorps dirigés contre un
antigene HLA du donneur et par ponction de biopsie rénale. lls sont caractérisés par la
présence d’une glomérulite et d’'une capillarité péri tubulaire ; qui peuvent étre
associés a des dépots de complément (C4d) et/ou des lésions vasculaires. Ils sont pris
en charge par administration d’immunoglobulines polyvalentes associées a du
Rituximab. lls occasionnent des séquelles : la réversibilité est incompléte avec une

évolution souvent chronique des lésions (125) (126) (127).

Les rejets chroniques. Ce sont les types de rejets les plus a craindre. lls surviennent
des semaines, des mois voire parfois méme des années apres la transplantation. Les

mécanismes moléculaires sont encore mal connus.

B. Risques infectieux

Les pathologies infectieuses sont les complications les plus fréquentes de la

transplantation rénale. Parmi tous les transplantés d’organes solides, les greffés rénaux

présentent le risque le plus faible de pathologies infectieuses. Malgré cela, les infections

restent la premiéere cause de mortalité précoce apres transplantation rénale. Il s’agit dans la

majorité des cas d’infections bactériennes a localisation urinaire ou respiratoire. Leur

incidence est maximale dans le mois suivant la greffe.

Les déterminants du risque infectieux sont le degré d'immunosuppression, le type

d’'immunosuppression, les caractéristiques de I'hote, I'exposition a des agents pathogenes

mais aussi et surtout, le délai écoulé depuis la transplantation.
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La majorité des infections transmises par le donneur et/ou le greffon surviennent dans
le mois suivant la greffe. Durant cette période, ce sont les infections nosocomiales qui

prédominent ; elles sont généralement des infections urinaires bactériennes.

Entre le premier et le sixieme mois suivant la greffe, du fait de l'influence des
traitements prophylactiques, ce sont les infections opportunistes et les réactivations virales
qui prédominent. Il est a noter que depuis I'avenement de la prescription des prophylaxies

anti-infectieuses, ce risque d’infection a considérablement diminué.

A partir du sixieme mois suivant la greffe, le traitement immunosuppresseur est

généralement allégé et les infections communautaires courantes prédominent (123) (124)

(Figure 13).
Infections
communautaires
Infections Infections

* nosocomiales !

Transplantation 1 mois 6-12 mois Long cours
)
+ Infections
' dérivées
' du donneur

opportunistes

Figure 13 — Evolution de la nature du risque infectieux aprés transplantation rénale

(M.F. Mamzer-Bruneel, 2012)

C. Autres complications liées a la transplantation rénale

Outre les rejets et les pathologies infectieuses, la transplantation rénale est sujette a

de nombreuses autres complications.

Bien que la technique chirurgicale de transplantation rénale, mise au point depuis

1952, est a I'heure actuelle maitrisée, les premiéres complications pouvant survenir sont
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chirurgicales. Elles peuvent se manifester par une sténose voire une thrombose d’une artere
rénale, un lymphocele ou un hématome. Elles peuvent altérer la fonction du greffon mais ne
nécessitent pas toujours une ré-intervention. Elles sont cependant sources de prolongation

d’hospitalisation.

Il faut aussi prendre en compte le risque de complications cardio-vasculaires et
métaboliques chez les patients greffés rénaux. La maladie cardio-vasculaire est la premiére
cause de mortalité chez les receveurs d’allogreffe rénale. En effet, les patients transplantés

rénaux présentent un risque cardio-vasculaire 5 fois plus élevé que la population générale.

Entre 60 et 85% des patients greffés souffrent d’hypertension artérielle (HTA), qui est
a surveiller attentivement car pouvant impacter négativement le pronostic de survie du
greffon. Par ailleurs, la dyslipidémie concerne 2/3 des patients et concoure aussi au risque de

survenue de maladies cardio-vasculaires.

La principale complication métabolique post-transplantation est la survenue d’un
diabete de novo. On estime l'incidence entre 10 a 20% dans I'année suivant la transplantation.
Il peut aussi impacter négativement le pronostic de survie du greffon et augmenter le risque

cardio-vasculaire (126).

Plusieurs études ont mis en évidence le fait que le risque de survenue d’un cancer chez
un patient transplanté est multiplié par quatre. Cela peut étre expliqué en partie par
I'inhibition du systéme immunitaire due aux traitements immunosuppresseurs, ainsi que par
la susceptibilité de ces patients aux infections virales dont certaines peuvent étre a |'origine
d’'un processus carcinogéne. Les patients greffés rénaux sont notamment sujets aux
syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation qui concernent entre 1 a 2% des patients
dans les 5 ans suivant la greffe. L'infection par I'Epstein Barr Virus (EBV) jouerait un réle
déterminant. C'est pourquoi leur prévention repose sur la modulation du traitement

immunosuppresseur et la surveillance des infections et réactivations a EBV (128).

Il ne s’agit pas d’un résumé exhaustif de I'ensemble des complications des

transplantations rénales et seules les principales viennent d’étre citées. Bien entendu, de
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nombreuses autres peuvent survenir telles que les complications digestives, la récidive de la

maladie rénale initiale, les complications osseuses ou bien encore les maladies hépatiques.

D. Immunomodulation en transplantation rénale

I. Généralités sur les principes du traitement immunosuppresseur

La transplantation d’organe est une opération qui entraine une stimulation importante
du systéme immunitaire pouvant conduire a un rejet de la part de I'organisme. Afin de
prévenir cela, un traitement antirejet a base d’'immunosuppresseurs est administré au patient
afin de limiter voire inhiber la réaction immunitaire. L'immunosuppression est nécessaire au
moment de la transplantation pour éviter le rejet immédiat du greffon mais également au
long cours afin de prévenir le rejet chronique. Le traitement est généralement suivi a vie, et
en I'absence de traitement immunosuppresseur, le rejet de greffe allogénique est inévitable

(126).

L'enjeu de I'lmmunomodulation du patient transplanté consiste a assurer une
immunosuppression suffisante de fagon a éviter les rejets, mais non excessive afin de limiter
le risque de complications infectieuses. Il existe différents protocoles d’'immunosuppression
qui sont choisis en fonction des caractéristiques du receveur (age, risque infectieux, risque
immunologique) et des caractéristiques du donneur (qualité du greffon, risque
immunologique, risque infectieux). Il est essentiel pour ce type de prise en charge, de s’assurer
de I'observance du patient, d’assurer un suivi pharmacologique des molécules administrées

et de s’assurer de I'absence d’interactions médicamenteuses (126).

Il. Traitements immunosuppresseurs

La plupart des traitements immunosuppresseurs utilisés chez les patients greffés
rénaux ciblent la population lymphocytaire T. Dans de rares cas, des immunosuppresseurs

ciblant les lymphocytes B y sont associées ; comme par exemple le Rituximab.
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On distingue différentes classes d’immunosuppresseurs ayant des mécanismes

d’action différents (Figure 14) :

- Les corticostéroides. IIs ont une action anti-inflammatoire en inhibant la synthese de
cytokines par les macrophages, et une action immunosuppressive en diminuant

I'activité des cellules mononuclées.

- Les inhibiteurs de la calcineurine : Ciclosporine (Néoral®) et Tacrolimus (Prograf®,
Advagraf®, Envarsus®, Adoport®). Ils empéchent I'action de la calcineurine qui est
une phosphatase. Cela empéche alors la déphosphorylation du facteur de
transcription NFAT, la translocation nucléaire de ce dernier et la stimulation du
promoteur du gene de l'interleukine IL-2.

Il s’agit de molécules ayant une importante néphrotoxicité ; d’autant que le Tacrolimus
(notamment en association avec I’acide mycophénolique) augmente l'incidence de la

néphropathie a BKV (129) (130).

- Les anti métabolites: mycophénolate mofetil (Cellcept®) et I’aziathoprine
(Immurel®). lls empéchent la prolifération cellulaire en inhibant la synthése des bases
puriques. L'acide mycophénolique est 'une des molécules antiprolifératives la plus

utilisée.

- Les inhibiteurs de mMmTOR (mammalian Target Of Rapamycine): Sirolimus
(Rapamus®), Everolimus (Certican®). Ils interagissent avec la kinase mTOR et bloque
la transduction du signal de prolifération cellulaire déclenchée par la fixation de I'IL-2

sur son récepteur.
- Les anticorps polyclonaux : Thymoglobuline®. IIs sont obtenus par immunisation d’un
animal avec des lymphocytes T ou des thymocytes humains. Ills induisent une

immunodépression majeure et prolongée avec une lymphopénie profonde et durable.

