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Résumé  

La grippe est une infection respiratoire responsable de complications respiratoires ou 
neurologiques et nécessitant une prise en charge rapide et adaptée. L’émergence des 
technologies de séquençage à haut débit (NGS) permet l’étude des communautés 
microbiennes résidentes ainsi qu’une étude approfondie du génome des pathogènes impliqués. 
Cette thèse a pour objectif de caractériser le microbiome respiratoire et la diversité génomique 
virale des patients infectés par les virus grippaux, en corrélant les données clinicobiologiques 
recueillies. Après recueil des prélèvements respiratoires d’enfants hospitalisés entre 2010 et 
2014, le séquençage de leur microbiome respiratoire a mis en évidence une augmentation de 
la diversité microbienne ainsi qu’une signature microbienne différentielle entre formes 
cliniques. Une répartition différentielle de taxons (OTU) permet la prédiction de 
complications chez les enfants infectés. L’étude d’échantillons respiratoires de patients 
adultes permettra de compléter la signature prédictive. Après validation des processus 
analytiques et bio-informatiques par reconstitution artificielles de quasi espèces et recueil de 
125 prélèvements cliniques respiratoires, le séquençage du génome entier par NGS des virus 
grippaux permet de différencier les diversités initiales en fonction de la nature du virus 
infectant et de la complication. En comparaison du prélèvement initial précoce les 
échantillons prélevés successivement mettent en évidence une diversification différentielle 
entre les différents segments des virus grippaux infectant les patients, que ce soit chez les 
patients immunocompétents ou chez un patient immunodéprimé à l’excrétion prolongé.  

Mots clés : Grippe, Microbiome respiratoire, Virome respiratoire, Séquençage 16S, 
Séquençage profond (UDS), NGS, Virus influenza, Diversification virale, Quasi-espèces 
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Abstract (Anglais)  

Influenza is a respiratory infection responsible for respiratory or neurological complications 
and require rapid and adapted management. The emergence of next-generation sequencing 
(NGS) allows the study of resident microbial communities as well as an in-depth study of the 
genome of the pathogens. This thesis aimed to characterize the respiratory microbiome and 
the viral genomic diversity of influenza virus infected patients, correlating these data to the 
collected clinical data.  

After sampling of respiratory specimens from hospitalized children between 2010 and 2014, 
the sequencing of their respiratory microbiome revealed an increase in microbial diversity and 
a differential microbial signature between clinical forms. A differential taxon distribution 
(OTU) allows the prediction of complications in infected children. The study of adult 
respiratory samples will complete the predictive signature. 

After validation of the analytical and bioinformatic processes by artificial reconstitution of 
quasi-species and collection of 125 respiratory clinical specimens, the sequencing of the 
whole genome by NGS of the influenza viruses allow to differentiate the initial diversities 
according to the nature of the infecting virus and the complication. Compared to early 
samples, specimen sampled successively show a differential diversification between the 
different segments of influenza viruses, whether in immunocompetent patients or in an 
immunocompromised patient with prolonged excretion. 
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Chapitre 1. La grippe : une maladie polymorphe 

Introduction 

Cette partie de l’étude bibliographique a pour objectif de décrire les aspects de virologie 

conventionnelle, de physiopathologie, de diagnostic et de thérapeutique permettant 

d’apréhender la problématique de ce travail de thèse.  

Article publié 

Cette section comporte des éléments adaptés de la publication suivante (Annexe A) : 

Gaymard A., PICHON M., Bouscambert-Duchamp M., Lina B. [Virus Influenzae] 

Traité de virologie 2e édition  

Conclusion  

Au vu des différentes caractéristiques et problématiques cliniques liées à la maladie 

grippale, il est évident que de nouvelles pistes de recherche sont nécessaires. C’est dans ce 

contexte que l’étude de la diversité virale semble prometteuse pour le développement de 

nouvelles stratégies préventives ou thérapeutiques. 
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Chapitre 2 Le microbiome respiratoire : une flore résidente 

Cette section comporte des éléments adaptés des deux publications suivantes  
(Annexes B et C) : Pichon M., Lina B., Josset L. Caractérisations et impact du 
microbiome bactérien respiratoire sur les maladies virales. Virologie 2018, 22 (3): 161-
72 et Pichon M., Lina B., Josset L. Impact of the microbiome on host responses to 
respiratory viral infection. Vaccines 5, 40 ; Novembre 11, 2017 

Introduction 

L’ensemble des micro-organismes présents dans une niche écologique, dénommé 

« microbiote », recoupe la notion historique de « flore » bactérienne. Malgré la présence de 

nombreuses publications ayant trait à ce sujet, sa définition reste controversée depuis la 

première publication par Lederberg et al. en 2001 (81). D’un point de vue génomique, le 

« microbiome » peut se réduire à l’ensemble des génomes du microbiote, mais d’un point 

de vue écologique, plus large, il correspond à l’ensemble de cette même niche et inclue 

microorganismes (bactériens, viraux, parasitaires, archaea, …) et facteurs 

environnementaux de l’habitat considéré (cellules immunitaires, protéases cellulaires, 

chimiokines, etc.). Traditionnellement caractérisé par culture (peu sensible et chronophage), 

les études du microbiote ont bénéficié de la démocratisation des méthodes de séquençages à 

haut débit (NGS) des gènes codant l’ARNr16S permettant de définir plus finement sa 

composition. Ses hautes performances ont permis de définir le microbiote des organes, 

tractus ou enveloppes de façon très précise qualitativement et quantitativement (82). 

L’émergence des méthodes de NGS, produisant une quantité considérable de données 

par échantillon, autorise la mise en place d’études de grande ampleur comme  

le Projet Microbiome Humain (Human Microbiome Project –HMP-). Ce projet a permis 

des avancées considérables dans la caractérisation des microbiomes humains, bien que de 

nombreuses questions restent sans réponse. Alors que certains auteurs depuis  

les années 1970, évaluaient quantitativement le microbiome à 10 fois le nombre de cellules 
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d’un individu (soit 1014 par individu), certaines études récentes l’amènent à être en nombre 

équivalent aux cellules eucaryotes (83). 

De même que l’ensemble des microbiomes décrits chez l’humain, la composition  

(et le rôle physiologique, de participation au système immunitaire par exemple)  

du microbiome respiratoire est de mieux en mieux définie (84). Agissant comme  

une véritable barrière biologique, une communauté microbienne intègre semble nécessaire 

pour le maintien de fonctions respiratoires normales, protégeant l’individu de colonisations 

ou d’invasions par des pathogènes externes.  

Bien que la plupart des études aient décrit le microbiote bactérien , il est important de 

considérer que les parties fungique (mycobiome), archaea et virale (virome) en sont des 

constituants, en proportion, bien plus importants (83,85). Vu qu’aucune étude ne décrit 

précisément le rôle et la composition des viromes et mycobiomes respiratoires au cours des 

infections respiratoires aigües, nous allons principalement nous focaliser sur le rôle du 

microbiote bactérien dans les infections respiratoires virales dans cette étude 

bibliographique. 

1. Caractérisation et étude du microbiote respiratoire bactérien 

Au contraire des niches écologiques comme le tractus digestif, historiquement identifié 

comme porteur d’une véritable flore bactérienne, le tractus respiratoire bas a longtemps été 

considéré comme stérile chez les individus sains. Cet état de fait s’explique principalement 

par les limites techniques des méthodes de cultures (dites « classiques »), ne permettant pas 

l’isolement de bactérie de culture difficiles ou anaérobies, au contraire des technologies de 

biologies moléculaires, culture-indépendantes. Depuis, le poumon est reconnu comme une 

niche écologique à part entière, portant sa propre communauté. À noter qu’il est par ailleurs 

reconnu que le microbiote varie en densité et en composition le long de l’arbre respiratoire 

(densité et diversité plus importante au niveau du tractus respiratoire supérieur) (86).  
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Le séquençage du gène codant pour l’ARNr 16S, gène bactérien universel, associé à des 

puissances de calcul bio-informatique considérable permettent d’analyser plusieurs millions 

de séquences par échantillon en un temps relativement bref (87). Ce gène est présent chez 

tous les procaryotes, à l’instar de l’ADN18S ou de l’Internal Transcribed Spacer pour les 

fungi –ITS-). Après une période d’analyse par restriction de taille (Restriction Fragment 

Length Polymorphism –RFLP-), par électrophorèse sur gel à gradient de dénaturation 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis – DGGE-), ou par clonage, ces gènes ont 

rapidement été analysés par séquençage à haut débit (88–90). D’une longueur  

d’environ 1,5 kilobases, le gène codant pour l’ARNr 16S comporte 9 régions 

hypervariables (V1 à V9) et 10 régions hautement conservées (C1 à C10). Les régions 

constantes permettent la production d’amorces amplifiant les régions variables sur 

lesquelles reposent la classification (Figure 4 et Tableau 5). Après production d’amorces de 

4 à 12 nucléotides spécifiques de la plateforme utilisée, il est possible, en les attribuant à 

leur échantillon d’origine, de classer les séquences courtes produites (« reads ») en taxons 

(OTU ou Operational Taxonomic Unit) grâce à de nombreuses suites logiciels (exemple : 

mothur, QIIME, UPARSE) (91–93). À noter que toutes les étapes de constitution des 

librairies (« wet-lab ») et bio-informatique (« dry-lab »), impactent la qualités des résultats, 

justifiant l’utilisation de contrôles standardisés pour toute étude du microbiome (94,95).  

La description des populations bactériennes (à des niveaux de taxonomie variables,  

le plus souvent au niveau du genre, en fonction de la longueur des données par read)  

ne permet néanmoins pas d’obtenir des informations quant à l’état d’activation de ces 

bactéries. Cette caractéristique restant importante pour comprendre la physiopathologie des 

microbiomes (les bactéries pouvant différer par leur présence et/ou par leur état 

d’activation), certaines études ont analysé le méta-transcriptome et le méta-métabolome du 

génome bactérien, permettant d’obtenir des données sur les métabolismes bactérien 

(mobilités, transduction du signal, transport ionique, métabolisme énergétique) (96).  
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Enfin, l’analyse de l’ADN16S se basant sur la détection des OTU, elle ne permet pas de 

distinguer les micro-organismes viables ou non et ne permet de mettre en évidence qu’une 

diversité généralement sous-estimée (97,98). L’utilisation de technique de métagénomique 

dite « shotgun », permettant de séquencer l’ensemble du génome bactérien, garde donc tout 

son intérêt comparativement au séquençage ciblé 16S. Ces techniques permettent de 

séquencer les gènes présents et d’en déduire les voies métaboliques pouvant théoriquement 

être exprimées dans un microbiote étudié. 

 

Figure 1. Structure secondaire de l’ARN 16S d’Escherichia coli. Les régions variables en vert 

(Vx) permettent la classification des espèces bactériennes de l’échantillon. Les régions constantes 
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en orange (Cx) sont ciblées par les amorces de séquençage. Les 4 domaines (5’, mineur 3’, majeur 

3’ et central) sont séparés par les boucles indiquées par une étoile. Les flèches représentent les 

amorces indiquées dans le tableau 2, utilisées dans les protocoles de séquençage. 

Tableau 1. Amorces du gène codant l’ARN 16S bactérien Les coordonnées nucléotidiques et 
séquences sont basées sur Escherichia coli (adapté de (17)). Les nucléotides en rouge 
correspondent aux nucléotides conservés dans les régions variables ciblées et en vert aux 
nucléotides hypervariables de ces régions. 

Séquences des boucles 
hypervariables  

[coordonnées nucléotidiques] 

Amorce sens  
 (Forward) 

Amorce antisens 
(Reverse) 

Région V1 [67-100] 
GGT AAC AGG AAG AAG CTT GCT TCT 

TTG CTG ACG E8F 
TCT CAA ACT AGT ACC 

GAG TC 

E341R  
CTG CGT CCC GTA 

GGA GTC TGG 

Région V2 [207-296] 
TGA TGG AGG GGG ATA ACT ACT GGA 
AAC GGT AGC TAA TAC CGC ATA ACG 
TCG CAA GAC CAA AGA GGG GGA CCT 

TCG GGC CTC TTG CCA TCG 
Région V3 [440-497] 

CAG CGG GGA GGA AGG GGA GTA AAG 
TTA ATA CCT TTG CTC ATT GAC GTT ACC 

CGC AGA A 

E334F 
GGT CTG AGG ATG 

CCC TGC GTC 

U534R 
TAT TAC CGC GGC 
TGC TGG CTC GGA 

GTT AG 
Région V4 [660-722] 

TTG TTA AGT CAG ATG TGA AAT CCC 
CGG GCT CAA CCT GGG AAC TGC ATC 

TGA TAC TGG CAA GC 

E519F  
TCG TCG GCG CCA 

TTA T 

E804R 
ACT ACC AGG GTA 

TCT AAT C 

Région V5 [899-927] 
TGG AGG TTG TGC CCT GAG GCG TGG 

CTT C 

E786F  
CTA ATC TAT GGG ACC 

ATC A 

E939R 
CTT GTG CGG GCC 
CCC GTC AAT TCA 
ATT CAT TTG AGT 

TTT T 

Région V6 [1009-1035] 
ACG GAA GTT TTC AGA GAT GAG AAT 

GTG CCT TCG GGA A 

E905F 
TTT TGA TTT ACT TAA 

CTG CCC CCG GGC 
GTG TTC 

U1053R 
CTG ACG ACA GCC 

ATG CA 

Région V7 [1119-1157] 
CCT TTG TTGCCA GCG GTC CGG CCG 

GGA ACT CAA AGG AG U1115F 
GGG CGT TGC TCG 

CGT TGG GA 

U1406R 
GAC GGG CGG TGT 

GTA CA 
Région V8 [1242-1295] 

CGC ATA CAA AGA GAA GCG ACC TCG 
CGA GAG CAA GCG GAC CTC ATA AAG 

TGC GT 
Région V9 [1434-1465] 

GTA GGT AGC TTA ACC TTC GGG AGG 
GCG CTTA 

U1406F 
ACA TGT GTG GCG 

GGC AG 

U1510R 
CGG TTA CCT TGT 

TAC GAC TT 
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2. Caractéristiques du microbiome respiratoire sain  

Des études portant sur des cohortes de taille importantes ont permis d’apporter  

des informations structurelles et de composition du microbiome de différentes niches 

écologiques à l’état « sain ». Au vu des nombreux facteurs confondant potentiels, il reste 

néanmoins difficile de définir les caractéristiques d’un patient-type sain, compliquant ainsi 

la comparabilité inter-étude.  

