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(polyomavirus humains)





Nouveaux Virus et Virus Emergents

• Mutants de virus anciennement décrits 
avec résurgence de maladies connues.

• Nouveaux virus isolés dans d’anciennes 
maladies connues

• Nouvelles zoonoses
• Nouveaux virus non encore associés à 

une pathologie



Mutants ou variants de Virus décrits
• Récurrence de nouveaux variants antigéniques (Ex 

des virus influenza)

• Nouveaux mutants provoquant des épidémies sur 
des terrains naïfs d’un point de vue immunitaire

• antigenic drift (glissement) Accumulation de 
mutations ponctuelles

• antigenic shift (cassure) Re-assortiment profond 
par recombinaison 

• Arbovirose (West Nile, Chikungunya, Dengue….) 
• Variations sur Virus,  vecteurs , mais également écologie…..



Nx virus isolés dans d’anciennes maladies

• Hepatitis C (HCV): Hépatites non-A, non-B

• Human papillomavirus 16 (HPV16): Carcinome du col

• Human herpesvirus type 8 (HHV8): Sarcome de Kaposi

• Human T-cell leukaemia virus (HTLV-I): Lymphome T

• Nouveaux virus respiratoires

• SARS-co

• HKU1 et NL63 coronavirus (HCoV-HKU1 et HCoV-NL63)

• Metapneumovirus humain (HMPV)

• Bocavirus humain (HBoV)

• Nx polyomavirus humains (KIPyV, WUPyV)

• Nouveaux Virus et autres cancers ???

• Polyomavirus de Merkel et Carcinome de Merkel ????

• Retrovirus et cancer prostate ???

• …..???……



Nouvelles zoonoses
Pathologies non décrites chez l’homme issues d’un 

franchissement de la barrière d’espèces par un virus 
pré-existant chez l’animal

• Human immunodeficiency virus (HIV); zoonose 
probablement transmise à partir d’une souche 
simienne

• EBOLA

• Hendra virus et Nipah virus

• Hantavirus pulmonary syndrome (HPS); 
Syndrome respiratoire sévère causé par un virus 
(Sin nombre virus SNV) transmis par des 
déjections de rongeurs.



Nouveaux virus non encore 
associés à une pathologie

• Hepatitis G virus (HGV) / GBV-C; Association à 
des hépatites non confirmée

• TT virus (TTV); Virus à ADN désormais considéré 
comme ubiquitaire et non pathogène

• Human retrovirus 5 (HRV-5); Association aux RA 
non confirmée

• Nouveaux parvovirus humains (V9, A6, PAV4 et 5)

• Nouveaux polyomavirus humains (HPyVs)

• XMRV (Xenotropic Murine leukemia Related Virus)

– K prostate, syndrome fatigue chronique ????????



Les stratégies d’identification de 
nouveaux virus

• Evidence épidémiologique: recoupement de 
cas dans le temps et l’espace, mécanisme 
de transmission (ex fièvre jaune)

• Isolement viral sur modèles animaux ou 
cellulaires

• Microscopie électronique
• Détection activité enzymatique (RT)
• Approches sérologiques
• Approches moléculaires 



Avantages Limites

Culture -Facile
- Ne préjuge pas de ce que 
l’on recherche

-Non universelle
-Peu sensible
-Virus vivant
-Absence d’ECP

EM -Virus tué
- Ne préjuge pas de ce que 
l’on recherche

- Laborieux
-Peu sensible
-Nombreux artéfacts

Approches 
sérologiques

-réactions croisées
-Combinaison avec 
techniques moléculaires

-Absence de séroconversion
-Réactions croisées



Les méthodes moléculaires
• Hybridation à faible stringence
• Immunoscreening de banques de cDNA
• Hybridation soustractive et soustraction « in 

silico »
• Méthodes basée sur la PCR

– RDA
– DD-RTPCR
– DOP- PCR dégénérée et random priming
– VIDISCA (Virus Discovery cDNA AFLP)
– DNase-SISPA
– RCA (Rolling Circle Amplification)



i- Hybridation à faible stringence

Durst et al., PNAS USA 80: 3812-5 (1983)

• Human papilloma virus 16 (HPV 16) fut découvert par une 
approche d’hybridation à faible stringence en utilisant une 
sonde radiomarquée de HPV11 sur un Southern blot d’ADN de 
carcinome utérin.