- Les anticorps monoclonaux : Basiliximab®. |l s’agit d’'un anticorps monoclonal

humanisé dirigé contre la chaine a du récepteur IL-2.
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- L’inhibiteur du signal de co-stimulation : Betalacept (Nulojix®). Il bloque I'interaction
de la partie CD80/CD86 des cellules présentatrices d’antigénes aves avec la molécule

CD28 des lymphocytes T (129).

Mécanisme d’'action des immunosuppresseurs
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Figure 14 — Mécanisme d’action des immunosuppresseurs

(Issu de pharmacomedicale.org, 2010)

Ill. Stratégies d’'immunosuppression

Les stratégies d’adaptation des traitements immunosuppresseurs ont
considérablement évolué depuis les années 50. L'amélioration de la préparation
immunologique du receveur et la découverte de nouvelles molécules immunosuppressives a

permis une nette évolution de la prise en charge des patients greffés rénaux (129) (Figure 15).
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Figure 15 — Amélioration de la survie du greffon a un an, paralléelement a la découverte des différents

immunosuppresseurs

(Hertig, 2006)

Il existe deux étapes dans la stratégie d'immunosuppression des patients greffés rénaux :

- Traitement d’induction. Il est instauré au cours de |'opération chirurgicale de

transplantation afin de diminuer la réponse immune du receveur. Il permet de

diminuer le risque de rejet aigu et de reprise retardée de fonction du greffon. Il se fait

a l'aide d’anticorps monoclonaux (Basiliximab) ou polyclonaux. En cas de risque

immunologique élevé, les anticorps polyclonaux seront privilégiés.

- Traitement d’entretien. |l a pour objectif la prévention des rejets sur le long terme.

Le

schéma de référence associe un inhibiteur de la calcineurine (Tacrolimus ou

ciclosporine), un anti prolifératif (acide mycophénolique) et des corticoides.
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE
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1. Contexte et objectifs

Le Torque Teno virus est un virus de découverte récente ayant une forte prévalence dans
la population générale. Son mode d’interaction avec ses hdtes et son implication directe dans

I’étiologie de maladies spécifiques n’ont pas encore été élucidées.

Plusieurs travaux ont mis en évidence le fait que la charge virale du TTV reflete
'immunocompétence de I'h6te. Chez les patients greffés rénaux, on constate une forte
prévalence du TTV et, un lien entre la charge virale du TTV et la survenue de certaines
complications telles que le rejet de greffe et les infections. Ce qui en fait un marqueur

potentiel de la surveillance immunitaire des patients greffés rénaux.

Deux études ont cherché a déterminer s’il existe une corrélation entre I'infection a BKV et

I'infection a TTV mais les résultats obtenus sont pour I'instant contradictoires.

Le CHU de Caen bénéficie d’'une importante cohorte de patients greffés rénaux, a raison

d’'une moyenne de 120 greffes de rein par an.

L’objectif de cette étude préliminaire était d’étudier la cinétique de réplication du TTV
dans une cohorte de patients greffés rénaux au CHU de Caen. Le deuxiéme objectif de cette
étude était de déterminer s’il existe une corrélation entre les charges TTV (sanguines et/ou
urinaires) et la survenue de complications infectieuses (infections bactériennes et/ou
fongiques, primo-infections et réactivations virales) chez les patients greffés rénaux du CHU

de Caen.

L’objectif secondaire était de déterminer s’il existe une corrélation entre les charges TTV

et les charges BK chez les patients greffés rénaux du CHU de Caen.
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2. Matériels et méthodes

A. Population de I'étude

Les patients inclus dans cette étude rétrospective sont des patients ayant recu une greffe
de rein au CHU de Caen entre le 01 janvier 2019 et le 01 juin 2019. Les criteres d’inclusion

étaient les suivants :

- Age>18ans.
- Greffe de rein au sein du CHU de Caen entre le 01 janvier 2019 et le 01 juin 2019.

- Suivi de greffe de rein réalisé au sein du CHU de Caen.

Sachant qu’en moyenne 120 greffes de rein sont effectuées au CHU de Caen chaque
année, nous avions fixé un objectif d’inclusion de 40 patients avec une cible totale de 60

patients sur une période de 6 mois.

B. Données recueillies

Pour chaque patient inclus, différentes données ont été recueillies (Annexe 1).

Des informations sur le type de thérapie immunosuppressive, sur les posologies et sur les
concentrations plasmatiques ont été prises. Les modifications de traitement au cours de
I'année suivant la greffe ont également été consignées. Il est important de connaitre le type
de traitement et de suivre les concentrations plasmatiques des différents médicaments
immunosuppresseurs administrés aux patients durant la période de I'étude car il s’agit de

parametres pouvant avoir une influence sur la virémie et/ou la virurie TTV (97) (98) (100).

Par ailleurs, le type de donneur a également été relevé (donneur vivant / donneur décédé).
Les affections cérébrales du donneur peuvent impacter les niveaux de charges virales TTV

(102).

Les sérologies suivantes ont été réalisées avant I'inclusion et la greffe de chaque patient :

VIH, VHB, VHC, EBV, CMV. Outre le fait que le résultat de ces sérologies conditionne la greffe
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et/ou le suivi clinique post-transplantation, on sait que les taux de prévalence TTV sont plus
élevés chez des patients séropositifs VIH, VHB et/ou VHC (56) (134). C’est pourquoi il est

important de relever ces informations.

Tous les comptes rendus de consultation de suivi post-greffe ont été consultés, afin d’y
relever la survenue de certains événements : épisode infectieux, épisodes de rejet, perte de

greffon, autres complications, déces.

C. Echantillons biologiques

Dans le cadre de la réalisation de cette étude, pour chaque patient inclus, des
échantillons d’urines et de sang périphérique (tube EDTA) ont été recueillis le jour de la greffe
(J0), le 7¢ jour (J7), le quatorzieme jour (J14), a 1 mois (M1), a 3 mois (M3), a 6 mois (M6) et a
1 an (M12) post transplantation rénale. Il s’agit d’échantillons recueillis dans le cadre du

protocole BK au CHU de Caen.

Les points de suivi ont été déterminés en se basant sur la cinétique de l'infection a TTV
chez les patients greffés rénaux. En effet, les charges virales subissent des variations
importantes dans le premier mois suivant la transplantation, d’ou la nécessité d’un suivi

rapproché, et se stabilisent a partir du troisieme mois suivant la greffe (96).

Les échantillons sanguins et urinaires ont été conservés congelés a -80°C. Les
détections et quantifications du TTV et du BKV ont été réalisées par la suite a partir de ces

échantillons congelés.

D. Extraction des acides nucléiques

L'extracteur d’acides nucléiques utilisé en vue de la détection des ADN du TTV est
I’'automate EZ1 Advanced XL (Qiagen) avec le kit EZ1 DSP Virus. Il exécute toutes les étapes de
la procédure de préparation de I’échantillon : jusqu’a 14 échantillons par série d’une durée
moyenne de 43 min. Les acides nucléiques purifiés sont obtenus a partir de différents types

d’échantillons dont le sérum, le plasma et les urines.
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La procédure de purification des acides nucléiques se fait grace a I'utilisation de
particules magnétiques. Les échantillons subissent d’abord une protéolyse dans des
conditions dénaturantes et a température élevée, en présence de protéinase K et de tampon
de lyse. Cela permet la digestion des protéines d’enveloppe virale et l'inactivation des
nucléases. Les échantillons lysés sont ensuite mélangés aux particules magnétiques apres
I'ajout d’un tampon de liaison (celui-ci permet de s’assurer de I'adsorption des acides
nucléiques viraux a la surface de la silice). Apres plusieurs lavages permettant I’élimination
des contaminants, les acides nucléiques sont enfin élués dans un tampon d’élution (AVE) (35)

(Figure 16).

Procédure de I'EZ1 DSP Virus

Sérum, plasma, liquide céphalorachidien, milieux de fransport ou urine
prétraitée, sang total, fécés, &chantillons respiratoires ou écouvillons secs

Lyse avec protéinase K
et tampon de lyse

Ajout des particules
magneétiques et du tampon de
licison aux lysats

Fixation des acides
nucléiques aux
particules magnétiques

" Séparation

Magner | magnétique

Lavage avec tampon de
lavage 1, tampon de
lavage 2 puis éthanol

" Séparation
Magnet magnétique

Elution avec tampon d’élution
(AVE)

Acides nucléiques viraux et/ou
ADN bactérien
purs de haute qualité

Figure 16 — Schéma du principe d’extraction des acides nucléiques par I'automate EZ1 Advanced XL de

Qiagen.

(Manuel du Kit EZ1 DSP Virus, 2015)
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Chaque échantillon a été prétraité avant d’étre extrait afin d’optimiser leur extraction
et d’éviter d’éventuels colmatages des embouts lors du run. Suivant les recommandations du
fabricant, les échantillons d’urines ont été dilués au % dans du tampon ATL: 300uL de
prélevement + 100uL de tampon ATL. Les échantillons de sang EDTA ont été dilués au % dans

du tampon ATL : 200puL de prélevement + 200uL de tampon ATL.