Bien que près de 9 000 publications répondent au mot-clé “microbiome” sur la banque 

de donnée Medline (recherche sur PubMed), seule une part infime de celles-ci se focalisent 

sur le microbiote respiratoire. De plus, la plupart des publications portent sur les 

perturbations liées aux maladies inflammatoires chroniques (asthme et BPCO 

principalement). Peu de données se concentrent sur les perturbations du microbiome dans 

les infections virales, même dans le tractus respiratoire (Figure 5). 

 Ces études ont permis de distinguer deux niveaux de microbiomes, un microbiome  

dit « central » (ou microbiome « noyau ») et un microbiome dit « satellite ». Le microbiome 

central est constitué des espèces bactériennes retrouvées de façon constante dans  

plus de 95% d’une niche écologique considérée de façon partagée entre les individus sains. 

Il comporte les gènes microbiens, de l’hôte et les voies métaboliques permettant  

une physiologie adaptée de l’organe considéré.  

Dépendant de facteurs environnementaux, thérapeutiques (traitement au long court, 

thérapie substitutif, …) et de l’alimentation (alimentation hypercalorique versus régime dit 

« méditerranéen »), le microbiome varie aussi en fonction des caractéristiques intrinsèques 

de l’hôte comme l’âge, le sexe (avec variations menstruelles chez la femme), et l’origine 

sociale ou ethnique du foyer familial (100,101).  

Chez les jeunes enfants, le mode d’accouchement est un facteur majeur de 

détermination du microbiome à la naissance, autant qualitativement que  

quantitativement (102). Les enfants nés par césarienne ont un microbiome respiratoire 
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dominé (« respirotype ») pendant une plus longue durée par Staphylococcus aureus. Les 

enfants nés par voie basse ont par contre un microbiome respiratoire se complexifiant plus 

rapidement en intégrant les Moraxellae, Corynebacteriae, et Dolosigranulae et offrant une 

meilleure protection contre les infections respiratoires (103,104). De surcroit, l’alimentation 

au lait maternel renforce cette protection (105). Enfin, le microbiome respiratoire des 

enfants prématurés est différent de celui des enfants nés à terme (106). 

 
Figure 2. Évolution des données bibliométriques portant sur le microbiome respiratoire de 

2000 à 2017. En ordonnée, est noté le nombre de publication relevant des mots clés 

(« microbiome(ta) » en bleu, « respiratory microbiome(ta) » en rouge et « viral microbiome(ta) » en 

vert) par année (indiqué en abscisse). À noter que le nombre de publication a considérablement 

augmenté en 2012-2014, concordant avec la démocratisation de la technologie de séquençage à 

haut débit. De plus, il est important de remarquer la différence entre le nombre de publication 

portant sur le microbiome et le microbiome respiratoire particulièrement, pouvant s’expliquer par le 

défaut d’intérêt de cette niche écologique comparativement au tractus digestif par exemple. 
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Tableau 2. Espèces bactériennes dominant le microbiome bactérien respiratoire.  

Ces espèces sont retrouvées quel que soit le statut, sain ou pathologique, de l’hôte prélevé. À noter 

que certaines espèces (*) sont présentes constamment et indépendamment de la région prélevée 

Ces espèces restent néanmoins une exception. 

Localisation 
anatomique 

Tractus respiratoire supérieur Tractus respiratoire inférieur 
Cavité 

buccale 
Nasopharynx Oropharynx Trachée Poumon 

Mode de 
prélèvement  

possible 

Écouvillonnage Nez-Gorge  
Aspiration 

Trachéo-

bronchique 

Lavage 

Broncho 

pulmonaire 

(Biopsie)  Aspiration nasopharyngée 

Bactéries 
retrouvées en 

majorité  
(chez l’adulte 

sain) 

Prevotella 

Streptococcus* 

Veillonella* 

Haemophilus 

Corynebacterium 

Streptococcus* 

Veillonella* 

Propionibacterium 

Staphylococcus 

Moraxella 

Prevotella 

Streptococcus* 

Veillonella* 

Haemophilus 

Fusobacterium 

Prevotella 

Streptococcus* 

Veillonella* 

Cloacibacterium 

Helicobacter 

Prevotella 

Streptococcus* 

Veillonella* 

Pseudomonas 

Fusobacterium 

Malgré d’importantes variations au cours des premiers mois de vie, les profils 

bactériens centraux convergent progressivement mais rapidement vers un profil mature  

dès l’âge de deux mois, se stabilisant par la suite, justifiant la notion de microbiome 

« noyau ». Par opposition, le microbiome périphérique, correspondant à 5% des OTU  

inconstamment retrouvés, est sujet à variations rapides mais réversibles en fonction de l’état 

physiopathologique de l’hôte considéré. Les altérations pouvant l’impacter sont  

très diverses comme la grossesse chez la femme, le développement chez l’enfant ou  

la sénescence de la personne âgée. Il est donc le reflet complet de l’interaction entre 

l’individu et son environnement, comme une prise de thérapeutique, d’antibiotique,  

une infection virale ou bactérienne, mais aussi une modification des habitus de vie  

de l’individu. Ces très nombreux facteurs de variations autant constitutionnels qu’acquis 

justifient la réalisation d’étude à l’appariement poussé ou d’études longitudinales.  
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3. Impact du microbiote respiratoire bactérien dans la pathogénèse 

des maladies virales respiratoires 

3.1. Notions importantes sur le microbiote bactérien dans les 

études de pathologies 

Le tractus respiratoire, contrairement à de nombreux organes comme le foie ou le 

système nerveux, est en contact constant avec l’environnement extérieur (107).  

Comme dit précédemment, en 2016, sur plus de 7 000 articles, une faible proportion 

répondait au microbiome, respiratoire en particulier, et son évolution (Figure 6A).  

De plus, comme pour l’ensemble des niches écologiques, peu de publication ne concernent 

pas les composantes bactériennes du microbiome, et étudient les composantes virales et 

fongiques du microbiome (Figure 6B). Après un premier temps de caractérisation de 

l’évolution de la composition du microbiome respiratoire dans un contexte « sain », les 

études se sont ensuite concentrées à caractériser les situations dites « pathologiques », 

infectieuses ou non. Les infections respiratoires étant majoritairement virales (plus de 70% 

des infections respiratoires basses de l’adulte), cette partie de l’étude bibliographique se 

limitera aux descriptions des altérations dues aux infections virales (108). À noter que les 

principaux virus responsables d’infections respiratoires (Influenzavirus –IV- ; Virus 

Respiratoires Syncytiaux –VRS- et Rhinovirus –RV-) sont aussi les plus étudiés. 

Comme précisé précédemment, la stabilité du microbiome respiratoire bactérien est 

acquise à l’approche de la première année de vie. Celui-ci, par sa diversité impacte 

l’immunité et la physiologie de son hôte (109–113). Ainsi la présence de bactérie 

appartenant au genre Moraxella semble associé à une plus grande sévérité de l’infection à 

Virus Respiratoire Syncytial (VRS), alors qu’en retour, celui-ci modifie fortement  

le microbiome respiratoire de l’hôte (104,114–116). Du fait de la fréquence des 

coinfections VRS - Moraxella et du fait de la cocirculation de ces deux pathogènes au cours 
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de l’hiver, cette collaboration microbienne n’est pas rare. De même, la bronchiolite à VRS 

se compliquant fréquemment d’une otite moyenne aiguë d’origine bactérienne, il est 

fortement probable que l’infection virale fasse le lit de la surinfection bactérienne, comme 

démontré de longue date pour les surinfections pneumococcique de la maladie  

grippale (117). De nombreux modèles d’interactions bactéries – IV  ont été décrits dès  

la pandémie grippale de 1918 (modèles revus dans (118,119)). Résumées dans la figure 7 

dans le cadre de l’infection grippale, les interactions bactéries-virus vont de l’interaction 

directe (via une activité sialidasique du pneumocoque, libérant les virions néoformés, ou la 

fixation cellulaire à stabilité augmenté de certains virus entérique par l’adhésion de 

composant de la paroi bactérienne comme le Lipopolysaccharide – LPS-). Cette interaction 

(induisant une anergie immunitaire) a aussi un impact anatomique (destruction des jonction 

épithéliales, altération du surfactant bronchiolaire) et un impact immunitaire (dysfonction 

des réponses autant innées qu’adaptatives) (120,121).  

À noter qu’il est reste important de distinguer la simple détection des micro-organismes 

par séquençage de l’ADN 16S des propriétés génétiques de ceux-ci (« postulat moléculaire  

de Koch »). L’étude des génomes bactériens complets réalisée par Leung et al, a permis la 

caractérisation du microbiome des patients grippés, en les appariant aux microbiomes des 

patients non infectés aux même caractéristiques démographiques (96). Ils ont ainsi pu 

montrer la plus grande représentation de gènes de mobilité (en réponse au chimiotactisme, 

expression de flagelle, …), de gènes de régulation du métabolisme ou de la transcription 

dans les bactéries des microbiomes des patients infectés. Ces données  

de méta-transcriptomique comparative suggèrent la présence d’une sélection  

des micro-organismes aptes à s’adapter aux changements de leur environnement dans  

un microbiome ouvert comme le microbiome respiratoire. Ces espèces seraient ainsi 

capables de migrer le long des voies aériennes, d’altérer le tapis muco-ciliaire et de limiter 

les réponses de l’hôte par production de métabolites immunomodulateurs, modifiant donc 

fortement le devenir clinique de l’hôte infecté.  
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Figure 3. Répartition des publications scientifiques concernant les microbiomes par site 

anatomique en fonction de la niche écologique (A) ou en fonction des différentes 

composantes (B). À noter que les recherches à propos du microbiome buccal correspondaient aux 

mots-clés « microbiome(ta) » et « oral » ; du microbiome respiratoire à « microbiome » et 

« respiratory » ou « pulmonary » ; du microbiome foeto-placentaire à « microbiome » et « fetal » ou 

« placenta » ; du microbiome cutanée à « microbiome » et« skin » ; du microbiome digestif à 

« microbiome » et « gut » ou « digestive » ; du microbiome urogénital à « microbiome » et 

« urinary » ou « genital » ou « penis » ou « vaginal ». 
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Figure 4. Interaction du système immunitaire et du microbiote respiratoire bactérien au 

cours d’une infection respiratoire virale. Les flèches vertes et rouges représentent les 

interactions conduisant respectivement vers des maladies moins ou plus sévères. TLR : Tool Like 

Receptor ; IL : Interleukines ; NF-KB : Facteur nucléaire. Les interactions virus – bactériomes 

peuvent donc impacter à 3 niveaux : i/ directement (modification de l’adhésion, clairement établi 

pour les virus digestifs ou de la libération virale) ; ii/indirectement par modification de la réponse 

innée (modification des phénotypes macrophagiques ou dendritiques) ; ou iii/indirectement par 

modification de la réponse adaptative (augmentation de la sécrétion des IgA et activation de 

cellules effectrices ciblées). 
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3.2. Impact direct  

Au cours de l’infection respiratoire aigüe, le microbiome respiratoire impacte 

directement l’environnement du tractus respiratoire, influençant par la suite la pathogénicité 

de l’infection virale. Ce microbiome « basal » varie entre individu, mais il est clair que  

la colonisation par certaines d’entre elles confère un effet bénéfique ou délétère sur 

l’infection en cours ou à venir (résumé dans le tableau 7). 

Les bactéries du microbiote peuvent par exemple promouvoir l’infection virale,  

ou sa pathogénicité, par un effet direct sur les épithéliocytes. Une infection in vitro  

par Haemophilus Influenzae induirait la surexpression de ICAM-1, qui, associé à une 

fixation augmentée des Rhinovirus, pourrait expliquer une augmentation de sévérité (122). 

3.3. Impact indirect 

De nombreuses études indiquent que le microbiome respiratoire bactérien impacte 

l’anatomie pulmonaire, sa fonction, mais aussi le développement du tissu lymphoïde 

associé (123,124). Un microbiome capable de favoriser une certaine immunomodulation est 

donc en mesure de limiter les dégâts tissulaires liés à l’exacerbation inflammatoire 

consécutive à l’infection par un virus. Au moyen d’un modèle murin, Wang et al. ont pu 

prouver l’importance de l’intégrité du microbiome respiratoire sur la tolérance aux 

infections virales (125). Utilisant des souris exemptes de pathogènes spécifiques (Specific 

Pathogen Free ou SPF), plus sensibles aux infections par des virus Influenza que les souris 

sauvages (contrôles), ils ont pu montrer que l’instillation intranasale de bactéries 

commensales réduisait considérablement les atteintes histopathologiques des souris SPF 

(Figure 8). En induisant une modification du phénotype monocytaire-macrophagique, cette 

colonisation diminuait la létalité de l’infection (125). D’autres auteurs ont montré que 

l’utilisation d’un cocktail d’antibiotiques à large spectre avant infection de souris par le 

virus A(H1N1), augmente la morbidité de cette infection, avec amaigrissement et détresse 

respiratoire importante (126). Ils ont pu mettre en évidence que ces perturbations étaient 
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associées à une diminution des migrations des cellules dendritiques, tout d’abord, ainsi  

qu’une diminution de la concentration tissulaire des lymphocytes T, aboutissant in fine  

au maintien d’une charge virale locale élevée. Enfin, il a été montré que l’administration 

per os de traitement probiotique, restaurant certaines voies de réponse inflammatoires, 

améliorait la réponse immunitaire des souris à l’infection, en augmentant la clairance  

virale (Figures 8 et 9).  