• HPV 16 est désormais reconnu comme un agent étiologique 
majeur dans les cancer du col chez la femme.



ii- Screening de banque de cDNA
• Exemple de la découverte de HCV
• Extraction RNA de patients ou d’animaux 

avec hépatite nonA-nonB
• Synthèse cDNA avec « random primers »
• Clonage dans une banque d’expression 

λGT11
• Hybridation des clones avec sérums de 

malades
• Identification également de HEV, et GBV-C 



cDNA screening  (HCV, HEV, GBV-C)

RNA + oligo dT primers

RT cDNA

Clonage vecteur d’expression

Sérum de patient

Séquençage du clone, blast ……….





iii- DNA chips

• Amplification aléatoire 
• Hybridation d’une banque d’oligonucléotides 

sous formes de DNA arrays
• Analyse des séquences hybridées
• Exemple d’application 

– SARS-Co
– Typage virus respiratoires
– Typage papillomavirus





iv- Hybridation soustractive
• Méthode permettant d’identifier des différences 

de séquences entre un tissu infecté et un tissu 
non infecté

• ADN tissu non infecté = « driver » est hybridé 
en excès avec ADN tissu infecté = « tester »

• Les hybrides (séquences communes) sont 
enlevés enrichissant en séquences uniques du 
« tester »

• Enrichissement physique ou par Amplification



Exemple de la découverte du bornavirus en 1990 

32P cDNA Sonde à 
partir de mRNA de 
tissu cérébral  sain

32P cDNA Sonde à 
partir de mRNA de 
tissu cérébral  infecté 
par Bornavirus (BV)

• Hybridazation of driver mRNA & tester cDNA → removal of ds 
hybrids on hydroxyapatite column.

• Remaining subtracted cDNA used to construct a library or if 
radiolabelled, as an enriched probe for library screening

• This method used in identification of Borna virus in 1990

• Differential colony hybridisation also used in Borna discovery



RDA (Representational 
Differential analysis)

• Hybridation soustractive et amplification
• Restriction des DNA «driver » et «tester »
• Ligation adaptateurs sur fragment tester
• Dénaturation, et hybridation aléatoire
• 3 combinaisons possibles DD, DT et TT
• Amplification avec adaptateurs
• Enrichissement en séquences uniques T



RDA

• cv



Exemple de la découverte du HHV8

• KS est une tumeur fréquente chez patients avec 
SIDA et également de formes endémiques 
méditerranéenne et Africaine

• Evidence épidémiologique d’une étiologie 
infectieuse

• DNA des tumeurs est le « tester »
• DNA de tissu sain du même malade est le 

« driver »
• Séquences uniques enrichies d’un 

gammaherpesvirus proche de EBV
• Nouvel HHV= HHV8 ou KSV



Soustraction « in silico »
DTS Digital Transcriptome Substraction 

(2008)

• Découverte du MCPyV (Polyomavirus des 
cellules de Merkel)

• Carcinome de Merkel
• Analyse de 400 000 séquences de cDNA
• Pyroséquençage
• Soustraction vs génome humain
• Séquences étrangères = Nx virus 



v- DD-RTPCR

• Differential display RT-PCR
• Amplification random des trancripts (mRNA) 

de tissu infecté 
• Amplification random des transcripts 

(mRNA) de tissu non infecté
• Comparaison des profils en cDNA
• Clonage séquençage des séquences 

uniques 



v- DD-RTPCR



vi- DOP-PCR



Pan retroviruse primers



vii- DNase-SISPA

• Pool de prélèvements
• Enrichissement

– Ultracentrifugation
– Filtration 
– Traitement DNase

• Random priming 
• Clonage
• Séquençage
• BLAST data base



vii- DNase-SISPA



viii- VIDISCA 
Virus Discovery cDNA-AFLP

• cDNA amplified fragment lengh polymorphism
• Random cDNA
• Digestion enzymatique
• Ligation d’adaptateurs sur sites de restriction
• Amplification à partir des primers adaptateurs
• Clonage, séquençage, data base
• Application lors de la découverte du HCoV-

NL63.