A chaque série d’extraction, un témoin d’extraction était utilisé ; celui-ci correspondait

a 400uL d’eau.

Lors de I'extraction, comme indiqué dans les recommandations du fabricant, chaque
échantillon prétraité ainsi que les témoins d’extraction étaient additionnés a 12uL de contrdle
interne (IC2), 3,6uL de carrier (entraineur d’acides nucléiques) et 44,4l de tampon AVE. Le

volume final d’élution était de 60uL.

Les extraits étaient analysés de suite ou conservés a -20°C jusqu’a analyse.

E. Trousse PCRTTV

La détection et la quantification de I’ADN des TTV a été faite a 'aide de la trousse
commerciale TTV R-Gene® (Biomérieux). Les amorces et la sonde utilisée dans cette trousse

sont spécifiques d’une séquence de 128 pb de la région 5’UTR des TTV (région conservée).

Cette trousse permet de réaliser une PCR quantitative en temps réel a I'aide d’une
sonde d’hydrolyse TagMan. La PCR quantitative est une technique permettant de dupliquer
en grand nombre une séquence d’acides nucléiques a I'aide d’amorces spécifiques de cette
séquence, en réalisant des cycles de dénaturation, hybridation et élongation. A chaque cycle,
des produits d’amplification sont générés ; et ces derniers sont a leur tour amplifiés aux cycles
suivants. La technique en « temps réel » permet de suivre la quantité d’acides nucléiques

amplifiée a chaque cycle.

L'utilisation d’une sonde d’hydrolyse permet d’accroitre la spécificité de cette
technique. La sonde TagMan est constituée d’un oligonucléotide avec un fluorophore
(reporter) attaché de maniére covalente a son extrémité 5’ et avec un désactivateur (ou

quencher) attaché a son extrémité 3’. Le fluorophore (reporter) utilisé dans cette trousse est
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le 6-carboxyfluorescéine (FAM). Le quencher inhibe la fluorescence émise par le reporter tant
qgue les deux sont a proximité. Au cours du cycle d’amplification, la sonde TagMan s’hybride
sur une région spécifique de la séquence a amplifier. C'est lors de I’élongation, que la Tag
polymérase dégrade la sonde par activité 5’ — 3’ exonucléase et libére le reporter (qui est ainsi
éloigné du quencher). Il y a alors émission de fluorescence et c’est la quantification de cette

fluorescence qui permet de déterminer la quantité d’acides nucléiques. (Figure 17).
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T...? :sonde TagMan ,I: sonde hydrolysée avec suppresseur s ADN double brin cible

o

LF sonde hydrolysée avec fluorochrome stimulé : amplicon : amorce
Figure 17 — Schéma du principe de fonctionnement de la sonde TagMan.

(Poitras & Houde, 2002)

La trousse PCR comprend :

- Un mix d’amplification prét a I'emploi qui comprend des désoxyribonucléotides
(dNTPs), du tampon d’amplification, de la Taq polymérase, des amorces et des sondes
spécifiques des TTV et du contréle interne.

- Del'eau de qualité biologie moléculaire (WO0). Elle sert de témoin négatif et permet de
s’assurer de I'absence de contamination.

- Ducontréle interne (IC2) qui correspond a de I’'hexachlorofluorescéine (HEX). Il permet
de validation I'extraction et I'absence d’inhibiteurs de PCR au sein de I’échantillon.

- Des standards de quantification (QS1, QS2, QS3 et QS4). Chaque standard contient un
plasmide spécifique des TTV (spécifique du génome du TTV-8). La gamme s’étend de
5000 copies/uL (QS1) a 5 copies/uL (QS4). Le QS3 contient 500 copies de plasmide ADN

par PCR et peut étre utilisé comme témoin positif.
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- Du témoin de sensibilité (SC). Il contient 1 copie de plasmide ADN (TTV) par pL. Il est

utilisé pour vérifier les performances de I'amplification.

F. Thermocycleur Rotorgene Q

Pour cette étude, I'automate utilisé pour I'amplification de I’ADN TTV est le Rotor-
Gene Q (Qiagen) (Figure 18). L’automate permet une rotation centrifuge des échantillons
(jusqu’a 400 tours par minute) ; ce qui lui permet de maintenir tous les échantillons a la méme

température pendant un cycle thermique et d’assurer une uniformité optique.

Il peut lire jusqu’a 4 fluorophores et analyser jusqu’a 72 échantillons par série PCR.

Chamber Detection Filters
Airflow

PMT
Detector

Tubes in Rotor

Spin Past Optics LED Light

Source

Figure 18 — Photo de I'automate Rotor-Gene Q

(Qiagen.com)

Pour effectuer la réaction d’amplification, on a additionné 15uL de mix d’amplification
a 10uL d’échantillons (extraits ADN, standards de quantification : QS, témoin de sensibilité,

témoins d’extraction, et blanc de PCR).

Lors de cette étude, le programme d’amplification utilisé comprenait une premiére
phase d’activation de la Taq polymérase de 15 min a 95°C puis, 45 cycles de 2 étapes: 10

secondes de dénaturation a 95°C et 40s d’élongation/hybridation a 60°C.
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Les standards de quantification (QS), le témoin de sensibilité (SC) et la cible virale ont

une longueur d’onde de lecture de 530nm et sont détectés sur le canal GREEN (FAM). Les

contréles internes (IC2) ont une longueur d’onde de lecture de 560nm et sont détectés sur le

canal YELLOW (HEX).

G. Criteres de validation de la PCR

Pour valider une série de PCR, il faut qu’un certain nombre de critéres soient

respectés :

Aspect des courbes d’amplification et détermination du cycle seuil correspondant au
point d’inflexion des courbes (CT).

Absence de détection du blanc (WO0) sur les canaux GREEN et YELLOW. En cas de
présence d’une courbe d’amplification, on peut soupconner une contamination.
Amplification du témoin d’extraction (IC2WO0) sur le canal YELLOW : CT < 32. En cas de
non-détection de ce témoin, on peut soupconner une extraction non réussie.
Amplification des échantillons (IC2sample) sur le canal YELLOW : CT [IC2sample] < CT
[IC2WO0] + 3 cycles. En cas de non-respect de ce critére, on peut soupgonner que
I’échantillon est inhibé.

Absence de détection du témoin d’extraction (IC2WO0) sur le canal GREEN. En cas de
présence d’une courbe d’amplification, on peut soupconner une contamination.
Amplification des standards de quantification (QS1, QS2, QS3 et QS4) sur le canal
GREEN : 26 < CT[QS3] < 32.

Efficacité de la réaction comprise entre 0,8 et 1,1.

Si'ensemble de ces critéres sont respectés, la série de PCR peut étre analysée.

H. Recueil de données

Pour chacun des patients inclus, nous avons recueillis des données administratives,

cliniques et biologiques. Les données biologiques ont été récoltées a I'aide du logiciel DxLab

(MEDASYS®), qui est le systeme informatisé des laboratoires. Les données cliniques et
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administratives ont été récoltées a l'aide du logiciel REFERENCE®, qui est le systéme

d’information hospitalier du CHU de Caen.

I. Analyse statistique

®
Le logiciel XL STAT a été utilisé pour I'analyse statistique (Test de Mann Whitney et Test
de corrélation de Pearson pour les variables continues). Un résultat p < 0,05 était considéré

comme significatif.
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3. Résultats

A. Caractéristiques de la population étudiée

Durant la période d’inclusion, 56 patients ont bénéficié d’une greffe de rein au CHU de

Caen mais seuls 21 patients ont été inclus.

Au total, 35 patients ont été exclus : 9 patients pour lesquels le suivi clinique n’a pas été
réalisé au CHU, 11 patients pour lesquels aucun prélévement sanguin et/ou urinaire n’a été
réalisé pour la virologie dans le mois suivant la transplantation, 3 patients pour lesquels plus
de 3 couples d’échantillons sang/urine étaient introuvables dans la théque du laboratoire de
virologie et 12 patients pour lesquels on a eu une rupture du suivi clinique supérieure a 3 mois
pendant I'année suivant la transplantation rénale. Les ruptures de suivi clinique sont pour la

plupart attribuables a la période COVID-19 (Figure 19).

56 greffés rénaux

— 9 suivis hors CHU

47 patients

11 pour lesquels absence de prélévements
réalisés avant M1

_

36 patients

\ 3 échantillons non retrouvables en theque

33 patients

———» 12 pertes de suivi

21 patients

Figure 19 — Schéma de l'inclusion des patients

Au total, 21 patients ont été inclus et 35 patients ont été exclus par rupture de suivi clinique et/ou biologique

au CHU de Caen.
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La population étudiée est donc composée de 21 patients agés de 18 a 83 ans

(moyenne = 52,86 ans, médiane = 57 ans). Le sexe ratio est de 2,0 (Tableau 1).