En conclusion, ces études ont montré que la pathogénèse augmentée de l’infection par  

le virus grippal, sur un terrain au microbiome altéré, était due, au moins en partie,  

à une réponse immunitaire locale peu efficiente, restauré en même temps que  

ce microbiome. Néanmoins, la viabilité complète des micro-organismes de ce microbiome 

intègre n’est pas indispensable. Il a été ainsi possible de restaurer expérimentalement une 

réponse immunitaire efficace par l’administration de LPS chez un hôte au microbiome 

« altéré » (127). Ces protéines bactériennes permettraient l’activation de récepteur de 

reconnaissance de motifs moléculaire (PAMPS ou « Pathogen Associated Molecular 

Patterns »), augmentant la stimulation des leucocytes à tout niveau. De plus, il a été montré 

dans des modèles cellulaires et murins d’infection à Rhinovirus et VRS que  

les microbiomes nasopharyngés dominés par Haemophilus Influenzae et Streptococcus (par 

opposition à ceux dominés par Staphylococcus aureus) présentaient une réponse 

inflammatoire exacerbée, à l’origine d’un plus grand nombre d’hospitalisation et d’une plus 

grande létalité (128). Les études réalisées jusqu’alors n’ont néanmoins fait qu’entrevoir  

une faible partie des mécanismes complexes liant microbiome et réponse de l’hôte. 
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Figure 5. Effet histologique de l’antibiothérapie préalable à une infection respiratoire virale. 

Coupe histologique d’un poumon sain (A) ; de poumon infecté par virus Influenza (B) ; de poumon 

infecté par virus Influenza chez une souris traitée par antibiothérapie à large spectre (C) et de 

poumon infecté par virus Influenza chez une souris traitée par antibiothérapie large spectre avec 

administration de probiotiques (D). L’administration d’antibiotique préalable à l’infection virale 

augmente l’infiltration et l’hyperplasie cellulaire et la fibrose, destructurant l’architecture pulmonaire. 

Cet effet semble partiellement reversé en cas d’administration de probiotiques (ici Lactobacillus sp.) 
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Figure 6. Impact de la déplétion des microbiomes sur la voie TLR-7. L’administration 

d’antibiotiques, altérant le microbiome présent, diminue fortement la réponse inflammatoire (Toll 

Like Receptor 7 –TLR7-, Myeloid differentiation primary response 88 -myD88- , interleukin-1 

receptor-associated kinase 4 -IRAK4-, TNF receptor associated factor –TRAF6-, nuclear factor-

kappa B -NFKB-) aux virus Influenzae (« Virus-infected ABX-mice »). Des différences de niveau de 

réponse ont été retrouvées comparativement aux souris infectées mais non traitées (« virus-

infected mice ») pour les souris infectées après antibiothérapie sans (« Virus-infected ABX-mice », 

en orange) ou avec supplémentation probiotique (« Virus-infected ABX-mice + probiotics », en 

violet). L’Ordonnée représente une unité arbitraire correspondant à la réponse des souris 

« normales ». * et # correspondent à des différences significatives comparativement aux souris 

normales, de référence. 

La description des perturbations du microbiome chez l’homme, particulièrement  

le microbiome respiratoire, dans le cadre de situations pathologiques aiguës, infectieuses ou 

non, est de réalisation difficile, du fait de la difficulté à obtenir des échantillons cliniques  

pré-infection (à l’exception des étude d’exposition) (129,130). Ainsi si les modèles 

animaux sont particulièrement utilisés dans cette situation, il est important de garder à 

l’esprit que leur physiologie n’est pas en tout point identique à l’humain, et que l’impact du  
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microbiome en tant qu’entité à part entière, est largement sous-étudiée (Tableau 7) 

(125,127,131).  

Dans le microbiome respiratoire comme dans le microbiome digestif, il pourrait par 

exemple être intéressant de caractériser l’impact des bactériophages, virus de cellules 

procaryotes, sur la composition et l’effet du microbiome, du fait de leurs impacts lytiques  

et/ou lysogéniques (132). La simple présence de ces bactériophages dans les muqueuses 

pourrait contribuer à la barrière antibactérienne, fournissant une simili immunité contre 

l’envahissement par certains pathogènes bactériens (133).  

4. Impact clinique du microbiome respiratoire 

4.1.  Utilisation thérapeutique dans le cadre de la prise en charge des 

infections virales 

Comme l’impact du microbiome dans la pathogénèse des infections respiratoires virales 

est fortement probable et par analogie avec certaines thérapies du tractus gastro-intestinal 

(transplantation fécale), il semble envisageable de moduler le microbiome respiratoire. 

Certains auteurs ont proposé un modèle animal d’administration directe dans le tractus 

respiratoire de souches d’Escherichia coli, aux effets bénéfiques sur l’inflammation locale, 

limitant ainsi la symptomatologie clinique (134). De même, un essai thérapeutique dirigé 

par Bruzzese et al. a pu mettre en évidence le bénéfice de l’administration per os  

de Lactobacillus rhamnosus sur le nombre et la sévérité des exacerbations de 

mucoviscidose. L’effet des interventions sur le microbiome peut donc se faire à distance 

(135). Nécessitant d’être validé sur des cohortes de grande taille, le bénéfice à intervenir sur 

le microbiote semble donc probable sur les pathologies chroniques. Néanmoins, étant 

donné leur difficulté de réalisation, peu d’études se sont centrées sur l’étude du bénéfice à 

modifier le microbiome dans le cas d’infection aiguë comme les infections virales.  
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Dans le cadre des infections à virus Influenza, il a été montré le bénéfice à administrer des 

composants bactériens, pour réduire l’infection des voies aériennes, et particulièrement dans 

les infections à virus grippal (127). L’administration de LPS (via un lysat bactérien) préalable 

à l’infection accélérait la réponse inflammatoire, en augmentant l’efficacité, éliminant ainsi 

plus rapidement le virus en cas de contact ultérieur et améliorant la survie des animaux 

exposés expérimentalement (139). Ces données sont néanmoins à tempérer pour les infections 

grippales, l’inflammation étant responsable de la plupart des symptômes (particulièrement 

dans le cadre des complications neurologiques, avec le tristement célèbre « orage 

cytokinique ») et ce, même si les traitements immunomodulateurs n’ont pas montré 

d’efficacité majeure dans les essais cliniques (50). La difficulté du contrôle de l’inflammation 

de la maladie grippale reste donc principalement liée à la temporalité de la prise  

en charge (140). 

Ces caractéristiques sont également valables dans les infections à virus non grippal.  

Le prétraitement par administration intranasale d’agonistes synthétiques des Récepteurs  

Toll-Like TLR-2, TLR-6 et TLR-9 réduit le titre viral des ParaInfluenzavirus dans les 

prélèvements respiratoires sans pour autant en limiter l’impact clinique due à l’hyperréactivité 

bronchique (141). De façon similaire, l’administration de simples toxines inactivées 

d’Escherichia coli ainsi que l’administration de Lactobacillus rhamnosus protège contre 

l’infection par le VRS (ainsi que les virus Influenza pour les toxines  

d’Escherichia coli) (142,143). L’effet protecteur des Lactobacillus serait dû à la modération 

de la production de nombreux médiateurs pro-inflammatoires (Interféron -IFN- et 

Interleukines ––IL-) et de l’activation des cellules immunitaires (cellules dendritiques 

principalement) via l’expression de CD103 et CD11b (144). Par ailleurs, comme évoqué 

précédemment, l’effet antiviral, indirect, de certains antibiotiques (comme l’érythromycine) 

au cours des infections à Rhinovirus, s’expliquerait par une perturbation de l’interaction virus-

bactérie en plus de l’effet anti-toxinique potentiel. En effet, l’antibiotique limite l’expression 

d’ICAM, protéine d’adhésion des épithéliocytes (limitant ainsi l’adhésion des Rhinovirus), 

mais aussi de TLR-3, récepteur fortement impliqué dans la détection des génomes viraux, 

limitant ainsi la destruction tissulaire viro-induite (145). 

L’administration de pré- et/ou probiotiques a aussi été évaluée dans la prise en charge 

des infections virales (129,146–150). Ainsi dans un essai thérapeutique, Luoto et al. ont pu 

montrer l’effet de l’administration de Lactobacillus rhamnosus et/ou d’un mélange  

de prébiotiques (galacto-oligosaccharide –polydextrose) connus pour augmenter la croissance 
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de bifidobactéries et de lactobacilles. Ces stratégies ont permis de prévenir les infections 

respiratoires symptomatiques à Rhinovirus, mais reste sans effet détectable dans le cadre 

d’infections à VRS. 

En conclusion et malgré le caractère encourageant de ces études, un long chemin est 

encore à parcourir avant de pouvoir utiliser les approches de modification et/ou 

d’enrichissement bactérien pour prévenir ou traiter une infection virale. De nombreuses 

études de taille importantes, ainsi que le passage en routine des technologies de 

caractérisation des microbiomes en sont donc un point clé. 

4.2.  Utilisation en biomarqueurs  

Au vu de toutes les caractéristiques détaillées jusque-là, l’utilisation du microbiome en 

tant que marqueur d’orientation des infections respiratoires ou non a pu être évoquée. Bien 

avant l’étude du microbiome, il avait déjà été observé que la colonisation respiratoire de 

patients ayant une mucoviscidose par certaines bactéries du genre Pseudomonas marquait un 

tournant extrêmement péjoratif de leur maladie (151). 

Ainsi, et même si peu de données sont encore disponibles, la compréhension des 

mécanismes régissant la composition du microbiome d’un individu pourrait permettre de 

comprendre la pathologie en cours ou à venir. Le portage nasal de Streptococcus pneumoniae 

chez un enfant est par exemple positivement associé à la séropositivité au MPV. Après 

vérification au moyen d’un modèle cellulaire afin d’en comprendre l’imputabilité, il a pu être 

conclu à l’implication de cette bactérie dans la susceptibilité de l’hôte au MPV (137). 

De plus, dans une importante cohorte de nouveau-nés infectés par le VRS, Téo et al. ont 

pu mettre en évidence que le microbiome nasopharyngé pouvait être le marqueur des 

infections respiratoires aigües et/ou des dyspnée chroniques, consécutives aux bronchiolites 

sévères (104). De façon intéressante, la colonisation précoce (avant l’âge de deux mois) par 

un Streptococcae est associée à terme à un risque accru d’asthme à 5 ans. Cette colonisation 

peut donc êtrele marqueur d’un devenir péjoratif, avec une apparition prévisible de dyspnées 

chroniques, des années après l’infection initiale.  

Bien qu’aucune relation causale stricte entre les caractéristiques du microbiome 

nasopharyngé et la réponse de l’hôte aux infections virales ne puisse être déduite, l’étude du 

microbiome de l’hôte semble d’utilité pour prédire les conséquences de ces infections. 

Réciproquement, la vaccination ou l’administration de molécules pré- ou anti-biotiques, 
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pourraient avoir des conséquences (bénéfiques ou non) sur les infections ultérieures, et 

pourraient relever d’une stratégie de prévention primaire ou secondaire (152,153). 

Conclusions 

En conclusion, les études réalisées et présentées ci-avant semblent suggérer que  

le microbiome bactérien respiratoire a un rôle majeur dans la réponse de l’hôte à l’infection 

virale, et ce, aux différentes étapes de sa mise en place. Ces démonstrations, réalisées sur 

modèles principalement in vitro, d’infection chronique, ou encore portant sur des populations 

standardisées (non représentatives de la population générale car immunodéprimées ou néo-

/péri-natales) il reste difficile d’extrapoler leurs conclusions. De nombreux travaux chez 

l’humain, restent donc à réaliser pour apporter une compréhension suffisante en vue d’utiliser 

le microbiome en routine thérapeutique ou clinique. Certaines données suggèrent néanmoins  

sa possible utilisation dans le domaine de la santé humaine, le microbiome étant à la fois 

cause et reflet de la maladie et permettant, conjointement avec l’amélioration des technologies  

de biologie moléculaire, de mettre en place une « médecine personnalisée ». 

La recherche sur le microbiome constitue donc un vaste champ d’investigation, aussi bien 

à l’échelle d’un simple pathogène qu’au niveau de l’étude de la communauté microbienne. Le 

développement des technologies de séquençage à haut débit du microbiome a apporté une 

considérable compréhension des situations physiologiques comme pathologiques. L’étude des 

interactions avec les autres composants du microbiome, virales et fongiques principalement 

restent néanmoins très limitées mais augurent de nombreuses avancées à court terme. 

L’ensemble de ces découvertes tranche avec la précédente approche des maladies 

infectieuses, qui se focalisaient sur le pathogène lui-même. Depuis les premières descriptions 

des pathologies infectieuses, il était généralement admis que la compréhension  

d’une pathologie infectieuse passe par la caractérisation du pathogène. Une nouvelle 

approche, intégrative, s’efforce de prendre en compte l’ensemble des acteurs endogènes ou 

exogènes en présence (cibles cellulaires, réponse immunitaire, intervention thérapeutique, …) 

mais surtout le corps de l’hôte dans sa globalité en tant que niche écologiques (Figure 10). En 

utilisant cette approche prenant en compte l’ensemble des paramètres, dont la maladie est le 

reflet du déséquilibre, il sera possible d’apporter nombre de données valides et pertinentes, et 

ce, même si aucune approche consensuelle de la question n’est apportée à ce jour par la 

communauté scientifique. Enfin, c’est seulement après consolidation de la compréhension 

mécanistique de la problématique, au moyen de modèles animaux pertinents ou des cohortes 
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de taille suffisante, qu’il sera possible d’appliquer les connaissances du microbiome à la prise 

en charge clinique des pathologies, qu’elles soient infectieuses ou non.  

 

Figure 7. Approche intégrative des maladies infectieuses. Avant la mise en place d’approche 

mécanistique, la caractérisation des génomes du pathogène, du microbiome en cause ainsi que  

de l’hôte considéré est fondamentale. Avec ces éléments de compréhension seront possibles la mise 

en place d’applications cliniques innovantes autant diagnostiques, pronostiques ou thérapeutiques. 
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Chapitre 3 La diversification virale facteur évolutif ou péjoratif ? 
Cette section comporte des éléments adaptés de la publication suivante (article publié en 

Annexe D) : Pichon M., Pellisier R., Valette M., Lina B., Josset L. Biodiversité 

génomique virale : évaluation et conséquences sur la virulence des infections 

respiratoires. Virologie. 2018, 22 (3) : 173-82 

Introduction  

Au cours d’une infection virale (principalement à virus à ARN), la réplication virale est à 

l’origine de populations génétiquement diversifiées au sein de la niche écologique infectée. 

Cette diversification résulte de caractéristiques du virus (nombre de génome initialement en 

présence, vitesse et fidélité de la polymérase, modalité de transmission inter-hôte) et de l’hôte 

(intégrité des barrières physiques, pression de sélection immunitaire et microbiome en 

présence). Chez un hôte, les virus sont donc présents en de nombreuses population distinctes, 

antigéniquement et génomiquement proches, appelées « quasi-espèce » virale (154–157).  