Parvo B19 plasma
(ss-DNA)

M - +

HIV-1 virus culture
(ss-RNA)

M- + M - +

HBV plasma 
(partially ds-DNA)



ix- RCA Rolling Circle Amplification





L’exemple des nouveaux 
polyomavirus humains 



Famille des Polyomaviridae avec le seul genre 
polyomavirus

Polyomavirus = virus capable d’induire de 
nombreuses (poly-) tumeurs (–oma)



Historique
• Les Polyomavirus infectent de nombreux vertébrés
• Polyomavirus murin isolé en 1953 par Gross impliqué 

dans des tumeurs solides chez la souris
• Simian Vacuolating Virus 40 (SV40) isolé en 1960 à 

partir de culture de souche vaccinale Sabin sur 
cellules de reins de singe

• 1971: Deux premiers polyomavirus humains 
– BKV (Initiales patient) transplanté rénal
– JCV (Jamestown Canyon) cas de LEMP

• 2007 Deux nouveaux polyomavirus humains
– KIPyV (Karolinska Institute polyomavirus)
– WUPyV (Washington University polyomavirus)

• 2008 Merkel Cell Virus (MCPyV)
• 2010 HPyV6, HPyV7 et TSPyV





Structure et Morphologie
• Petits virus nus à ADN circulaire

• Capside icosaédrique de 45 nm 

• 3 protéines de capsides VP1(360), VP2 (30) et 
VP3(60).

• Assemblage en 72 capsomères (60 hexagonaux et 
12 pentagonaux).

• Affinité de VP1 pour Ac. Sialique





Génome des polyomavirus

• ADN circulaire de 5.5 kb
• Associé à des histones cellulaires (pseudo 

Chromosome, pseudo-plasmide)

• Code pour 6 ORFs
• 3 gènes de capsides chevauchants
• Code Antigènes T , small T, middle T and 

large T antigen (sTAg, LTAg) + agnoprotéine
• Ori entourée de zones non codantes





Attachement

Endocytose

Décapsidation

Production
t et T-Ag

Réplication

Early mRNA
Late mRNA

Production 
protéine de capside

Exocytose

Réplication des
polyomavirus



Réplication des polyomavirus
• Cycle lytique avec production de virus
• Infection abortive et oncogenèse

– Antigène T (LTAg) suffisant pour induire l’immortal isation de 
certaines cellules (LTAg de SV40 et cellules murine s)

– 3 domaines indispensables
• Liaison ADN et interaction avec DNA-J 
• Liaison pRb protéines (rétinoblastoma protein) (blo cage 

phosphorylation)
• Liaison p53

– Associations suspectées: toujours la controverse
• Virus du polyome de la souris
• SV40 et tumeurs chez les rongeurs (et l’homme?)
• Plus récemment JCV et tumeurs solides chez l’homme?



Physiopathologie des polyomavirus



La découverte de nouveaux 
polyomavirus humains

• Techniques moléculaires (Dnase SISPA, 
DTS….

• Prélèvements respiratoires et tumeurs 
cutanées

• KIPyV et WUPyV polyomavirus

• MCPyV polyomavirus



KIPyV et WUPyV





Epidémiologie

• Etudes initiales WU 2% et KI 1%
• Distribution cosmopolite, Suède, Australie, 

USA, Corée du Sud, Canada, UK et France.
• Prévalences comparables 
• Montpellier (WU 2,4%; KI 0,6%) 
• Nombreuses co -détections avec d’autres 

agents pathogènes (30 ->70%)
• Absence de saisonnalité dans la détection



WU-Bo
WU-Mpt6
WU-S1
WU-S5
WU-Mpt12
WU-Mpt1
WU-Mpt13
WU-Mpt11
WU-Mpt10
WU-Mpt9
WU-Mpt8
WU-Mpt7
WU-Mpt5
WU-Mpt4
WU-Mpt2
WU-Mpt3

BKV

KI-Stockholm 380

Stabilité génétique
des isolats 
Montpellier



Pathogenèse 
• Ce que l’on sait des polyomavirus

– Ubiquitaires, prévalence élevée
– Primo-infection ???? (Porte d’entrée respiratoire)
– Persistance, latence
– Sécrétion asymptomatique fréquente
– Réactivation symptomatique surtout chez sujets ID
– Oncogenèse ???