Parmi les 21 patients inclus, 3 ont recus un rein issu de donneur vivant, tandis que 18

ont regu un rein issu de donneur décédé.

A la suite de la greffe, 15 patients se sont fait prescrire comme traitement
immunosuppresseur d’entretien I'association Tacrolimus, acide mycophénolique et
prednisone. Quatre patients avaient comme traitement de la Ciclosporine associée a |'acide

mycophénolique et a la prednisone.

Tous les patients étaient séronégatifs VIH et VHC au moment de la greffe (JO) et a
M12 (1 an post-greffe). 12 patients étaient séronégatifs a CMV et 9 patients étaient

séropositifs a CMV a JOo.
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R Type de Profil CMV
Age Sexe Traitement immunosuppresseur
donneur donneur/receveur
Patient 1 22 M Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone -/+
Patient 2 42 M Vivant Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone -/-
Patient 3 26 M Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone +/-
Patient 4 53 F Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone +/+
Patient 5 38 F Vivant Everolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone -/-
Patient 6 33 M Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone -/+
Patient 7 57 F Décédé Ciclosporine / Acide Mycophénolique / Prednisone +/+
Patient 8 52 M Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone +/-
Patient 9 18 M Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone +/-
Patient 10 40 M Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone -/+
Patient 11 61 M Vivant Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone +/+
Patient 12 31 F Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone -/-
Patient 13 73 F Décédé Ciclosporine / Acide Mycophénolique / Prednisone +/-
Patient 14 83 M Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone -/-
Patient 15 70 F Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone +/-
Patient 16 71 M Décédé Ciclosporine / Acide Mycophénolique / Prednisone +/-
Patient 17 69 M Décédé Ciclosporine / Acide Mycophénolique / Prednisone -/-
Patient 18 57 M Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone +/+
Patient 19 70 F Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone +/+
Patient 20 74 M Décédé Tacrolimus / Everolimus / Prednisone -/-
Patient 21 70 M Décédé Tacrolimus / Acide Mycophénolique / Prednisone -/+

Tableau 1 - Caractéristiques de la population étudiée

Pour chaque patient, sont rapportés I'dge, le sexe, le type de donneur d’organe (vivant/décédé), le traitement

immunosuppresseur ainsi que le profil CMV donneur/receveur.
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B. Détection du TTV

Sur les 21 patients inclus, 143 couples d’échantillons sang/urines ont été recueillis.
Des couples d’échantillons étaient manquants pour 3 patients : Le patient 12 pour lequel il
manquait les échantillons JO, le patient 13 pour lequel il manquait les échantillons J7 et J14, le

patient 18 pour lequel il manquait les échantillons M12.

Sur 143 échantillons plasmatiques analysés, une virémie TTV a été détectable pour
93 d’entre eux (65,03%). Sur 143 échantillons urinaires analysés, une virurie TTV a été

détectable pour 78 d’entre eux (54,55%) (Figure 20).

21 patlents
|nclus
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Figure 20 — Détection du TTV dans les échantillons biologiques des 21 patients inclus.

Sur les 21 patients inclus, 143 couples d’échantillons sang/urines ont été recueillis. Des couples d’échantillons

étaient manquants pour 3 patients : Le patient 12 pour lequel il manquait les échantillons JO, le patient 13 pour

lequel il manquait les échantillons J7 et J14, le patient 18 pour lequel il manquait les échantillons M12.

A JO, le TTV a été détecté dans le sang et les urines de, respectivement, 44,44% et
33,33% des patients. Tandis qu’a M12, le TTV a été détecté dans le sang et les urines de
respectivement, 77,78% et 72,22% des patients (Tableau 2).



PCR TTV positives (sg) (%) PCR TTV positives (ur) (%)
JO 44,44% 33,33%
17 44,44% 33,33%
J14 44,44% 33,33%
M1 55,56% 38,89%
M3 77,78% 66,67%
M6 77,78% 66,67%
M12 77,78% 72,22%

Tableau 2 - Pourcentages de PCR TTV positives au cours du suivi

Les pourcentages ont été calculées a partir des données des 18 patients pour lesquels aucun échantillon n’était

manquant, afin de pouvoir effectuer une comparaison au cours du suivi.

Jusqu’a présent, aucune étude n’a cherché a détecter le TTV dans les urines de
patients transplantés rénaux, nous ne pouvons pas comparer ces résultats. Herrman et al.,
(2018) ont détecté du TTV dans 84,6% et 66,6% respectivement des échantillons plasmatiques
et urinaires d’une cohorte de 136 patients transplantés hépatiques recueillis en moyenne 10

ans apreés la greffe (118).

C. Charges virales quantifiées

Les charges virales moyennes des 143 échantillons plasmatiques étaient de 2,80 +/-
2,50 log cp/mL, avec des charges comprises entre indétectable et 8,43 log cp/mL. Les charges
virales moyennes des 143 échantillons urinaires étaient de 1,38 +/- 1,67 log cp/mL, avec des

charges comprises entre indétectable et 6,21 log cp/mL.

Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus, avec la méme trousse TTV R-gene®,
par Solis et al., (2017), qui ont déterminé des charges virales plasmatiques TTV moyennes de
2,89 log cp/mL dans une cohorte de 70 patients greffés rénaux (131). Fernandez-Ruiz et al.,
(2019) ont relevé des charges virales plasmatiques TTV moyennes de 2,9 +/- 1,6 log cp/mL

dans une cohorte de 221 patients greffés rénaux (132).
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Les charges virales TTV sanguines et urinaires semblent suivre une cinétique similaire.

On observe une augmentation des charges virales lors des premiers mois suivant la

transplantation avec un pic a M3, puis une stabilisation (Tableau 3) (Figure 21).

Charges sanguines TTV Charges urinaires TTV
(Log cp/mL) (Log cp/mL)
(Moyenne +/- écart-type) (Moyenne +/- écart-type)

JO 1,61+/-2,11 0,68 +/-1,34
17 1,80 +/-2,24 0,79 +/- 1,56
J14 1,55 +/- 2,07 0,68 +/- 1,09
M1 2,07 +/- 2,26 0,85 +/-1,27
M3 3,46 +/- 2,60 1,61+/-1,71
M6 3,60 +/- 2,60 1,75 +/- 1,94
M12 3,58 +/- 2,48 1,89 +/- 1,87

Tableau 3 - Charges virales TTV sanguines et urinaires au cours du suivi

Les moyennes et écart-types ont été calculées a partir des données des 18 patients pour lesquels aucun

échantillon n’était manquant, afin de pouvoir effectuer une comparaison entre les patients au cours du suivi.

Charges virales TTV sanguines et urinaires au cours du

suivi
4
—C— =0
3
2
—— - —=0
. /
1
e
0
Jo 17 J14 M1 M3 M6 M12

==@==Charges virales TTV sanguines (log cp/mL)

==@=_Charges virales TTV urinaires (log cp/mL)

Figure 21 — Charges virales TTV sanguines et urinaires au cours du suivi

Le graphique a été réalisé a partir des données des 18 patients pour lesquels aucun échantillon n’était

mangquant, afin de pouvoir effectuer une comparaison entre les patients au cours du suivi.
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Les charges virales TTV sanguines et urinaires sont significativement corrélées

(coefficient de détermination de Pearson : r? = 0,663, p-value < 0,0001) (Figure 22).
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Figure 22 — Corrélation des charges virales TTV sanguines et urinaires

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de
I’étude ont été combiné en nuage de points. La comparaison statistique a été réalisée a I'aide d’un test de
corrélation de Pearson et avec 93 échantillons plasmatiques et urinaires de patients virémiques et/ou

viruriques a TTV.

D. TTV et immunosuppresseurs

Parmi les patients infectés par le TTV, les charges virales plasmatiques étaient
significativement plus élevées chez les patients recevant I'association Tacrolimus, acide
mycophénolique et prednisone (4,51 +/- 1,69 log cp/mL) que chez ceux recevant un autre

traitement immunosuppresseur (3,51 +/- 1,65 log cp/mL) (p-value = 0,009).

Cela concorde avec les résultats obtenus dans 2 études de Schiemann et al., qui
montraient aussi des charges virales TTV significativement supérieures chez les patients

traités par Tacrolimus. (97) (98) (Figure 23)
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Figure 23 — Comparaison des charges virales TTV sanguines selon le traitement immunosuppresseur suivi par

les patients.

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de
I’étude ont été combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un test de Mann-Whitney
et a été réalisée avec 61 échantillons issus de patients virémiques TTV traités par Tacrolimus et avec 32

échantillons issus de patients virémiques TTV traités par d’autres immunosuppresseurs.