Ces variations s’expliquent principalement par le défaut de fidélité des polymérases des 

virus, responsables de la réplication du génome. Le taux de mutation ainsi généré dépend  

de la nature du virus et de son génome, les virus à ARN présentant un taux élevé alors que  

les virus à ADN restent 10 fois plus fidèles (10-7 à 10-8 substitutions par site nucléotidique par 

cycle d’infection cellulaire) (158). En comparaison le taux d’erreur d’une polymérase 

cellulaire est proche de 10-8 à 10-9 substitutions par site nucléotidique par cycle cellulaire. En 

effet et contrairement aux enzymes eucaryotes, les enzymes virales ne présentent aucune 

propriété de correction et introduisent un certain nombre de variation nucléotidiques 

(substitution, délétion, insertion) à chaque cycle réplicatif. Pour les polymérases eucaryotes, 

un système d’autocorrection permet une excision, par activité exonucléasique, de 90 à 99,9% 

des anomalies ainsi générées (159).  

Ces populations nouvellement formées rejoignent donc le concept de quasi-espèces 

proposé par Eigen dès 1971. Initialement purement théorique, ce concept décrivait un groupe 

d’individus, au sens biologique du terme, différents mais reliés génétiquement au cours  

de l’apparition de la Vie. Par voie de conséquence, ce concept suggère que les erreurs  

de polymérases sont de véritables moteurs de l’évolution, permettant la création de nouveaux 
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mutants, isolés ou non, aptes à résister à de nouvelles conditions environnementales (160). 

Aboutissant ainsi à de véritables populations, ces variants présentent de très nombreux 

phénotypes, pouvant aussi se transmettre entre hôtes infectés, se disperser au cours de l’étape 

d’invasion, ou même être issus de la dissémination de l’infection au sein des différents 

organes chez un individu donné (résumé par la Figure 11) (158,161–167). 

 
Figure 8. Principe de diversification génomique virale. À chaque cycle réplicatif les erreurs 

aléatoires introduites entrainent la divergence antigénique et nucléotidique des virus, créant  

de nouvelles sous-populations, appelés aussi « quasi-espèces ». Certaines sous populations 

s’éteignent spontanément (population verte) alors que des sous population intermédiaires ne sont 

simplement plus visibles (population noire). 

La plasticité et la variabilité des génomes sont donc des propriétés évolutives intrinsèques 

aux virus (et principalement à ceux à ARN). Il est donc important de marquer la différence  

de définition entre les séquences « consensus » et « majoritaires » (Figure 12). La séquence 

consensus, retrouvée par toutes les technologies de séquençage, même classique, est  

une reconstruction, parfois absente de la réalité, constituée des bases les plus représentées à 

chaque coordonnée nucléotidique. Elle ne peut néanmoins pas expliquer toutes  

les caractéristiques des micro-organismes étudiés, et pour cause, il n’est nullement fait état  

de sa représentativité biologique en tant qu’entité. Cette séquence est à distinguer de la 

séquence majoritaire qui, comme son nom l’indique, représente la majorité des séquences 

retrouvées, en tant que telle. Seule une approche permettant de reconstituer les haplotypes 

viraux est en mesure de mettre en évidence les génomes constitués des mêmes séquences, en 

dehors de la séquence majoritaire. 
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Figure 9. Point de définition. Les lignes horizontales représentent la présence d’un type de génome 

viral alors que les symboles (rond, carrés, triangles, étoiles) représentent des mutations ponctuelles 

(mutations, insertion, délétion). En séquençant cette population, on constate que la séquence 

consensus obtenue (présentant trois mutations présentes dans plus de 50% des virus en présence) 

serait distincte de la séquence majoritaire (présente dans sa globalité, dans le plus de virus en 

présence). 

1. Diversité et évolution des technologies de séquençage 

Comme évoqué précédemment, les quasi-espèces virales qui résultent de la diversification 

au cours des cycles réplicatifs, sont une notion étudiée depuis près de 40 ans, d’abord en 

théorie et récemment en pratique (par biologie moléculaire). Les technologies de séquençage 

à haut débit ont depuis permis de générer, à faible coût, des données en quantité parfois 

impressionnante, portant sur les génomes viraux. Les données ainsi produites ont permis de 

faire basculer les théories vers une conception expérimentale, ouvrant des possibilités 

d’investigation non envisagées jusqu’alors, aussi bien pour les méthodes de vaccination que  

de thérapies anti-infectieuses innovantes. À noter qu’initialement concentrée sur les 

recherches portant sur les virus des hépatites et du VIH, les centres d’intérêt se multiplient, 

portant tant sur les virus à ARN qu’à ADN, ou même sur les virus responsables d’infections 

aiguës. Depuis quelques années le nombre de publication portant sur la diversité virale a 

néanmoins explosé (mot-clé : « viral diversity » est triplé en 10 ans, passant de 300 en 2003 à 

plus de 900 en 2013, croissance qui ne fait qu’augmenter (Figure 13).  
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 Figure 10. Données bibliométriques des publications portant sur la diversité virale (1980-2018). 
En ordonnée, est représenté le total cumulé d’étude portant sur la diversité génomique virale (bleu, 

 le nombre de publication de l’année n ; rouge, la moyenne du nombre de publication entre les années  

n-1 à n+1). 

Le nombre de publications portant sur cette diversité augmente ainsi de façon quasi-

exponentielle, suivant le perfectionnement des technologies de séquençage. En effet, le 

passage de technologie classique de séquençage, par méthode dite « de Sanger » aux 

technologies de séquençage à haut débit (comme la technologie par terminateur réversibles 

fluorescents d’Illumina) permet de discriminer plus efficacement les espèces en présence dans 

un échantillon, reflet de la diversification intra-hôte (Figure 14). Cette amélioration de 

technologie n’est néanmoins pas exempte de problème, le taux d’erreur s’élevant à plus de 1% 

dans certains modèles expérimentaux (168). De plus, les biais de chaque plateforme d’étude 

doivent être connus et maitrisés autant que possible pour limiter un problème de comparabilité  

inter-échantillon (et encore plus inter-runs). Par ailleurs, les taux d’erreur sont 

disproportionnés dans les régions riches en GC, à la fin d’un read (unité de séquence) et en 

fonction de la structure secondaire de l’acide nucléique séquencé (169,170). Ainsi, dans le 

cadre de l’analyse de certains variants, une proportion importante des erreurs sont des 

substitutions, qu’il est difficile, sinon impossible, de distinguer d’un réel variant 

nucléotidique, présent à très faible fréquence dans la population virale. 
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Figure 11. Pouvoir discriminant de l’étude phylogénique (Neighbor-Joining, NJ) des méthodes 
de séquençage historiques (A) et de nouvelle génération (B). Cette étude phylogénique, 

appliquée à la région V1-V3 de la glycoprotéine gp120 du VIH montre une plus grande diversité dans 

le cadre des nouvelles technologies, et ce malgré le fait que les deux technologies aient été 

appliquées au même échantillon (171). 

L’étude des diversifications virales reste tout de même un champ complexe 

d’investigation, et particulièrement dans le cadre des infections respiratoires. En effet, les 

infections respiratoires, qu’elles soient à virus Influenza, à VRS ou à Rhinovirus, sont 

généralement aiguës. L’importance de la diversification au cours d’une évolution clinique 

aussi brève reste donc particulièrement difficile à apprécier, car, au contraire d’une infection 

chronique, aucun prélèvement n’est réalisé systématiquement en pratique clinique, à 

échéance, pour contrôler ou suivre la décroissance de l’infection. Peu d’études ont donc 

exploré cette diversification génomique au cours de l’infection respiratoires, à l’exception de 

situation d’excrétion prolongés comme chez les patients immunodéprimées (172). 

Dans cette étude bibliographique, nous allons donc décrire, après en avoir détaillé  

les principaux estimateurs et méthodes de calculs, les conséquences cliniques  

de cette diversification. Nous nous limiterons aux conséquences cliniques de cette 

diversification dans le cadre des infections respiratoires virales de l’Homme.  

 

 

a) 

 

b) 
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2. Mesure de la diversité génomique 

Comme évoqué précédemment, de nombreux paramètres peuvent impacter la diversité 

génomique virale, il est donc nécessaire de définir la ou les unité(s) de mesure permettant sa 

quantification (Tableau 5).  

Tout d’abord, il est important, avant toute évaluation de prendre en considération que  

la diversité génomique observée est la résultante de la diversité réelle, biologique, mais aussi 

de la diversité artificielle, induite par les préparations de librairies (amplification, 

fragmentation, l’adénylation, l’indexation) et le séquençage en lui-même. La 

rétrotranscription et l’amplification par RT-PCR induit par exemple un taux d’erreur de 10-5 à 

10-4 substitution par coordonnée nucléotidique par cycle de PCR  Si ce taux d’erreur global 

est important avant l’analyse, le traitement informatique permet de le ramener à 0.1% (pour 

les plateformes Illumina), 0.5% (pour le Ion PGM) mais peut rester à 15%  

(pour le PacBio) (173,174). 

La validation de la qualité du processus analytique est donc cruciale, et ce spécialement 

quand il s’agit d’étudier les variants minoritaires. L’utilisation de virus clonaux (comme  

les virus « de plage de lyse ») ou les plasmides utilisés dans le cadre de génomique inverse 

permet d’obtenir des performances de contrôle satisfaisantes (175). En principe strictement 

identiques avant leur introduction dans le processus analytique la mise en évidence de variant 

dans les séquences correspondantes permettra donc la mise en évidence des erreurs de 

séquençage et ainsi d’approcher l’estimation de la diversité génomique réelle des virus 

séquencés au cours d’un même run. Cette validation de processus est importante afin de 

limiter au maximum les biais de sous-/ ou de sur-/ représentation de la diversité génomique  

biologique (176). En effet, une surestimation du bruit de fond, contrôlable par l’utilisation  

de standard, comme un échantillon biologique réel ou artificiel parfaitement quantifié, ou  

d’un pipeline informatique préalablement vérifié, peut conduire à une sous-estimation  

de la diversité interprétée. Réciproquement, l’utilisation de données corrompues par un trop 

grand laxisme quant à la qualité des données analysées, de même que l’utilisation de suite 

logicielles non adaptées, peut conduire à une surestimation de cette diversité. Il est important 

d’insister sur le bénéfice incontestable à utiliser un protocole de constitution des librairies 

ainsi qu’à utiliser une suite de logiciel parfaitement optimisée pour la détection de variants de 

faible fréquence afin de prendre en compte l’impact des erreurs produites par le séquençage 

(176).  
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La standardisation des méthodes d’analyse, propre à chaque étude en l’absence de consensus 

universellement admis, permettrait, après validation extensive, de s’affranchir des biais inter-

expérimentation, plateforme dépendante, générant des données de qualité satisfaisante en 

toute occasion, et ce même sur les génomes imparfaitement séquencés, ou présentant une 

variabilité importante, comme dans le cas des virus à ARN. L’ensemble des biais d’analyse, 

dont la prise en compte reste encore incomplète à l’heure actuelle est un facteur à interpréter 

de manière extrêmement prudente et raisonnée avant de conclure sur un éventuel impact 

biologique, à plus forte raison quand les variants de faible fréquences constituent, en les 

sommant, la majorité de la population étudiée (177). 

Par ailleurs, il est important d’analyser autant que possible les génomes viraux sans les 

fragmenter, afin d’étudier parfaitement les haplotypes viraux. Cette fragmentation reste 

néanmoins nécessaire, dans les technologies de séquençage à haut débit de 2e génération  

(que ce soit sur phase solide, comme les technologies Illumina-Solexa ou en émulsion, 

comme les technologies Ion PGM/Proton) (178). Ces technologies permettent en effet le 

séquençage en quantité importante de séquences courtes (75 à 300 bases par read) obtenues 

après fragmentation, enzymatique ou mécanique. La reconstitution des génomes dans leur 

intégralité se fait donc in silico, par certaines solutions informatiques les reconstituant. Ces 

logiciels restent néanmoins imparfaits, car basés sur des calculs de probabilités. Comme dits 

précédemment, ces logiciels sont donc parfois à l’origine d’une augmentation/diminution de 

la diversification génomique. Pour limiter ces problèmes, l’utilisation (conjointe) de 

technologies de 3e ou 4e génération comme le PacBio ou le MinIon pourrait être envisagée. 

Grevées par de faibles fidélités, induisant un taux d’erreur parfois important, elles permettent 

néanmoins de séquencer les génomes viraux en un seul et unique read, sans fragmentation 

préalable. L’association des deux technologies permettrait donc de quantifier plus finement le 

nombre d’haplotypes, mais nécessitent néanmoins une optimisation de leur performances de 

séquençage en terme de fidélité (15 à 20% d’erreur pour le PacBio avant traitement 

informatique) (179). 

Ainsi, une étude de Debbink et al. parue récemment insiste sur l’intérêt de quantifier  

la population introduite dans le processus de constitution des librairies. Dans le cadre des 

études de diversité virale, il a ainsi été noté que d’importante variation de la charge virale 

présente initialement, influencent les performances de détection des polymorphismes 

génomiques, et par là, la quantité de diversité génomique mise en évidence (180). 
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Tableau 4. Estimateurs mathématiques de la diversité génomique. Abr. Abréviation. p : fréquence 

relative des espèces. Nu : nombre moyen de différences nucléotidique entre paires de séquences. L : 

nombre total de sites. N : nombre d’individus. D : espèces différentes parmi les S existantes.  

Estimateur  

(année de 

publication) 

Abr. Formule Groupe Avantages Inconvénients 

Fréquences 

minimales ou 

maximales 

n n =  
Abondance 

fonctionnelle 

Utilisation et 

compréhension  

simple 

Population  

de taille finie connue 
Diversité 

nucléotidique 
π π= Nu/L 

Indice  

de Simpson  

(1949) 

λ λ =  

Abondance 

relative  

Valeurs intuitives 

Poids majoré sur les 

espèces les plus 

abondantes 

Indice  

de Shannon 

(1949) 

H 
. 