• Rôle pathogène des WUPyV et KIPyV
– Isolé chez enfants avec RTD mais co-infection
– Isolé chez enfants asymptomatiques

• Canada, 6,4%; Corée du Sud, 4,2%, Ecosse, 10,7%

– Fréquent chez enfants ID (Ecosse) idem JC/BK



Conclusion
• Virus ubiquitaire, avec prévalence non négligeable

• Aucune évidence de pathogenèse respiratoire

• Virus à transmission respiratoire probable

• Latence ?

• Conditions de réactivation ?

• Pathogenèse chez ID lors des réactivations?



MCPyV 

(Merkel cell polyomavirus)

Puissance de la métagénomique





Carcinome à cellules de Merkel (MCC)

- Un cancer cutané rare 
(<0.5/100000)mais agressif 
(mortalité 33% /an)

- Avec une incidence en 
augmentation (x3 sur 10 
ans)

- Incidence plus élevée 
chez personnes âgées et 
patients immunodéprimés

- Analogies avec KS

Origine infectieuse …????…..



MCC: origine infectieuse ?

Echantillons de MCC étudiés par Digital Transcriptome 
subtraction (DTS)

�Identification de séquences homologues à l’AgT des 
polyomavirus

� Nouveau polyomavirus: MCPyV

Feng et al., Science 2008, 319: 1096-100



MCC: origine infectieuse probable ?

MCPyV retrouvé dans:

- Environ 80% des MCC selon études

- 5 à 30% des tissus contrôles….

Intégration du génome viral dans la plupart des tissus 
tumoraux MCC

Feng et al., Science 2008, 319: 1096-100.
Shuda et al.,  PNAS 2008, 05:16272-7.
Sastre- Garau et al., J Pathol 2009, 218:48-56.



Mutations signature spécifiques de tumeurs

MCC: origine infectieuse probable ?

Shuda et al.,  PNAS 2008, 

05:16272-7.



• Détection d’ADN viral dans d’autres pathologies cut anées
– Squamous cell carcinoma
– Other non melanoma skin cancer
– KS
– Porokeratosis
– …etc…

• Détection de l’ADN viral dans des tissus cutanés sa ins

• Détection ADN viral dans sécrétion respiratoire

MCC: origine infectieuse probable ?



• Détection d’ADN viral dans d’autres pathologies 
cutanées

MCC: origine infectieuse probable ?

Foulongne et al.,  Br J Dermatol 2009;05:16272-7.



• Séroprévalence > 70% avec acquisition précoce du vi rus dans la 
vie

• Comparable avec séroprévalence des autres polyomavi rus 
humains BK, JC…

MCC: origine infectieuse probable ?

Tolstov et al., Int J Cancer 2009; 125:1250-6.

Kean et al.,  PLOS Pathogens 2009; 5, e1000363.

Pastrana et al., PLOS Pathogens 2009; 5, e1000578.

Touzé et al., L Clin Microbiol 2010; ahead of print.



Visage:      91,5%

Tronc:        85%          (P <  0.01)

Membres:  70%

93% 74% 80%
(P = 0.03)

MCPyV et portage cutané? Résultats



Conclusion
• Probable virus oncogène avec cofacteur
• Très ubiquitaire…..
• Peu différent HPVs
• Nombreuses études encore nécessaires
• Cellules de réplication, cartographie 

d’intégration…..



Et encore des nouveaux!!!





Metagénomique et description 
du microbiome humain

• Human virome

• Exemple de la peau: Très nombreux HPVs 
et nombreux HPyVs (MCPyV, HPyV6, 
HPyV7…..)

• « Flore cutanée virale »…..????