Pour les charges virales urinaires, il est observé une différence significative : Elles sont
également plus élevées chez les patients traités par |'association Tacrolimus, acide
mycophénolique et prednisone (2,70 +/- 1,59 log cp/mL) que chez les patients recevant un

autre traitement immunosuppresseur (2,02 +/- 1,08 log cp/mL) (p-value = 0,039) (Figure 24).
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Box plots - Charges TTV urinaires
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Figure 24 — Comparaison des charges virales TTV urinaires selon le traitement immunosuppresseur suivi par

les patients.

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de
I’étude ont été combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un test de Mann-Whitney
et a été réalisée avec 47 échantillons issus de patients viruriques TTV traités par Tacrolimus et avec 31

échantillons issus de patients viruriques TTV traités par d’autres immunosuppresseurs.

On constate une corrélation significative positive entre les Aires Sous Courbe (AUC)
d’acide mycophénolique et les charges virales TTV plasmatiques (coefficient de détermination
de Pearson r? = 0,180, p-value 0,049) (Figure 25). Aucune corrélation n’a été identifiée avec
les charges urinaires. Par ailleurs, nous n’avons pas relevé de corrélation significative entre les
concentrations plasmatiques des autres immunosuppresseurs (Tacrolimus, Everolimus,

Ciclosporine) et les charges TTV (sanguines et/ou urinaires).
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Figure 25 — Corrélation des charges virales sanguines TTV et des aires sous courbes (AUC) du Mycophénolate

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL et les AUC Mycophénolate sont exprimées en mg
par litre par heure. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été combiné en nuage de points.
La comparaison statistique a été réalisée avec un test de corrélation de Pearson et avec 22 échantillons issus de

patients virémiques TTV traités par Acide mycophénolique.

E. Corrélation entre les charges virales TTV et la survenue d’événements infectieux

L'un des objectifs de cette étude était d’évaluer I'utilité potentielle du suivi des
charges virales TTV comme marqueur prédictif de la survenue d’infections chez des patients
greffés rénaux. Pour ce faire, nous avons cherché a déterminer s’il y a ou non une corrélation
entre les charges virales TTV a un point de suivi donné et la survenue d’événements infectieux
jusgu’au point de suivi suivant. (Exemple : la charge virale sanguine TTV a J14 peut-elle étre
associée a la survenue d’infections entre J14 et M1 ? La charge virale urinaire TTV a M3 peut-
elle étre associée & la survenue d’infections entre M3 et M6 ?). Etaient considérées comme
infections toutes les affections bactériennes, fongiques ou parasitaires documentées et
nécessitant un traitement anti-infectieux et/ou une modification de la thérapie

immunosuppressive ; ainsi que les primo-infections et réactivations virales.
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On compte au total 33 échantillons issus de patients virémiques TTV (J0O, 17, J14, M1,
M3 ou M6) ayant fait une infection et 43 échantillons issus de patients virémiques TTV (J0, J7,
114, M1, M3 ou M6) n’ayant pas fait d’infection. Un échantillon (M6 du patient 18) ne sera pas
pris en compte dans I'analyse statistique car les données cliniques correspondantes sont

manquantes.

Au cours du suivi, 19 patients ont fait au moins 1 épisode infectieux dans I'année
suivant la transplantation rénale et on recense un total de 42 épisodes infectieux ; dont 33

épisodes survenus chez des patients virémiques et/ou viruriques a TTV.

Les résultats obtenus ont montré que les taux de charge virale sanguine TTV, tous
points de suivi confondus, étaient significativement plus élevés avant la survenue d’infections
(4,20 +/- 1,94 log cp/mL) que les taux de charge virale sanguine des patients n’ayant pas fait

d’infection (3,13 +/- 1,34 log cp/mL) (p-value = 0,029) (Figure 26).
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Figure 26 — Comparaison des charges virales TTV sanguines selon la survenue d’événements infectieux

(Tous points de suivi confondus)

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de
I’étude ont été combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-
Whitney et a été réalisée avec 33 échantillons issus de patients virémiques TTV ayant fait une infection et 43

échantillons issus de patients virémiques TTV n’ayant pas fait d’infection.
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On compte au total 20 échantillons issus de patients viruriques TTV (JO, J7, J14, M1,
M3 ou M6) ayant fait une infection et 42 échantillons issus de patients viruriques TTV (J0, J7,
114, M1, M3 ou M6) n’ayant pas fait d’infection. Un échantillon (M6 du patient 18) ne sera pas
pris en compte dans I'analyse statistique car les données cliniques correspondantes sont

manquantes.

L'analyse des charges urinaires ne montre aucune différence significative entre celles
correspondant a des patients ayant fait des infections (2,62 +/- 1,60 log cp/mL) et celles

correspondant a ceux n’ayant pas fait d’infection (2,51 +/- 1,41 log cp/mL) (p-value = 0,315)

(Figure 27).
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Figure 27 — Comparaison des charges virales TTV urinaires selon la survenue d’événements infectieux
(Tous points de suivi confondus)

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de
I’étude ont été combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-
Whitney et a été réalisée avec 20 échantillons issus de patients viruriques TTV ayant fait une infection et 42

échantillons issus de patients viruriques TTV n’ayant pas fait d’infection.

La réalisation d’une courbe de ROC, avec I'ensemble des échantillons sanguins de JO
a M6, a permis la détermination de seuils cut-off. Dans I'année suivant la transplantation

rénale, le premier seuil défini indique qu’une virémie TTV supérieure a 5,38 log cp/mL serait
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prédictive de la survenue d’épisodes infectieux avec une sensibilité de 26,92% et une
spécificité de 99,80% (Indice de Youden : 0,269, Overall Accuracy : 0,672). Le deuxieéme seuil
défini est de 1,98 log cp/mL avec une sensibilité de 88,46% et une spécificité de 21,88% (Indice
de Youden : 0,103, Overall Accuracy : 0,517). Ces résultats contrastent avec ceux obtenus par

d’autres études (Tableau 3).

Cut-off
Durée
Taille de virémie | Sensibilité | Technique de
Type de du
Type d’étude la TTV - quantification | Référence
transplantation suivi
cohorte (log Spécificité utilisée
(Jours)
cp/ml)
90%
TTV R-Gene
Rein Prospective 221 365 >3,1 - (132)
Biomérieux®
31%
PCR
90%
« Maison »
Rein Prospective 124 269 >9,5 - (96)
(Maggi et al.,
20%
2003)
PCR
54%
« Maison »
Poumon Rétrospective 31 720 >9,3 - (138)
(Maggi et al.,
91%
2003)
PCR
87%
197 - « Maison »
Poumon Prospective 143 >9,2 - (139)
1612 (Maggi et al.,
71%
2003)

Tableau 3 - Liste des articles pour lesquels une analyse de courbe ROC a été faite afin de déterminer un cut-

off de virémie TTV pour prévenir les événements infectieux.

I. Infections bactériennes

Au cours du suivi, on recense 27 épisodes d’infections bactériennes dont 19 épisodes
ayant eu lieu chez des patients virémiques et/viruriques TTV (17 infections urinaires, 1
infection digestive et 1 bactériémie). On ne constate pas de différence significative entre les

taux de charges virales sanguines et urinaires TTV avant la survenue d’infections bactériennes

85



et les taux de charges virales quand il ne survient pas ce type d’infections (p-value = 0,790

pour les charges virales sanguines, p-value = 0,602 pour les charges virales urinaires).

Il. Infections virales

Sur la période de I'étude, 3 primo-infections et 2 réactivations CMV, 3 réactivations
HSV1/2 ou VZV, 8 BK viruries et 7 BK virémies ont été rapportées. Quatorze épisodes
d’infections virales ont eu lieu chez des patients virémiques et/ou viruriques a TTV. Nous
n’avons relevé aucune différence significative entre les taux de charges virales sanguines
et/ou urinaires TTV avant la survenue de ces primo-infections ou réactivations et les taux de

charge lorsqu’il n’y avait pas ce type d’infection.

Au total, il y a 14 couples d’échantillons sang/urine qui correspondaient a des
patients virémiques TTV et viruriques BK. Les charges virales BK et TTV pour ces échantillons
tendent a étre corrélées (p-value = 0,418) (Figure 28). Dans la littérature, une seule étude
rapporte une corrélation entre les charges virales sanguines TTV et les charges urinaires BK ;

il s’agissait d’'une cohorte de patients transplantés hépatiques (118).