Insensible à la richesse 

spécifique 
Saturabilité de l’indice 

Indice  

de Hill  

(1973) 

Nh 
 

Synthèse des indices 

de Shannon et 

Simpson 

Interprétable en 

association avec l’un 

des Indices  

dont il est la synthèse 

Indice  

de Chao2  

(1987) 

S S =  

Estimation de la 

fraction non observée 

par la présence de la 

fraction observée 

Postulat de départ 

contraignant  

(N et grand et 

probabilité 

d’observation faible) 

Estimation du nombre 

minimum d’espèces en 

présence 

 

3. Conséquences phénotypiques de la diversification génomique 

virale sur la virulence des infections virales  

3.1. La diversification génomique virale comme facteur de virulence  

Plusieurs études liant diversification génomique virales et virulence ont été réalisées dans 

le cadre des infections à Poliovirus (181,182).  
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Vignuzzi et al. ont pu mettre en évidence une mutation (G64S) augmentant la fidélité  

de la polymérase virale (« high-fidelity enzyme ») sans en altérer la processivité. Ils ont aussi 

pu confirmer la génération de population virale à faible diversité génétique. In vivo,  

cette population nouvellement formée ne pouvait pas être létale sans être administrée à très 

haute concentration (IC50 élevée), et directement dans le système nerveux central. En effet,  

ces virus mutés, clonaux, ne pouvaient franchir la barrière hématoencéphalique pour atteindre 

le site majeur de réplication du virus, à savoir le système nerveux central. Pour s’assurer  

de l’imputabilité de la restriction de diversification sur cette faible diversité, le virus muté a 

été artificiellement diversifié par adjonction de ribavirine ou 5-fluoro-uracile au milieu  

de culture (183). La population ainsi artificiellement générée, présentait une diversité et  

une létalité augmentée, allant jusqu’à égaler les souches virales sauvage et atteignant la dose 

létale de 1,6 millions d’unités formant plaque (« plaque-forming unit » ou PFU) par injection. 

Les auteurs ont confirmé leur découverte par l’administration orale de cette population 

artificiellement diversifiée initialement mais prélevée localement dans le LCR, qui ne 

conduisait pas à une dissémination neuroméningée. La population non diversifiée 

(diversification 2 à 3 fois plus faible) ne semble donc pas comporter de variants 

particulièrement létaux. Les auteurs concluent en évoquant l’idée d’une coopération entre 

variants viraux, permettant de franchir les différents obstacles à l’infection, que ce soit 

colonisation et franchissement de l’épithélium intestinal ou neuroméningé ou même 

détournement du système immunitaire. Cette expérience est résumée par la figure 15.  

3.2. La diversification génomique virale limitant la virulence  

En contradiction avec ce qui a été démontré sur les modèles de Poliovirus, la ribavirine, 

peut augmenter la fréquence de mutation au-delà d’un seuil tolérable, expliquant en partie son 

efficacité sur de nombreuses cibles virales ADN ou ARN (Herpesviridae, Orthomyxovirus, 

Paramyxovirus, Filovirus, …), le virus étant conduit naturellement à son extinction (183,184). 

Contrairement aux notions introduites dans le paragraphe précédent, une important 

mutagénèse par déstabilisation thérapeutique de la polymérase, peut donc, comme cela a été 

prouvé dans les espèces comme les virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) et les Hantavirus, 

conduire à la clairance virale (185–189). Les auteurs parlent donc de dépassement du seuil 

d’erreur toléré, ou « error catastrophe » (190). 
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A/  

Figure 12. Impact clinique de la diversification génomique virale. A/ Processus analytiques ;  
B/ Comparaison des souches sauvages et des souches à polymérase à fidélité augmentée ;  
C/ Comparaison des souches sauvages et des souches à polymérase mutée artificiellement 
diversifiés (G64SeQs). IC50 : quantité suffisante pour tuer 50% de la population infectée.  

WT : Poliovirus sauvage. G64S : Poliovirus mutant (polymérase à fidélité augmentée).  

G64Sd : population mutante diversifiée artificiellement. G64Sd-c : population mutante diversifié 

artificiellement récupérée dans le liquide cérébro-spinal du sujet infecté. * sélection de mutant par 

culture. ** ratio déterminé par normalisation de l’IC50 à l’IC50 du virus sauvage. Dans le cas  

de la comparaison des souches sauvages et des souches à polymérase hyper-fidèle, la proportion de 

souris infectée survivant est bien plus basse avec les virus sauvages et ce, malgré une augmentation 

de l’inoculation (106 à 109 PFU). La diversification artificielle de ces mutants à fidélité augmentée 

rétablit une létalité des souches comparable à celle des souches sauvages.  
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Holland et al., sur un modèle animal d’infection à VSV, ont pu montrer que l’exposition 

des virus à des mutagènes comme le 5 fluoro-uracile ou la 5-azacytidine restaure un taux de 

mutation identique à celui des virus sauvages, tout en gardant un pouvoir infectieux similaire. 

Ces résultats confortent l’hypothèse de dépassement d’un seuil de mutation, conduisant à la 

disparition des virus mutants, et donc à l’extinction de la population complète (191).  

La présence d’une population virale diversifiée artificiellement ou non pourrait aussi entraver 

le pouvoir infectieux de la sous-population virale naturelle. Ce phénomène, étudié  

dans le cadre des Coksackievirus et du syndrome pied-main-bouche est dénommé « défection 

létale » (192,193). La principale hypothèse mécanistique serait liée à la formation de 

complexes protéiques interférant, codés par les virus anormalement mutés, limitant la 

réplication et donc la charge virale de la sous population sauvage. 

L’applicabilité de l’utilisation clinique de mutagénèses virales létales a été montrée  

dès 2011, dans le cadre d’un essai clinique portant sur le VIH-1. Les auteurs ont pu démontrer 

que le taux de mutation du VIH-1 étant proche du seuil maximum d’erreur toléré,  

une augmentation, aussi minime soit-elle, conduit à l’extinction rapide de cette population 

(194). L’extrapolation de résultats in vitro afin de prédire le délai et l’efficacité  

de telles thérapeutiques dans le cadre de clinique humaine reste néanmoins très difficile, du 

fait, dans le cas du VIH, de la présence de réservoirs cellulaire ou d’impasse immunitaires, 

ainsi que de variations dans le fitness viral des souches mutées.  

De même, si les molécules, habituellement utilisées dans le traitement de maladies 

cancéreuses, ont prouvé leur utilité dans les modèles murins d’infection à Arenavirus, aucune 

application médicale humaine n’a été validée à ce jour, du fait des très grandes variabilités  

des niveaux de mutagénèses nécessaires entre virus et situations cliniques (195). Ces seuils 

sont de plus difficiles à considérer comme un ensemble, du fait de leurs variations entre les 

régions nucléotidiques (196). Il est probable par ailleurs que ces thérapeutiques ne 

fonctionneront que chez les patients à système immunitaire efficace, les patients 

immunodéprimés ne pouvant pas, dans la plupart des cas, éliminer une infection virale, aussi 

« affaiblis » que soient les virus considérés. 

En conclusion de cette partie, le taux de mutation viral est une conséquence évolutive 

finement déterminée par une accumulation de cycles réplicatifs. Même si une accumulation  

de mutation peut conduire à l’extinction d’une population, l’absence (ou le taux modéré)  

de mutation limite leur survie en milieux changeants, comme en cas de réponses hostiles  
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aux virus comme la réponse immunitaire de l’hôte. La survie d’un virus est donc la résultante 

de la plasticité et la stabilité génomique. 

4. La diversification génomique des virus respiratoires 

À l'inverse des modèles présentés ci-avant, peu d’études ont pu mettre en évidence de lien 

entre la diversité génomique virale d’un virus respiratoire et la sévérité clinique de la maladie 

dont il est responsable. Les virus respiratoires, principalement à ARN, ont fait l’objet  

de publications récentes définissant leur diversité génomique. 

Avec un taux de mutation estimé entre 10-5 et 10-4 substitutions par nucléotide par cycle 

d’infection cellulaire, la polymérase et les substitutions qu’elle engendre est le moteur  

de l’évolution des virus Influenza (158). Cette évaluation des taux de mutation est 

probablement par ailleurs très sous-estimée, certains modes de détermination du taux de 

mutation montre un taux deux fois supérieur à celui observé par NGS (197,198). Chaque 

cycle réplicatifs étant responsables de 2 à 3 mutations des transversions (mutation de A vers G 

ou U vers C) et considérant que 28 à 31% des mutations ayant une conséquence létale, la 

probabilité de réplication efficace d’un génome virale ne représente qu’un tiers à la moitié  

des réplications (199). Sur les virions ainsi produits, moins de 1% des virions possèdent  

un pouvoir infectieux, et ce, indépendamment du modèle cellulaire infecté. Ces 

caractéristiques placent les virus Influenza à la limite du taux d’erreur tolérable pour rester 

efficacement réplicatif (197). De plus, la génération de souches non-infectieuses impacte 

fortement l’ensemble de la population virale, et est donc un facteur de limitation de la 

virulence de l’infection (200). 

Il est donc crucial pour construire des modèles complets de la maladie grippale  

de comprendre la diversification virale, aussi bien intra- qu’ inter-hôte et autant dans  

sa génération que dans l’interaction des virus avec le système immunitaire de l’hôte  

infecté (163,201). 

Cette diversité a été principalement étudiée chez les patients immunodéprimés ou  

dans le cadre des virus résistants (202). À noter que les antiviraux mutagènes (comme  

la ribavirine) ne sont aucunement associés à l’émergence de résistance, même après  

de nombreux passages sur culture cellulaire (200). Néanmoins, en l’absence de données 

cliniques complètes, les caractéristiques de la diversité génomique grippale au temps précoce 
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de la maladie ou au cours de l’évolution restent incomprises, car peu étudiées, même si ces 

quelques données suggèrent une diversité faible lors de l’infection. 

Pour les VRS, une étude a montré la présence de région du génome hautement ou 

faiblement diversifiées (points chauds « hotspots » ou points froids « coldspots » de 

mutations) (196). Dans son ensemble, le taux de mutation du VRS est 100 à 1000 fois plus 

important que celui des virus Influenza, soit estimée à 10-3 substitutions par coordonnées 

nucléotidique par cycle d’infection cellulaire (203). Les régions de points chauds de mutation 

sont décrites comme les régions les plus variables (méthode d’optimisation du fitness viral, ou 

d’échappement au système immunitaire) et les régions de points froids de mutation comme les 

plus constantes du génome (régions codant une protéine fondamentale, au carrefour de 

nombreuses fonctions vitales du micro-organisme). Un génome présentant un nombre 

important de points froids conforte l’idée d’un virus restreint dans sa diversification, 

cohérente avec la faible diversification épidémiologique décrite au cours de l’épidémiologie 

des 50 dernières années (204). Ces données sont néanmoins à mettre en balance avec 

l’absence de corrélation entre ces variations génétiques et la sévérité clinique de l’infection. 

La diversification doit donc se voir comme la résultante de la proportion (et du taux respectif 

de mutations) de ces régions génomiques chaudes et froides. 

La diversification théorique doit néanmoins être corrélée à la possibilité de transmission  

des variants, majoritaires comme minoritaires (166). La diversité transmise est toujours 

inférieure à la diversité à long terme, suggérant que les variants transmis ne correspondent pas 

à l’intégralité des variants générés (203). Cette transmission est un facteur impactant 

fortement la diversité génomique virale, indépendamment de toute considération de 

diversification. Dans le cadre d’une infection expérimentale par Rhinovirus, la diversité 

génomique virale retrouvée au temps précoce chez un hôte après infection n’est pas limitée 

par la transmission préférentielle d’une proportion faible de variants minoritaires, la quasi-

totalité des variants étant secondairement retrouvée chez les hôtes après infection (205). À 

l’inverse, dans une étude de la transmission de la diversité génétique des virus grippaux, les 

auteurs ont mis en évidence l’association inverse entre sévérité de la maladie (ampleur de la 

fièvre) et transmission de diversité inter-hôte (162,206). Cette observation reste cohérente 

avec le « besoin » d’acquisition d’un large panel de mutation/réassortiment pour permettre 

l’obtention d’un fitness optimisé, à l’instar d’une boite à outils permettant de répondre à de 

possible nouvelles problématiques biologiques (166). 
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Conclusion 

L’évolution des techniques de séquençage de nouvelle génération ouvre un champ majeur 

d’investigation en microbiologie. Initiée par le séquençage de Sanger, l’étude du génome viral 

a été considérablement accélérée depuis quelques années. Si de nombreuses études suggèrent 

un lien fort entre la diversité ou diversification génomique d’un pathogène et la sévérité 

clinique de l’infection, il reste néanmoins difficile d’obtenir des données cliniques 

suffisamment fiables dans le cadre des infections respiratoires virales. En effet, les formes 

bénignes sont souvent manquées par les études épidémiologiques, au contraire des formes 

sévères, systématiquement étudiées. La mise en place d’études prospectives, permettant des 

prélèvements à échéance fixe, est donc cruciale pour obtenir des informations exploitables. La 

compréhension du lien entre cette diversité et l’évolution de la maladie permettra d’améliorer 

la compréhension des maladies infectieuses, et permettra d’identifier, à terme, des 

biomarqueurs utilisables en routine clinique. L’utilisation de tels marqueurs optimisera la 

prise en charge des patients présentant des infections respiratoires virales, en cas de 

complications prévisibles. Le classement des espèces virales en fonction de leur sensibilité au 

seuil de catastrophe, permettra la mise en place de thérapies innovantes, déstabilisant 

seulement la polymérase virale. De plus, l’utilisation de polymérase à fidélité augmentée 

permettra la mise en place de processus industriels utilisant des souches à virulence atténuée 

voire annihilée, en vue de mettre en place des programmes vaccinaux à sécurité augmentée. 

Néanmoins, si les résultats possibles sont très encourageants, les limites de ces études restent 

principalement financières et humaines mais elles permettront à terme d’apporter des 

améliorations majeures à la prise en charge des maladies infectieuses virales. 
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Projet de Thèse  

Comme nous l’avons vu dans l’introduction (Partie A, Chapitre 1 ; Annexe A), la 

maladie grippale est un problème de santé public récurrent dont l’impact saisonnier reste 

important malgré la présence d’une vaccination à la composition révisée chaque année et 

d’antiviraux efficaces si administrés précocement. 

L’amélioration des techniques de séquençage et l’avènement de techniques de biologie 

moléculaire extrêmement performantes permettant une caractérisation des sous-populations  

au sein du microbiome permettent de démontrer que le virus grippal n’est pas seul 

responsable des symptômes ainsi que de leur gravité (Partie A, Chapitres 2 et 3 ;  

Annexes B et C). Ces technologies de séquençage ont permis l’étude d’une propriété virale à 

l’intérêt croissant, la diversification du génome viral, à l’origine de nombreuses populations  

minoritaires (Annexe D). 