(log cp/mL)

E=Y wv [e)] ~N
[ )
o

Charges virales sanguines TTV

Charges virales urinaires BK
(log cp/mL)

Figure 28 — Corrélation des charges virales TTV sanguines et des charges virales BK urinaires

Les charges virales TTV et BK sont exprimées en log copies par mL. L’'ensemble des charges virales des patients
de I’étude ont été combiné en nuage de points. La comparaison statistique a été réalisée avec 14 échantillons

plasmatiques et urinaires de patients virémiques TTV et viruriques BK.
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Ill. Infections fungiques

Sur les 21 patients étudiés, 2 ont fait 1 infection fongique dans I'année suivant la
transplantation rénale. L'un des deux patients étaient virémiques et viruriques a TTV (M1)

avant la survenue de l'infection, avec une charge de 2,71log cp/mL.

F. Corrélation entre les charges virales TTV et la survenue d’événements infectieux selon

les points de suivi

1.J0

Au point de suivi JO (jour de la greffe), on disposait des couples d’échantillons sang/urine de 20
patients dont 10 patients virémiques et/ou 8 patients viruriques. Parmi eux, 4 ont eu un événement

infectieux dans la semaine suivant leur transplantation.

Le patient 1 a fait un sepsis bactérien a points de départ pulmonaire et urinaire ayant nécessité un

traitement antibiotique par Tazocilline pendant 10 jours.
Le patient 13 a fait une infection urinaire a Escherichia Coli.
Le patient 15 a fait une pyélonéphrite aigué du greffon a Escherichia Coli.

Le patient 21 a fait une infection intra-abdominale a Morganella morganii.

L'analyse des échantillons sanguins ne montre pas de différence entre les taux de virémie TTV

selon la survenue ou non d’un épisode infectieux entre JO et J7 (Annexe 2).

L’analyse des échantillons urinaires montrent que les niveaux moyens de virurie des patients ayant
fait une infection entre JO et J7 (3,60 +/- 1,15 log cp/mL) tendent a étre plus élevés que ceux des

patients n’ayant pas fait d’infection (1,64 +/- 1,30 log cp/mL) (p-value = 0,071) (Figure 29).
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Figure 29 — Comparaison des charges virales TTV urinaires a JO selon la survenue d’événements infections

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été
combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-Whitney et a été réalisée avec 3
échantillons de patients viruriques TTV ayant fait une infection et 5 échantillons de patients virémiques TTV n’ayant pas fait

d’infection.

.17

Au point J7, sur les 20 patients dont on disposait des échantillons sanguins et urinaires, 10
étaient virémiques TTV et 8 étaient viruriques TTV. Trois patients virémiques et viruriques ont

fait au moins un épisode infectieux entre J7 et J14.

Le patient 1 a fait une réactivation herpétique 12 jours aprés sa greffe et a été traité par
du Valaciclovir pendant 10 jours. Ses virémie et virurie TTV (J7) étaient, respectivement, de

5,47 log cp/mL et 3,34 log cp/mL.

Le patient 5 a fait une gastro-entérite virale a Norovirus Il diagnostiquée le 12¢ jour post-
greffe et une pyélonéphrite bactérienne a Escherichia Coli diagnostiquée le 13¢ jour. Ses

virémie et virurie TTV (J7) étaient, respectivement, de 2,21 log cp/mL et 1,24 log cp/mL.
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Le patient 18 a fait une pyélonéphrite bactérienne a Enterococcus faecalis le 11 jour post-
greffe. Ses virémie et virurie TTV (J7) étaient, respectivement, de 6,76 log cp/mL et 5,51 log

cp/mL.

La virémie moyenne des patients ayant fait une infection était de 4,81 +/- 2,35 log cp/mL,
tandis que celles des patients n’ayant pas fait d’infection étaient de 3,65 +/- 1,79 log cp/mL.
Les virémies TTV a J7 tendent a étre plus élevées en cas de survenue d’un épisode infectieux

entre J7 et J14 (p-value = 0,188) (Figure 30).

La virurie moyenne des patients ayant fait au moins une infection entre J7 et J14 étaient
de 3,36 +/- 2,14 log cp/mL tandis que celle de ceux n’ayant pas fait d’infections étaient de 2,19
+/- 2,15 log cp/mL. Comme pour la virémie, la virurie tend a étre plus élevée a J7 en cas de

survenue d’épisode infectieux entre J7 et J14 (p-value = 0,274) (Figure 31).
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Figure 30 — Comparaison des charges virales TTV sanguines a J7 selon la survenue d’événements infectieux

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été
combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-Whitney et a été réalisée avec 3
échantillons de patients virémiques TTV ayant fait une infection et 10 échantillons de patients virémiques TTV n’ayant pas

fait d’infection.
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Box plots - Charges TTV urinaires (J7)
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Figure 31 — Comparaison des charges virales TTV urinaires a J7 selon la survenue d’événements infectieux

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été
combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-Whitney et a été réalisée avec 3
échantillons issus de patients viruriques TTV ayant fait une infection et 5 échantillons issus de patients viruriques TTV

n’ayant pas fait d’infection.

. J14

Au point J14, 1 seul patient virémique et virurique TTV a fait un épisode infectieux
entre J14 et M1. Il s’agit du patient 7 qui avaient des charges TTV sanguines et urinaires
respectives de 3,26 log cp/mL et 0,79 log cp/mL. Il a eu une pyélonéphrite a Klebsiella

pneumoniae 3 semaines aprés sa greffe.

IvV. M1

A M1, on comptabilise un total de 13 patients virémiques TTV dont 4 ayant fait au

moins un épisode infectieux entre M1 et M3.

La virémie moyenne des patients ayant fait une infection entre M1 et M3 (3,67 +/- 1,10
log cp/mL) semble plus faible que celle des patients n’ayant pas d’infection (4,23 +/- 1,65log
cp/mL) (p-value = 0,038) (Figure 32).
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Figure 32 — Comparaison des charges virales TTV sanguines a M1 selon la survenue d’événements infectieux

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été
combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-Whitney et a été réalisée avec 4
échantillons issus de patients virémiques TTV ayant fait une infection et 9 échantillons issus de patients virémiques TTV

n’ayant pas fait d’infection.

L’analyse des charges urinaires a M1 ne permet pas la mise en évidence d’une
différence de niveau de virurie entre les patients ayant fait une infection entre M1 et M3 et

ceux n’en ayant pas fait (Annexe 2).

V. M3 et M6

Les analyses des charges virales TTV sanguines et urinaires a M3 et M6 ont donné des
résultats similaires : aucune différence n’a été observée entre les niveaux de charges des
patients selon la survenue ou non d’évenements infectieux (Annexe 3) (Annexe 4) (Annexe 5)

(Annexe 6).
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G. TTV et rejet

Au cours de I'étude, 3 patients ont fait des épisodes de rejet.

Le patient 2 a fait une néphropathie a BK survenue a M7. Il était virémique TTV depuis
M3 (charge virale = 4,09 log cp/mL) et virémique BK depuis M4 (charge virale = 4,08 log
cp/mL). Il aintégré un protocole clinique (BK EVER) et a eu avec 4 cures d'immunoglobulines

IV espacées de 3 semaines.

Le patient 8 a fait un rejet cellulaire aigu de type borderline a M2, pour lequel il a

recu 3 bolis de SOLUMEDROLG®. Il était virémique TTV a M1 avec une charge de 3,52 log cp/mL.

Le patient 17 a fait un rejet cellulaire aigu de grade IA a M2. |l était virémique TTV a

M1 avec une charge virale de 0,87 log cp/mL.
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DISCUSSION
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Les transplantés rénaux sont sujets a différents types de complications, dont notamment
les infections et le rejet de greffe. Les traitements immunosuppresseurs permettent de limiter
le risque de perte du greffon mais ils exposent a un risque accru d’infections. L’enjeu de la

prise en charge de ces patients repose sur la modulation de la thérapie immunosuppressive.

Les Anelloviridae sont des virus émergents, de distribution mondiale et ayant une
prévalence élevée dans la population générale. La virémie TTV semble liée au statut
immunitaire de I'h6te infecté, ce qui fait de ce virus un marqueur potentiel et un outil

prometteur dans le cadre du suivi des patients transplantés rénaux.

Pour cette étude, nous avons inclus 21 patients pour un objectif d’inclusion et une cible
totale de, respectivement, 40 et 60 patients. La majorité des sujets ont été exclus pour rupture
du suivi clinico-biologique. Cela s’explique par le fait que la période d’inclusion de notre étude
se superpose avec la période de I'épidémie COVID 19 pendant laquelle un certain nombre

d’interventions et de consultation ont été déprogrammeées.

La fréquence de détection du TTV sur la totalité des échantillons sanguins était de 65,03%.
Ce résultat est inférieur a celui retrouvé dans la plupart des études réalisées chez les patients
transplantés rénaux avec la méme trousse TTV R-gene®, qui relatent des fréquences de
détection supérieures ou égales a 85% (57) (132). Toutefois, les charges sanguines moyennes
étaient de 2,80 +/- 2,50 log cp/mL et leurs cinétiques concordent avec les résultats obtenus

dans la littérature avec la méme trousse PCR (96) (131) (132).

La limite de détection était de 2,2 log cp/mL dans le sang total et le plasma, ce qui fait que
11,83% des échantillons issus de patientes virémiques TTV avaient des taux de charges
inférieurs a la limite de détection. Nous avons tout de méme choisi d’extrapoler et

d’interpréter ces charges.

La fréquence de détection du TTV sur la totalité des échantillons urinaires était de 54,55%.
Les charges virales moyennes détectées dans les urines étaient significativement plus faibles
que celles détectés dans les échantillons sanguins a tous les points de suivi. Il n’existe aucune

donnée dans la littérature sur les taux de détection et les taux de charge TTV dans les urines
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chez les greffés rénaux. Ces résultats démontrent I'excrétion urinaire du virus et tendent a
laisser penser que les cellules urothéliales ne sont pas un lieu de réplication privilégié de ce
virus ; a l'instar du BKV. Par ailleurs, la mise en évidence d’une corrélation entre les charges
sanguines et urinaires montre que la virurie TTV peut étre considérée comme le reflet de la

virémie.

L’objectif principal de cette étude était de déterminer et évaluer la corrélation entre les
charges virales sanguines et/ou urinaires et la survenue de complications infectieuses dans

une cohorte de patients greffés rénaux au CHU de Caen.

La virémie était significativement plus élevée, tous points de suivi confondus, chez les
patients ayant déclaré une maladie infectieuse. Nous avons pu proposer deux valeurs cut-
off prédictives d’infections : 5,38, log cp/mL (Se 0,27, Sp 0,99, Indice de Youden : 0,269) et
1,98 log cp/mL (Se 0,88, Sp 0,22, indice de Youden : 0,100). Des valeurs seuils avaient déja été
proposées dans différentes études (cf. Tableau 3, page 74) mais seule I'une d’entre elle avait
utilisé la méme technique de quantification que notre étude (132). Fernandez Ruiz et al.,

(2019) ont établi un seuil d’efficacité comparable au notre (Indice de Youden calculé : 0,21).

Bien que la virémie et la virurie semblent suivre une cinétique similaire, nous n’avons pas
relevé de différence entre les taux urinaires TTV des patients ayant eu au moins un épisode
infectieux et ceux n’en ayant pas eu. Cela pourrait étre expliqué par le faible échantillonnage
et le fait que les taux urinaires étaient plus faibles et souvent en-dessous de la limite de
quantification. Il y a 7 couples d’échantillons sang/urine pour lesquels une virémie sans virurie

a été détectée.

Du fait de notre faible échantillonnage, les analyses par type d’infection (bactérienne,
virale ou fongique) n’ont pas permis de mettre en évidence de différence significative de
virémie et/ou de virurie chez les patients ayant eu ou non un épisode infectieux. Nous avons
cependant démontré une tendance a la corrélation des charges sanguines TTV et des charges
urinaires BK. Il s’agit de la deuxieme étude évoquant ce type de corrélation chez des
transplantés d’organes (118) mais de la premiére chez des greffés rénaux. Ce résultat semble
contredire celui d’une étude francaise publiée en 2019 (119) qui a conclu a I'absence de

corrélation entre la virémie TTV et la virurie BK.
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L’analyse par points de suivi a été faite sur de petits échantillons. Elle montre une tendance
a JO et J7 des charges virales sanguines et urinaires a étre plus élevées chez les patients pour
lesquels il est survenu une infection dans la premiére ou la deuxieme semaine suivant la

transplantation.
Au point de suivi J14, le faible échantillonnage ne nous a pas permis de conclure.

A M1, nous obtenons un résultat surprenant. Les charges virales sanguines et urinaires
semblent plus faibles chez les patients pour lesquels il est survenu une infection entre le

premier et le troisieme mois suivant la transplantation.
A M3 et M6, aucune tendance n’a été soulignée.

Ces résultats sont intéressants mais a compléter par une étude sur de plus grands
échantillons. Au vu de ces tendances, le suivi des charges TTV pourrait étre plus adapté a la

prévention des infections survenant dans le premier mois post-transplantation.

Pour conclure, les résultats de cette étude sont préliminaires et devront étre complétés
par ceux d’une étude prospective incluant un plus grand nombre de patients. Il serait alors
intéressant de déterminer des valeurs seuil de virémie et virurie prédictives de complications

infectieuses pour chaque point de suivi et pour chaque type d’infection.

La variabilité de ce virus étant importante, il serait pertinent d’étudier la prévalence des
différents génotypes dans la population de greffés rénaux au CHU de Caen et de déterminer

si certains sont associés a un sur-risque de survenue de complications infectieuses.

La perspective du suivi de ce virus chez des patients greffés rénaux semble prometteuse.
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Annexes

Annexe 1 - Cahier de recueil de données

A-

Rensegnements CLINIQUES

I- DEMOGRAPHIE DU PATIENT

1. Initiales : Nom (1% lettre) - Prénom (1¢® ]
lettre) T
2. Date de naissance (mm/aaaa) | | 1/19]__|_|
3. Sexe [ JHomme [ ]Femme
ANTECEDENT D’INTERET
4. Diabete sucré OuI[] NON [] NR[]
II-  INFORMATION SUR LA TRANSPLANTATION RENALE EN COURS
5. Nombre de transplantations rénale(s)
|__|
réalisée(s)
6. Maladie causale ayant motivé la
transplantation [JND [NV [JU
(Nephropathie diabétique : ND ; Nephropathie
vasculaire : NV ; Urologique : U ; Glomérulonéphrite : Clen A [
GN ; Autre : A ; Inconnu : )
7. Date de transplantation (Si plusieurs
transplantations, veuillez renseigner la date Y /2 A A /2 O O
de la derniére transplantation)
8. Age du donneur (années) [ |
9. Profil CMV donneur []cmy + []cmy -
10. Profi CMV receveur au moment de la
[]cmy + []cmy -
greffe
11. Profil sérologique VIH du receveur au
[ IVIH + [ VIH -
moment de la greffe
12. Profil sérologique VHC du receveur au
[ JVHC + [ JVHC-
moment de la greffe
13. Profil sérologique EBV du receveur au [ ]VCAG
[ ]JEBNA + [ ]VCAM +
moment de la greffe +
14. Profil sérologique VHB du receveur au [ ]Ac [ JAcanti
[ ]AgHBS +
moment de la greffe antiHBc + | HBs +
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15. Type de don d’organe

[ ] Donneur
Donneur | 3 cceurs

cadavérique | .
vivant arrétés

[] [ ] Donneur

16. Poids du receveur (kg)

17. Traitement
d’'immunosuppression administré lors

de la greffe

[ ] Thymoglobuline

[ ]AR-IL2

[ ]Alentuzumab

[ ]Belatacept

[ ] Tacrolimus

[ ]Mycophenoate mofétil
[]Acide Mycofénolique
[ ] Ciclosporine
[]Sirolimus
[_]Everolimus
[]Azathioprine

[ ] Corticoides

[ ]Autres

18. Bilan rénal au moment de la greffe

Créatinémie: |__|__| umol/L

DFG (CKD-EPI): | _|__|

Protéinurie: | | | g/24h
Créatinurie: |_|__| mmol/24h
19. Bilan hématologique au moment de la Taux d’hémoglobine: | | | g/dL
greffe
Taux de plaquettes: |__|__| G/L
Taux de leucocytes: |__|__| G/L
20. Charge virale TTV plasmatique au | | | logcp/mL
moment de la greffe
21. Charge virale TTV urinaire au moment | | | logcp/mL

de la greffe

B- Evolution aJ7/114/M1/M3/M6 ou M12 de la transplantation rénale

Date de recueil

|11/ 1—_I_I/20]__|_]|
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22. Survie globale

22.1. Déces

22.2. Hospitalisation toujours en cours

22.3. Nouvelle hospitalisation

22.4. Poids (kg)

22.5. Survenue d’une infection

| |
I | R
| |

22.5.1. Sioui, date de survenue

|11/ 1_I_I/20]__|_]|

22.5.2. Type d’infection
(Bactérienne : B ; Virale : V ; Fungique : F;

Autre : A ; Inconnu : )

(I8 v [IJF
C]A  []1

22.5.3. Traitement anti-infectieux ou

prise en charge :

22.6. Bilan hématologique au moment

du recueil :

Taux d’hémoglobine : | __|__|g/dL

Taux de plaquettes: | __|__|G/L

Taux de leucocytes: |__|__|G/L

23. Survie du greffon

23.1. Majoration de la créatinémie >

20% de la créatinine de base

oul[_]