Les objectifs de ce travail de thèse étaient donc la caractérisation de ces facteurs dans  

le cadre de la pathogénèse grippale, en étudiant une large collection de prélèvements cliniques 

de patients consultants ou hospitalisés au sein des Hospices Civils de Lyon. 

Dans la première partie de ce travail (Partie B, Chapitres 1 et 2), nous avons étudié  

les populations bactériennes constituant le bactériome respiratoire des patients infectés par  

la grippe, en corrélant les données du microbiote bactérien aux données cliniques.  

Dans la deuxième partie de ce travail (Partie B, Chapitres 3 et 6), nous avons étudié,  

par séquençage profond, les virus grippaux impliqués dans les formes cliniques de la maladie. 

Après avoir validé notre approche de séquençage profond en comparaison à une approche de 

biologie moléculaire innovante (PCR digitale) permettant une quantification absolue des 

cibles (Partie B, Chapitre 3), nous avons étudié la diversification des virus grippaux chez les 

patients immunocompétents (Partie B, Chapitre 4). Enfin nous avons étudié la diversité 

initiale au temps précoce de l’infection pour l’ensemble des patients immunocompétents ayant 

présenté une infection à virus Influenza, qu’ils présentent ou non des facteurs de risque de 

complication (Partie B, Chapitre 5). Nous avons enfin étudié la diversification des virus 

grippaux chez un hôte au déficit immunitaire profond (Partie B, Chapitre 6), cette situation 

constituant une particularité. 
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Partie B. Résultats 
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Chapitre 1. Microbiome respiratoires des populations pédiatriques un 

marqueur prédictif de l’évolution péjorative ? 

 

1. Objectif 

Cette étude a pour objectif de déterminer une signature microbienne discriminant les patients 

en fonction de leur devenir clinique, bénin ou sévère. Cette signature pourrait être utilisée en 

tant que marqueur pronostic des conséquences de l’infection grippale et ce, dès les temps 

précoces de la maladie. 

2. Article publié 

Langevin S., PICHON M., Smith E., Morrison J., Bent Z., Green R., Baker K., Solberg 

O., Gillet Y., Javouhey E., Lina B., Katze MG., Josset L. Early nasopharyngeal 

microbial signatures are associated with severe influenza in children. J Gen Virol, 2017 

Aug. 

À noter que ce travail a par ailleurs fait l’objet d’un brevet industriel, présent en Annexe E. 
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Chapitre 2. Le microbiome respiratoire des adultes est-il utile dans la 

maladie grippale ? 
 

1. Objectif 

Dans le cadre de la caractérisation du microbiome respiratoire des infections respiratoires 

liées aux virus Influenza, cette étude a pour objectif de déterminer une signature microbienne 

discriminant les patients en fonction de leur devenir clinique, bénin ou sévère. Cette signature 

pourrait être utilisée en tant que marqueur pronostic pour pronostiquer les conséquences de 

l’infection grippale et ce, dès les temps précoces de la maladie. 

2. Méthodes 

2.1. Sélection des patients  

Nous avons analysé les dossiers cliniques des adultes (≥15 ans ; n=2036) admis  

aux Hospices Civils de Lyon (Bron, France) entre 2011 et 2015. Tous les prélèvements inclus 

étaient des ANP positives pour IAV ou IBV, au moyen du Respiratory Multi Well System 

MWS r-gene® kit (bioMérieux, Marcy-L’étoile, France). À noter qu’une estimation semi-

quantitative de la charge virale a été obtenue, via la détermination d’un Cycle seuil (« Cycle 

threshold » ou Ct.) 

Seuls les patients au début de leur maladie (moins de deux jours de symptomatologie)  

et sans prise d’antibiothérapie trois semaines avant le prélèvement ont été sélectionnés.  

Ont été exclus les patients présentant des facteurs de risque de complications (comme définit 

précédemment) ou une maladie chronique connue pour impacter le microbiome respiratoire 

ainsi qu’une infection non respiratoire documentée au moment des prélèvements (8).  

Enfin, nous avons aussi exclus les patients dont les prélèvements initiaux n’ont pas pu être 

retrouvés ou dont les extraits ne satisfaisaient pas aux critères minimaux de qualité/quantité. 

Sur la base de leur dossier clinique après prélèvements, les patients ont été classes en 

deux groupes bénins (en l’absence de complication) ou sévères, respiratoire [utilisation de 

ventilation (invasive ou non), altération de la gazométrie artérielle, ou l’hospitalisation en 

réanimation ou service spécialisé] ou neurologique [reflet de l’altération du système nerveux 
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central ou périphérique, comme les convulsions, encéphalopathies, encéphalite ou tout autre 

symptôme neurologique focal; hospitalisé en réanimation ou service spécialisé] (207).  

2.2. Préparation des librairies et séquençage 

Après extraction sur plateforme automatisée EasyMag (bioMérieux), les régions V1-V3 

de l’ADN16S (510 bases) ont été amplifiées (20 cycles) au moyen d’amorces maison  

(voir Partie B, Chapitre 1). Après purification sur billes magnétiques AMPure XP beads 

(Beckmann Couter Inc.), les amplicons ont été indexés avant quantification puis séquençage 

sur une cartouche MiSeq V2 à 2pM (après ajout de 5% de contrôle PhiX). 

À noter que le processus de séquençage et de constitution des librairies a été validé par 

l’ajout d’un contrôle négatif suivant l’entièreté du processus analytique. 

2.3. Analyse bio-informatique et statistique 

Au jour de publication de cette thèse, certains échantillons ont eu à être reséquencés pour 

permettre l’obtention de profondeur suffisante. Aucun résultat ni processus informatisé fixé 

ne peut donc être détaillé ici, mais pour permettre une comparaison avec l’étude de la 

population pédiatrique, le processus sera superposable. Les résultats préliminaires présentés 

ci-après considèrent une approche identique à l’étude pédiatrique ; 

2.4. Considération éthique 

Tous les prélèvements ont été collectés dans le cadre de la prise en charge habituelle des 

patients sans prélèvement supplémentaire (ANP ou NG). Les prélèvements ont été 

anonymisés et l’étude a été approuvée par le comité d’éthique des Hospices Civils de Lyon le 

17.12.2015. 

3. Résultats préliminaires 

Un total de 95 échantillons a pu être inclus dans cette étude. Les patients inclus 

présentaient les caractéristiques suivantes résumées dans le Tableau 9.  

À noter que 49 d’entre eux (16 patients bénins, 17 respiratoires et 14 neurologiques) ont 

été reséquencés pour cause de puissance insuffisante pour assurer une analyse aux 

performances satisfaisantes. 
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Tableau 5. Caractéristiques démographiques et cliniques à l’inclusion, évolution clinique et 
thérapeutique des patients inclus. 

Données démographiques et cliniques 
initiales 

Grippe bénigne 
(n=42) 

Grippe sévère 
Complication 
neurologique 

(n=15) 

Complication 
respiratoire 

(n=38) 

Dé
m

og
ra

ph
ie

 Sexe Masculin  
(% du groupe considéré) 21 (50%) 9 (60%) 21 (55.2%) 

Age médian  
[déviation standard] 77[19] 78 [15] 76 [19] 

 Délai entre les symptômes et le prélèvement 

Ca
ra

ct
ér

is
tiq

ue
s à

 l’
in

cl
us

io
n 

N=0 10 7 14 

N=1 16 3 15 

N=2 16 5 9 

Délai médian  1 1 1 

Comorbidités  

Neurologiques  6 2 4 

Autres  10 4 16 

Év
ol

ut
io

n 
cl

in
iq

ue
 

Jours Hospitalisés  
(Médiane)  3  7  9  

Saturation <90% et/ou 
ventilation 0 6 35 

Surinfection bactérienne des 
pneumonies virales 2 2 4 

Coma 0 5 2 

Encéphalites 0 7 2 

Mort 0 3 2 

Th
ér

ap
eu

tiq
ue

 Sans antiviral 34 9 16 

Tamiflu 8 6 22 

Sans antibiotiques 24 5 4 

Antibiotiques 18 10 34 

Sur les 46 échantillons suffisamment séquencés, il n’a pu être mis en évidence une 

différence significative d’alpha-diversité globale (estimée par les indices de diversité de 

Chao1, ACE et Shannon). Similairement à l’étude pédiatrique, la béta diversité était retrouvée 
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associée aux conséquences de la maladie grippale, de l’âge (après catégorisation 15-65 ans 

versus plus de 65 ans) et délai depuis le début de la symptomatologie (p<0.05). 

Concernant la composition précise de ces microbiomes respiratoires, et toujours sur  

les 46 patients analysables avant reséquençage, nous avons pu retrouver la présence de 8 OTU 

dominants les respirotypes, dont cinq (indiqué par *) sont partagés chez les enfants 

(Staphylococcus aureus*, Propionibacterium acnes, Pseudomonas sp., Haemophilius 

Influenzae*, Moraxella catarrhalis*, Moraxella nonliquefaciens*, Streptococcus sp.* et 

Corynebacterium sp.). 

Quatre OTU étaient retrouvés différemment abondants entre les formes bénignes et 

sévères (indépendamment du type de complication) dont une était retrouvé chez l’enfant  

(indiqué par *) à savoir Turicella sp., Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium 

periodonticum et Veillonella sp. * . 

4. Conclusion 

L’étude des microbiomes respiratoires chez des populations adultes permettra d’apporter 

des résultats à associer aux résultats obtenus chez les patients pédiatriques. Une vue globale 

de l’utilisation des caractéristiques du microbiome respiratoire pour pronostiquer l’évolution 

clinique de la maladie grippale pourra donc ressortir de l’association de ces deux cohortes, 

aux méthodologies superposables. 
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Chapitre 3. Les populations minoritaires détectées par Séquençage à 

haut débit sont-elles détectables par PCR digitale  avec des 

performances satisfaisantes ? 
 

1. Objectif 

L’objectif de cette étude était d’optimiser et d’évaluer des performances de la PCR 

digitale (RT –ddPCR) en comparaison des performances des méthodes classiques de biologie 

moléculaires (RT-qPCR), en utilisant le séquençage par NGS d’échantillons de patients 

immunodéprimés comme gold standard d’évaluation. 

2. Article publié 

PICHON M., Gaymard A., Josset L., Valette M., Millat G., Lina B., Escuret V. 

Characterization of oseltamivir-resistant influenza virus populations in 

immunosuppressed patients using digital-droplet PCR: comparison with qPCR and next 

generation sequencing analysis. Antiviral Res. 2017 Aug 2. S0166-3542(17)30431-X 
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Chapitre 4. Diversification des populations virales minoritaires au 

cours de l’évolution de la maladie grippale facteur de gravité ou 

facteur d’extinction ? 

 

1. Objectif 

Cette étude a pour objectif la caractérisation de la diversification virale au cours de la 

maladie grippale de l’humain, chez le patient immunocompétent. 

2. Article soumis  

Pichon M., Simon B., Valette M., Bal A., Picard C., Escuret V., Ottman M., Gillet 

Y., Ader F., Lina B., Josset L. Diversity of influenza virus genome evolve during clinical 

course in immunocompetent patients. (Soumis à mSphere) 
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Chapitre 5. La diversité des populations virales minoritaires au temps 

précoce de la maladie : un facteur prédisposant aux formes graves ou 

aux échecs vaccinaux chez l’hôte sans facteur de risque prédisposant ? 

 

1. Objectifs 

Du fait de l’absence de données étudiant l’impact de la diversité des virus influenza chez 

les patients immunocompétents, au temps précoce de la maladie, ces travaux étudient 

l’association de cette diversité initiale en lien avec les conséquences cliniques de la maladie 

grippale.  

2. Article en préparation  

Pichon M., Simon B., Valette M., Bal A., Escuret V., Ottman M., Gillet Y., Ader F., Lina 

B., Josset L. Diversity of influenza virus genome is associated with clinical outcome in 

immunocompetent patients. (En préparation) 
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3. Article soumis  

Simon B., PICHON M., Valette M., Burfin G, Lina B., Josset L. Whole genome 

sequencing of circulating H3N2 influenza viruses reveals variants associated with 

severity and ineffective vaccination (Soumis à JID) 
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Chapitre 6. Existe-t-il des différences de diversité génomique virale 

minoritaire à l’état de base ou au cours de la diversification chez les 

hôtes à risque de formes graves ? 

 

1. Objectif 

Dans cette étude, nous décrivons l’évolution de l’infection grippale sévère à virus H1N1 chez 

un patient présentant un Déficit Immunitaire Commun Variable, aboutissant à une excrétion 

de plus de 6 mois et permettant l’étude de cette diversité virale sous sélection immunitaire et 

thérapeutique, par méthode conventionnelle et NGS.  

2. Article  

Pichon M., Picard C., Simon B., Gaymard A., Renard C., Massenavette B. Malcus C., 

Monneret G., Morfin-Sherpa F., Valette M., Javouhey E., Millat G., Lina B., Josset L., 

Escuret V. Clinical management and viral genomic diversity analysis of a child’s 

influenza A(H1N1)pdm09 infection in the context of a severe combined 

immunodeficiency. Antiviral Res. 2018 Oct 11;160:1-9 
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1. Propos général 

Avec l’émergence des technologies de séquençage à haut débit, il est devenu évident que  

la simple caractérisation d’un pathogène comme le virus Influenza, aussi précise soit-elle, 

n’est pas suffisante. Ne prenant en compte que le pathogène responsable ou suspecté comme 

tel, Robert Koch, dès la fin du XIXe siècle, a établi le postulat qui classiquement porte son 

nom (« Postulat de Koch ») afin d’établir la causalité entre infection et pathogène. Avec 

l’émergence des technologies de biologie moléculaire à la fin du XXe siècle, la caractérisation 

de gènes de virulence présents chez certains individus d’une population microbienne a fait 

évoluer ce postulat. Le lien « pathogène – maladie » devenant un lien « gène de virulence – 

maladie » le postulat devient ce qui pouvait être qualifié de « Postulat moléculaire de Koch ». 

Enfin, avec l’émergence de technologies permettant de générer une quantité très importante 

de donnée en un temps court, il fut séduisant de vouloir pousser ce postulat aux limites de sa 

finesse. Ainsi, le postulat a évolué de nouveau, l’intégralité de l’organisme hôte de la maladie 

infectieuse étant prise en considération, étant considéré comme un écosystème. La maladie, 

quel que soit son origine, et particulièrement en cas de maladie infectieuse, étant 

principalement due à une dysbiose de la niche écologique considérée, le postulat évolua pour 

se dénommer « Postulat écologique de Koch ». Ce travail de thèse, bien que ne comportant 

que l’analyse des populations virales et bactériennes dans le cadre d’étude de la santé 

humaine, soutient l’idée d’élargir le paradigme de prise en charge des pathologies 

infectieuses. Ce paradigme classiquement concentré sur l’immunité de l’hôte et l’élimination 

du pathogène, pourrait donc se voir évoluer en profitant de ce qui pourrait être caractérisé 

comme un « Postulat intégratif de Koch ».  

Dans ce contexte, ce travail n’est que le début d’une conception plus grande de la prise en 

charge des maladies infectieuses et de toute pathologies par la prise en compte des individus, 

quel que soit leur nature, comme étant et faisant parti d’une population plus large. 
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2. Le microbiome respiratoire dans la maladie grippale : impact et 

prise en compte 

L’amélioration du pronostic et du traitement des complications de la maladie grippale 

nécessite une compréhension globale approfondie de cette maladie. La sévérité des 

pathologies infectieuses est donc la résultante d’interactions complexes entre le pathogène,  

son environnement et l’hôte infecté. Ces interactions doivent être appréhendées comme 

faisant partie d’un « tout » dont les caractéristiques sont plus importantes que la somme de 

chacune d’entre elles (208). À ce titre le microbiome était encore un facteur faiblement pris en 

compte, un « parent pauvre » devant revendiquer son importance dans les modèle de 

pathogénie du virus grippal, appartenant à plus d’un titre à son environnement (209,210). 

La survenue des complications de grippe ainsi que leurs pathogénies restent imprévisibles, 

particulièrement en termes de gradation de sévérité. C’est pourquoi l’identification précoce  

des patients à risque de complication est cruciale pour la prise en charge, et donc la survie 

des patients concernés. Du fait du temps que nécessite leur recherche, aucun marqueur 

biologique ou radiologique de l’hôte n’est aisément, et avec des performances satisfaisantes, 

disponible pour prédire cette évolution au cours de l’évolution clinique. 

Dans ce contexte, le premier travail de ce manuscrit a consisté en la caractérisation et  

la détermination de l’utilisation, dans un contexte clinique du microbiome comme signature 

pronostique de la maladie grippale. En comparant les abondances relatives des chaque OTU et 

en quantifiant la diversité globale du microbiome respiratoire au moment de l’inclusion,  

nous avons pu identifier des profils bactériens permettant de discriminer les enfants en 

fonction de leur devenir clinique. Les index de diversité ont en effet montré une différence 

entre ces deux groupes cliniques, comme revu dans (211). Au moment de la publication de ce 

travail, il s’agissait de la première étude étudiant l’association entre sévérité grippale et 

composition du microbiome respiratoire chez l’enfant.  
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2.1. Microbiome respiratoire et population pédiatrique : une 

preuve de concept 

Les études commencent à décrire la composition du microbiome respiratoire des enfants 

« sains » comme des enfants malades. Certaines études ont, par exemple, pu montrer que, 

chez l’enfant de moins de deux ans en bon état de santé, le tractus respiratoire supérieur est 

principalement colonisé par l’un des genres commensaux suivant Moraxella, Haemophilus, 

Streptococcus, Prevotella, Dolosigranulum, Staphylococcus, Corynebacterium, Flavobacteria 

ou Neisseria (104,212–214). Ces descriptions renforcent les qualités méthodologiques  

de notre travail, car nous avons retrouvés quatre de ces genres (Moraxella, Streptococcus, 

Haemophilus et Staphylococcus) comme étant dominants chez les enfants étudiés. 

Néanmoins, aucune espèce de bactérie à Gram positif n’a été retrouvée dominante, 

possiblement par une diminution de cette abondance par la simple présence du virus grippal et 

indépendamment de toute considération d’évolution clinique. Néanmoins, nous avons pu 

retrouver la dominance de Staphylococcus aureus comme « protecteur » au niveau  

du nasopharynx. Cette dominance est protectrice au niveau du tractus respiratoire haut,  

les surinfections pulmonaires (donc du tractus respiratoire bas) étant associées, de fait,  

à une évolution plus sévère. Il a par ailleurs déjà été montré que la présence de bactéries  

à Gram positif était associée à un contrôle de la colonisation par des germes associés  

à un sur-risque d’otite moyenne, de bronchiolite, ou même de pneumonie (214–216).  

Le genre dominant le plus fréquemment retrouvé dans notre population était Moraxella, avec 

deux principales espèces retrouvées (Moraxella catarrhalis et Moraxella nonliquefaciens).  

La présence de cette dernière a été déjà associée à une prévalence augmentée des pneumonies 

virales à Adenovirus, Rhinovirus, Enterovirus ainsi qu’aux infections à MPV ou VRS (213). 

Dans ce dernier cas, la présence de Moraxella nonliquefaciens était associée à un sur-risque  

de complication comparativement à la colonisation par Alloiococcus (104). Du fait  
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de l’absence, pour des considérations éthiques, de prélèvements issus de patients strictement 

sains, il nous a été impossible de déterminer si la colonisation à Moraxella était associée  

à l’infection virale mais nous avons pu montrer que ni Moraxella catarrhalis ni Moraxella 

nonliquefaciens ne sont prédictives de l’évolution clinique, en prenant en compte  

les covariables d’ajustement.  

Dans notre étude, les infections grippales sévères peuvent être prédites par une 

augmentation de la diversité des microbiomes respiratoires mais aussi une signature 

préférentielle de douze OTU, et ce, avant survenue de complications. Huit de ces OTU étaient 

surreprésentées chez les patients sévères comparativement aux patients sains (Prevotella, 

Streptobacillus, Porphyromonas, Granulicatella, Veillonella, Fusobacterium, Lachnospiracea 

et Haemophilus spp.). À l’exception de ce dernier, ces genres contiennent exclusivement  

des bactéries anaérobies (facultatives ou non). Prevotella et Veillonella sont des genres 

bactériens dont certains représentants, à Gram négatif, sont présents de façon usuelle dans  

la sphère oropharyngée ainsi que dans la sphère respiratoire (217,218). Ils ont aussi été 

associés à des infections pulmonaires anaérobies, des méningites et  

des endocardites (217,219). Granulicatella, faisant partie des Streptococcae à culture difficile 

présents dans la flore oropharyngée, a aussi été associé à des endocardites et  

des septicémies (220). Seul un des OTU présent dans la signature retrouvée était 

préférentiellement abondant chez les patients aux formes bénignes, à savoir Staphylococcus 

aureus. Cette constatation est concordante avec les publications de Wang et al. qui ont montré 

dans un modèle murin que cette bactérie limitait les altérations pulmonaires liées au virus 

Influenza, par polarisation des macrophages alvéolaires vers un profil moins destructeur 

(phénotype M2). In fine, cette modification limite l’inflammation, souvent responsable de  

la létalité (125). Sur la base de notre étude pilote, l’abondance augmentée de Staphylococcus 

aureus dans les prélèvements des patients aux formes bénignes peut donc expliquer  
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la plus faible prévalence de manifestation clinique, alors que les microbiomes présentant  

une plus grande abondance de pathobiontes présentent une prévalence augmentée  

de complications. 

De plus, nous avons comparé chacun des deux groupes sévères (complications 

neurologiques et respiratoires). Sept OTU sont différemment abondants dans  

ces deux groupes. Deux sont plus abondants dans le groupe respiratoire (Moraxella 

catarrhalis et Parvimonas micra) alors que cinq d’entre eux sont plus abondant dans  

le groupe neurologique (Actinomyces, Corynebacterium, Dolosigranulum pigrum, 

Chryseobacterium et Prevotella). Physiologiquement, ces bactéries sont présentes de façon 

commensale dans la sphère respiratoire et oropharyngée. Principalement décrites dans  

les pneumonies et les parodontites, ces bactéries peuvent aussi être responsable d’infection 

ostéoarticulaire et d’endocardite (221–223). De façon intéressante, Dolosigranulum pigrum, 

associé au développement de kérato-conjonctivite, a été retrouvé dans le microbiome 

respiratoire de communauté bien portante (191). À noter que cette analyse manquait 

probablement de puissance, au vu du faible nombre de patients dans chacun des groupes 

sévères (218). Il est à noter que la prédiction par la signature microbienne peut être réduite  

à seulement deux ou trois OTU, permettant le développement d’une PCR associant diagnostic 

et pronostic par un panel quantifiant à la fois bactérie et virus. 

Alors que notre étude était, à notre connaissance, la première étudiant l’association  

d’un microbiome respiratoire pathologique et du virus Influenza, de nombreuses études sont 

maintenant publiées sur l’association bronchiolite et microbiote respiratoire.  

Si Staphylococcus aureus est plus abondant chez les enfants sains (corrélation négative  

à la sévérité), l‘association du genre Streptococcus aux VRS, de même que l’association  

des Moraxella et Haemophilus aux Rhinovirus a clairement montré une augmentation  

de la sévérité des bronchiolites qui sont ainsi provoqués (224). Une autre étude a retrouvé  
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une plus grande abondance d’Haemophilus chez les enfants infectés par le VRS 

comparativement à des patients sains ou guéris, sans association à la sévérité, et ce malgré  

une modification marquée de la réponse immunitaire (225). 

Du fait de sa nature rétrospective, cette étude présentait quelques limitations.  

Tout d’abord, malgré un nombre important d’échantillons disponible au screening (n=372), 

moins de 10% (n=36 ; 9.7%) remplissaient tous nos critères d’inclusion et d’exclusion, 

empêchant un appariement par âge et sexe pouvant être pertinent. Ces deux paramètres étant 

déjà décrits comme des facteurs impactant de façon importante le microbiome  

du nasopharynx nous avons réalisé des analyses multivariées prenant en compte  

ces covariables (104,212). Nous avons ainsi retrouvé l’âge comme facteur majeur impactant 

le microbiome. Le sexe en revanche n’impacte pas, comme attendu, les enfants prépubères. 

De plus, si le microbiome a déjà été décrit comme variant avec les saisons, dans notre étude 

les périodes de collecte des prélèvements étaient globalement superposables d’année  

en année, limitant l’impact d’un tel effet (212). Enfin, du fait de la nature rétrospective  

de cette étude pilote, aucune comparaison de performances n’a pu être réalisée avec les scores 

cliniques de diversité déjà décrits (PRISM III par exemple). À noter par ailleurs que  

la différence de nombre de patients aux formes sévères neurologiques et respiratoires  

(10 versus 4) peut s’expliquer par l’administration rapide d’antibiotique pré-hospitalière, 

excluant les patients de l’analyse. Par comparaison, les patients aux formes neurologiques ont 

reçu des antibiotiques, au cours de l’hospitalisation, après prélèvement, l’urgence 

thérapeutique étant plutôt au traitement antiépileptique. 

2.2. Microbiome respiratoire et population adulte : une 

standardisation complexe  

L’étude du microbiome respiratoire est une étude de complexité plus élevée que  

son équivalent sur une population pédiatrique. En effet, si la standardisation (et donc  
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la comparabilité) de patients est aisément envisageable, il reste difficile de prouver  

qu’une population adulte étudiée est parfaitement comparable entre elle, devant le nombre de 

facteur confondant entrant en ligne de compte.  

Dans ce contexte, notre travail a nécessité d’être extrêmement sévères quant aux critères 

d’inclusions, justifiant la petite taille de la cohorte (bien que deux fois plus importante que  

la cohorte pédiatrique) en partant d’une population éligible de plus de 2 000 patients 

potentiels. Nécessitant d’être pour partie à nouveau séquencés pour compenser un déficit de 

profondeur, certains résultats sont déjà exploitables. Sur la moitié des échantillons 

suffisamment séquencés, la diversité était retrouvée, comme sur la population pédiatrique, 

associée aux conséquences de la maladie grippale et à la catégorie d’âge du patient.   

Les respirotypes des patients analysés a permis de retrouver les profils dominants  

les échantillons pédiatriques, trois autres profils étant dominés par Propionibacterium acnes, 

Corynebacterium et Pseudomonas sp. Il est intéressant de constater qu’à l’exception  

de ce dernier, connu pour donner des infections respiratoires pouvant être sévères, les autres 

sont des germes connus pour coloniser la surface cutanée et certains respirotypes.  

Ces résultats suggèrent une continuité tractus respiratoire - peau ou une colonisation  

des prélèvements. Il a par ailleurs pu être montré que ces bactéries ont un effet 

immunomodulateur ou inflammatoire, bien décris dans l’acné mais aussi dans les maladies 

néoplasiques (226) 

Les OTU retrouvés différemment abondants entre les formes bénignes et sévères étaient 

moins nombreux que dans le cadre de la population pédiatrique. Un genre bactérien était 

toutefois retrouvé à savoir Veillonella sp. Les autres espèces bactériennes, Turicella sp., 

Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum  étaient principalement retrouvées 
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dans le cadre d’infection ORL, otite et pharyngite, mais aussi dans les abcédations plus 

profondes (227,228).  

2.3. Futures études à mettre en place dans le cadre de l’étude 

du microbiome respiratoire grippal  

Une future étude devra prévoir le prélèvement prospectif de patients admis au service 

d’accueil des urgences. Cette étude, coordonnée par notre équipe depuis la saison 2017-2018 

en multicentrique inter-régional (PHRC BMiG) permettra de valider les signatures 

pédiatriques (et adultes dans un second temps) déterminées par les études rétrospectives, ainsi 

que leur applicabilité en routine clinique. Par ailleurs, une validation de l’évolution 

longitudinale des microbiomes respiratoires semble nécessaire, l’étude de la résilience  

de ceux-ci pouvant apporter des informations non apportées au temps initial. Dans ce travail 

de thèse, il n’a pu être complété la validation, au sens industriel, de l’utilisation de la signature 

microbienne dans le cadre de la prise en charge clinique des patients.  