NON[_]

NR[ ]

23.2. Créatininémie au moment du

recueil

|__1__I__| pmol/L

23.3. Protéinurie au moment du

recueil

|__1_I__|g/24h

23.4. Créatinurie au moment du

recueil

| ] __|__| mmol/24h

23.5. DFG au moment du recueil

23.6. Retour en dialyse :

oul[_]

NON[_]

NR[ ]

23.6.1. Sioui, date de retour

11/

|_1_1/20

23.6.2. Type de dialyse

[ ]HD

[ ]pP

I INR

23.7. Rejetaigu

[ ]Rejet

humoral

[ ]Rejet

cellulaire

[ ]Non

24. Suivi pharmacologique

24.1. Modification du traitement

immunosuppresseur




(cad arrét, changement ou démarrage

d’un traitement immunosuppresseur,

modification des cibles thérapeutiques) :

24.2. Posologies des traitements

immunosuppresseurs suivis :

24.3. Concentrations plasmatiques
des traitements

immunosuppresseurs suivis :

25. Suivi virologique

25.1. Charge virale plasmatique TTV

, |_|_|__| log cp/mL
au moment du recueil :
25.2. Charge virale urinaire TTV au
, |_|_|__| log cp/mL
moment du recueil :
25.3. Charge virale plasmatique BK au
, |_|_|__| log cp/mL
moment du recueil :
25.4. Charge virale urinaire BK au
|_|_I__|logcp/mL

moment du recueil :
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Annexe 2 — Comparaison des charges TTV sanguines JO selon la survenue d’événements

infectieux
Box plots - Charges TTV sanguines (J0)
8 —
p=0,457
T 1
7 +
6 +
5 =+
4 1 -+
_|_
3 4
2 1 —— 1
1 1 Survenue
d'infection entre JO Pas d'infection
etl)7

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été
combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-Whitney et a été réalisée avec 4
échantillons de patients virémiques TTV ayant fait une infection et 6 échantillons de patients virémiques TTV n’ayant pas

fait d’infection.

Annexe 3 — Comparaison des charges TTV urinaires a M1 selon la survenue d’événements

infectieux
Box plots - ChargesTTV urinaires (M1)
4,5 +
p=0,444
[ 1
4 4
3,5 + P
R
3 4
2,5 +
, 1 I +
15 +
14 -
o5 1 Survenue d'une ——
! infection entre M1 Pas d'infection
et M3

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été
combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-Whitney et a été réalisée avec 2
échantillons issus de patients viruriques TTV ayant fait une infection et 8 échantillons issus de patients viruriques TTV

n’ayant pas fait d’infection.
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Annexe 4 — Comparaison des charges TTV sanguines a M3 selon la survenue d’événements

infectieux
Box plots - Charges TTV sanguines (M3)
101 p=0,465
[ ]
9 1
g 1
7 4
6 +
5 1
L
4 4 T
_|_
3 4
2 =+
14
0L —— —
Survenue d'une infection entre M3 et M6 Pas d'infection

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été
combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-Whitney et a été réalisée avec 6

échantillons issus de patients virémiques TTV ayant fait une infection et 11 échantillons issus de patients virémiques TTV

n’ayant pas fait d’infection.

Annexe 5 — Comparaison des charges TTV urinaires a M3 selon la survenue d’événements

infectieux
Box plots - Charges TTV urinaires (M3)
6 —
p=0,661
[ 1
5 -+
4 4 N
3 4
_|_
1
-+
2 4
14
(O Survenue d'infection entre
M3 et M6 Pas d'infection

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été
combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-Whitney et a été réalisée avec 5
échantillons issus de patients viruriques TTV ayant fait une infection et 10 échantillons issus de patients viruriques TTV

n’ayant pas fait d’infection.
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Annexe 6 — Comparaison des charges TTV sanguines a M6 selon la survenue d’événements

infectieux
Box plots - Charges TTV sanguines (M6)
9 —
p=0,910
T |

8 +
7 +
6 +
5 4

+
4 4+
31 +
2 4
1 4 I
0 L (]

Survenue d'infection entre M6 et M12 Pas d'infection

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été
combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-Whitney et a été réalisée avec 8
échantillons issus de patients virémiques TTV ayant fait une infection et 8 échantillons issus de patients virémiques TTV

n’ayant pas fait d’infection. Le patient 18 a été exclu de I'analyse statistique pour manque de données cliniques.

Annexe 7 — Comparaison des charges TTV urinaires a M6 selon la survenue d’événements

infectieux
Box plots - Charges TTV urinaires (M6)
8 —
p=0,689
[ 1
7 4+
6 4 [
5+ [ —
4 +
——
3 +
1
-+
2 4
1+
R S—
0+ Survenue d'une infection . .
entre M6 et M12 Pas d'infection

Les charges virales TTV sont exprimées en log copies par mL. L'ensemble des charges virales des patients de I'étude ont été
combiné en box plots. La comparaison statistique a été faite a I'aide d’un Test de Mann-Whitney et a été réalisée avec 5
échantillons issus de patients viruriques TTV ayant fait une infection et 8 échantillons issus de patients viruriques TTV

n’ayant pas fait d’infection. Le patient 18 a été exclu de I'analyse statistique pour manque de données cliniques.
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Année de soutenance
2020

SUIVI DE LA REPLICATION DU TORQUE TENO VIRUS DANS LE CADRE DE LA PREVENTION DES
COMPLICATIONS INFECTIEUSES CHEZ LES PATIENTS GREFFES RENAUX AU CHU DE CAEN

Résumé

Le Torque Teno virus (TTV) est un virus de découverte récente. Le spectre de maladies liées
au TTV n’est pas encore défini. Les études évoquent un lien entre la charge virale plasmatique TTV et
le statut immunitaire de I'héte.

L'objectif de notre étude rétrospective est de déterminer la cinétique de réplication TTV dans
une cohorte de patients ayant eu une greffe de rein au CHU de Caen sur une période d’inclusion de
6 mois, du 01 janvier au 01 juin 2019, et d’évaluer la pertinence du suivi de ce virus dans le cadre de
la prévention des complications infectieuses chez le greffé de rein. Le protocole de suivi comprend 7
couples d’échantillons (sang/urines) dans I'année post-greffe : J0, J7, J14, M1, M3, M6 et M12.

Pour les 21 patients inclus, 143 couples plasmas/urines ont été analysés. Les charges virales
moyennes plasmatiques et urinaires étaient de 2,80 +/- 2,50 log cp/mL et 1,38 +/- 1,67 log cp/mL
respectivement. Elles étaient significativement corrélées. Les patients ayant eu au moins une
complication infectieuse avaient des charges virales plasmatiques TTV significativement plus élevées.
Cette corrélation était plus forte dans le mois suivant la greffe. Dans notre étude, une charge virale
plasmatique supérieure a 5,38 log cp/mL est associée a un sur-risque de complications infectieuses.

Le TTV semble étre un marqueur prédictif de complications infectieuses précoces post-
transplantation rénale. Une étude prospective sur une plus grande population serait nécessaire pour
confirmer ces résultats.

Nom et Prénom de I'auteur : DOSSOU Nefert Candace



Année de soutenance
2020

MONITORING OF TORQUE TENO VIRUS REPLICATION AS PART OF PREVENTION OF INFECTIOUS
COMPLICATIONS IN KIDNEY TRANSPLANTS AT CHU DE CAEN

Summary

Torque Teno virus (TTV) is a recently discovered virus. The spectrum of illnesses associated
with TTV is not yet identified. Studies suggest a link between plasma TTV viral load and host immune
status.

The aim of our retrospective study is to determine the kinetics of TTV replication in a cohort
of patients who received a kidney transplant at CHU Caen over an inclusion period of 6 months, from
January 01 to June 01, 2019, and to assess the relevance of monitoring this virus in the context of the
prevention of infectious complications in kidney transplant recipients. The follow-up protocol
includes 7 pairs of samples (blood/urine) in the post-transplant year: DO, D7, D14, M1, M3, M6 and
M12.

For the 21 patients included, 143 plasma/urine pairs were analyzed. The mean plasma and
urine viral loads were 2.80 +/- 2.50 log cp / mL and 1.38 +/- 1.67 log cp / mL, respectively. They were
significantly correlated. Patients with at least one infectious complication had significantly higher TTV
plasma viral loads. This correlation was stronger in the month following the transplant. In our study,
a plasma viral load greater than 5.38 log cp / mL is associated with an increased risk of infectious
complications.

TTV appears to be a predictor of early infectious complications after kidney transplantation.

A prospective study on a larger population would be necessary to confirm these results.

Mots-clés
Torque teno virus — TTV — Transplantation rénale — Greffe de rein — Infections — Anelloviridae — BK

Virus - biomarqueur
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