Comme rappelé dans l’étude bibliographique du présent travail, une approche intégrative, 

comportant l’analyse de l’ensemble des intervenants de l’interaction microbiome viral et 

bactérien – virus – hôte seront aussi à compléter (Protocole ViBraFlu, thèse en cours  

de Marina Sabatier, équipe VirPath). Ces études, associées à des études mécanistiques, sont 

aussi nécessaires pour déterminer l’influence du microbiome respiratoire, par ses interactions 

avec le virus, sur les conséquences cliniques de l’infection virale. Ces études sont  

un prérequis indispensable au développement de thérapies innovantes impactant  

ces paramètres. 

Enfin, il est nécessaire de prendre en compte les interactions à distance des microbiomes 

extra-respiratoires avec le système immunitaire. En effet, ces microbiomes (principalement  

le microbiome digestif), bien qu’à distance de la niche écologique que représente le tractus 
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respiratoire, modulent fortement la réponse antivirale contre la grippe. Il a par exemple été 

montré, dans un modèle murin, que la présence de Clostridium orbiscindens (appartenant au 

microbiote bactérien intestinal) produit de la désaminotyrosine, augmentant la réponse 

antivirale et diminuant les atteinte respiratoire liées à la grippe (229). 

3. Diversité génomique virale : impact d’un marqueur viral 

intrinsèque 

3.1. Technologies de PCR digitale et quantification  

des sous-populations résistantes  

La PCR digitale est actuellement principalement utilisé dans le cadre de détection et/ou 

de quantification de variant en biologie moléculaire humaine. L’utilisation de cette 

technologie dans le domaine de la microbiologie, et plus particulièrement de la virologie, est 

plus restreinte mais explose depuis la démocratisation de cette technologie (détection et 

quantification de provirus sanguin comme le VIH ou HTLV, de virus à contamination 

entérique comme les Norovirus, Adenovirus ou virus de l’hépatite B , de virus respiratoires 

comme le VRS, d’Arbovirus comme le Zikavirus ou le virus de la dengue, de virus 

épithéliotropes comme le Papillomavirus ou les Polyomavirus, …)(230–238) 

À notre connaissance, l’étude présentée dans ce travail était la première à comparer les 

performances de la RT-qPCR, de la RT-ddPCR et de la quantification par NGS (considérée 

comme le gold standard de quantification des SNV) dans le domaine de la recherche sur les 

virus grippaux. 

Contrairement à l’annonce faite par les constructeurs, le transfert de technique vers  

la PCR digitale nécessite la mise en place d’optimisation (63). Ceci fait, cette méthode permet 

une quantification simple et absolue, dans le cas des échantillons comportant  

de 1 à 100 000 copies par échantillon (60). Ainsi la saturation du système est  
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l’un des principaux inconvénients observés avec la PCR digitale, limitant son utilisation en 

diagnostic direct. Le dépassement de ce seuil entraine l’impossibilité pour le système  

de distinguer gouttelettes positives et négatives, comme c’était le cas pour les échantillons au 

Ct inférieur à 23 qui ont dû être dilués. Ainsi, pour ne pas dépasser ce seuil de concentration, 

une qPCR évaluant la charge virale est indispensable.  

Une autre difficulté soulevée par cette étude concernait la discrimination insuffisante 

entre les « groupes de gouttelette » et ce, particulièrement dans les échantillons à faible charge 

virale (patient en cours de traitement par exemple) ou dans le cadre de protocole  

non optimisé. Certains logiciels bio-informatiques, comme « definetherain » pourraient être 

utilisés pour classer les gouttelettes ambiguës, limitant ainsi le nombre de faux positifs, même 

si aucun n’est complètement intégré dans les logiciels utilisateurs (239). Ces outils bio-

informatiques restent néanmoins adaptés pour les expérimentations utilisant du SyberGreen, 

mais non pas pour les sondes TaqMan. Il est donc nécessaire d’optimiser ce logiciel pour faire 

face à toutes situations, et limiter l’interprétation subjective du seuil de discrimination, avant 

d’envisager une utilisation en pratique clinique en infectiologie. 

Un des avantages majeurs de la PCR digitale reste sa sensibilité et sa précision dans  

la détection des cibles minoritaires, comparativement aux RT-qPCR (156). Si la limite  

de détection est de 10% pour la qPCR, elle est de 0.5% pour la digitale PCR. Le seuil  

de quantification fiable est plus élevé mais reste en faveur de la PCR digitale (1.82% pour  

la détection de la sous-population résistante et 3.57% pour la sous population sensible contre 

25% et 50% pour la qPCR). Par ailleurs, là où les technologies de PCR ont détecté seulement 

une population résistante ou seulement une population sauvage, le NGS a détecté un mélange 

de populations suggérant, en excluant la possibilité d’un artefact technique, la présence de 

population résistante à bas bruit avant traitement, ou la persistance de population sensible 

sous traitement. Cette observation aurait pu permettre de prédire la réponse thérapeutique de 
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ce patient aux traitements antiviraux (156). À noter que la persistance de sous populations 

résistantes est limitée par le coût évolutif de ces virus, mais que cette substitution reste 

fréquemment sélectionnée chez les patients immunodéprimés aux excrétions longues (155). 

Ainsi, dans le cadre de la recherche des pathogènes à faible charge, ou de variants 

minoritaires, la PCR digitale reste d’un apport considérable (238). Néanmoins, le bénéfice  

à profiter d’une détection à sensibilité si importante reste à valider en pratique de routine.  

En effet, si les techniques usuelles comme le pyroséquençage ou les RT-qPCR ne permettent 

pas la détection des sous-populations inferieures à 10%, ce seuil reste un seuil suffisant, 

l’adaptation thérapeutique n’étant recommandé que dans le cadre de modifications 

phénotypiques de l’antibiogramme (63,240). 

Dans cette étude, les résultats de séquences autant en termes de faisabilité (exclusion  

des échantillons au Ct supérieur à 27 par RT-qPCR) que de diversité observée (associée  

à la diversité analysée) ont pu être impactés par la charge virale initiale. Cette limite peut 

aisément être dépassée par l’utilisation d’une plateforme de séquençage plus efficiente, 

comme les plateformes Illumina (NextSeq500, MiSeq ou HiSeq), ou en limitant  

le multiplexage des librairies séquencées. Bien que ces solutions augmentent 

considérablement le coût des expérimentations, les études de ce travail de thèse ont montré 

l’efficacité de ces mêmes protocoles aux Ct supérieurs à 27 (241). Par ailleurs, et malgré  

ces considérations, cette première étude a montré une détection jusqu’à 1% des variants 

minoritaires. Il faut néanmoins garder à l’esprit que ces populations sont possiblement  

des artefacts techniques introduits par la PCR ou le séquençage et qu’à l’inverse de la NGS, 

les techniques de PCR (digitale ou non) ne sont capables de détecter qu’une mutation précise.  

Au vu de l’étude présentée dans le présent travail, la PCR digitale est un outil intéressant, 

suffisamment précis pour établir une quantification fiable des variants minoritaires dans  

le cadre de mutation ponctuelle, comme dans le cas des substitutions H275Y  
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de la neuraminidase. Toutefois, le bénéfice des performances de détection précoces  

de ces sous-populations minoritaires ne pourra être clairement établi qu’une fois  

des thérapeutiques de remplacement disponibles et efficaces, déstabilisant ou stabilisant par 

exemple la diversification génomique virale. Les performances bien plus importantes  

de cette nouvelle méthode de biologie moléculaire peuvent cependant être d’un grand intérêt 

pour détecter les variants minoritaires associés à la sévérité de la maladie comme retrouvés 

dans le cadre d’une étude décrite ci-après. 

3.2. La diversité initiale du génome viral : description précise 

dans le cadre d’une excrétion longue de l’immunodéprimé 

Dans cette étude longitudinale d’un cas unique de patient immunodéprimé du fait  

de son DICS, la transplantation a conduit à son décès, comme décrite dans le cadre des greffes 

de patients infectés (242). L’histoire clinique de ce patient permet d’insister sur la nécessité  

de prise en charge optimale de ces patients chez qui un traitement antiviral efficace  

est nécessaire, même si seul l’oseltamivir est actuellement disponible.  

Nous avons pu montrer que le NGS permet une caractérisation précise des variants viraux 

sélectionnés par les traitements antiviraux, les résultats obtenus étant validés par  

leur concordance sur deux plateformes complémentaires. Comme décrit précédemment,  

la mutation H275Y de la neuraminidase émerge sous pression thérapeutique et ce, malgré  

une perte de fitness viral parfaitement décrite (243). Cette notion est donc concordante avec 

l’étude de cette excrétion longue, où, en absence de traitement, les variants résistants sont 

supplantés par les variants sauvages ainsi qu’avec les études détectant les virus résistants à 

bas bruit dès les premiers prélèvements avant toute évolution thérapeutique (155,156).  

Dans ces études comme dans la nôtre (même si aucune preuve robuste n’a pu être établie à 

coups sûr du fait d’un défaut de profondeur), l’oseltamivir pourrait agir en augmentant  

la diversification virale par accumulation des virions dans les espaces péricellulaires (244).  
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La transmission s’y fait donc de proche en proche, avec une interaction des virus « normaux » 

avec des virus « aidants » et des virus « défectifs » au génome incomplet (244). À noter 

néanmoins que l’absence de couverture homogène suffisante dans notre étude a empêché  

de conclure quant à la présence de particules interférentes défectives (245,246). Il aurait pu 

être intéressant de vérifier si la présence de ces particules conduisait à des cas plus sévères  

ou non. En effet une étude de 2017 a pu identifier une mutation de la polymérase des virus 

Influenza A chez des patients aux formes sévères, dont l’introduction dans des virus de 

génomique inverse réduit le taux de ces particules. Cette mutation, associé à une diminution 

des interférences était liés à des formes sévères respiratoires (247). 

Les différences observées d’identification des populations résistantes peuvent aussi avoir 

été influencées par le site de prélèvements comme montré dans une étude comparant LBA  

et NG (248). Une différence de diversité entre les tractus respiratoires hauts et bas, ayant été 

suggérée par une étude dédiée de ce travail de thèse (n’ayant pas pu être contributive par 

défaut de recrutement) même si non retrouvées sur les autres études de ce travail, il est licite 

d’anticiper que cette différence de diversité serait associée à une présence de variant résistant 

ou de plus virulent. Néanmoins, cette étude n’a pas permis la détection des substitutions 

D222G de la neuraminidase connues comme associé à la sévérité de la maladie (249,250).  

Enfin, comme pour les études sur le VRS, la diversité génomique virale semble 

hétérogéniquement répartie le long du génome viral, avec une alternance de régions 

hautement conservées ou hautement variantes (196). La diversité chez ce patient était 

observée principalement sur les coordonnées codants les épitopes (HA ou NA) mais aussi sur 

le segment codant NP (et moins sur les segments codants M ou PA). Cette majoration  

de diversité sur le segment codant NP peut donc être le reflet d’un biais analytique,  

la couverture étant le plus faible pour l’un des échantillons. Il a néanmoins été décrit  

une diversité importante dans les régions non-antigéniques des virus respiratoires.  
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Cette description chez les virus H3N2 est à associer à un avantage sélectif de mutation  

de ces segments supportant l’évolution de ces virus (251). Nos données supportent donc 

l’intérêt de surveiller les segments non-HA et non-NA dans l’épidémiologie des virus 

Influenza. Enfin, cette diversité génomique virale augmente lors de la restauration 

immunitaire après greffe, comme cela avait été rapporté pour le VRS chez un patient au 

facteur de risque similaire (172). 

En conclusion de cette partie, cette étude a montré que le NGS pouvait être intéressant 

dans les situations particulières comme les altérations immunitaires, là où les variants 

minoritaires représentent un risque d’échec thérapeutique. Néanmoins à l’heure actuelle, 

malgré les performances de détection de très faibles populations virales minoritaires, le défaut 

de processus efficient d’analyse informatique ainsi que le développement d’antiviraux ne 

ciblant pas les protéines antigéniques semblent être un besoin majeur. Ainsi et du fait  

de l’absence d’alternative thérapeutique fiable, les techniques conventionnelles de détection 

des variants résistants restent suffisantes à l’heure actuelle. La détection des variants 

présentant une virulence augmentée reste néanmoins un enjeu majeur de biologie moléculaire, 

permettant d’orienter précocement un patient en fonction de son devenir clinique potentiel. 

3.3. La diversification génomique virale : un paramètre de 

virulence ? 

Après un premier cas d’étude de la diversification des virus grippaux dans le cadre d’un 

patient immunodéprimé, cette étude était la première, à notre connaissance, à décrire la 

diversification du virus Influenza au cours de l’évolution clinique des patients 

immunocompétents, au moyen de séquençage profond. 

En effet, avant l’émergence du NGS, le séquençage par méthode de Sanger ne permettait 

pas une caractérisation si précise des populations virales, et particulièrement  



Partie C. Conclusion 
 

197 
 

des sous-populations minoritaires, du fait d’absence de considération pour les bases  

non majoritaires (252–254). En effet, le NGS produisant de nombreuses gigabases en un 

simple run de séquençage et du fait de la relative brièveté du génome du virus Influenza 

(~13.5 kb), la couverture et la profondeur obtenue satisfont pleinement  

à cette problématique (255). Toutefois, la nature segmentée de ce génome rend difficile  

une couverture à profondeur suffisamment homogène pour permettre une analyse comparative 

satisfaisante de chacun des huit segments. Dans le cadre de cette problématique et pour 

s’affranchir des possibles biais expérimentaux, (introduits à la fois pendant la (RT-)PCR,  

le séquençage en lui-même mais aussi pendant les analyses informatiques), l’utilisation  

de contrôles de qualité validés est un élément crucial à mettre en place pour valider  

le processus (pré-) analytique (256). L’étude présentée dans ces travaux de thèse propose 

l’utilisation de contrôles de qualité adaptés à la validation de la comparaison intra- et inter-run 

des diversités virales dans le cadre d’études de quantification/caractérisation des variants 

minoritaires. Au moyen de dix mélanges de plasmides caractérisés, toutes les mutations 

attendues étaient retrouvées avec un seuil de fréquence de 5% pour l’appel de variant.  

Une approche similaire, utilisant seulement deux plasmides différents mais ne prenant pas  

en compte la notion de biais de brins, avait validé un seuil de 2% (257,258). Par précaution, 

nous avions remonté le seuil et ce, même si aucune différence supplémentaire n’avait été 

retrouvé à 1%, dans l’étude de diversification de la diversité. De plus et contrairement  

à une autre approche déjà publiée, l’utilisation de plasmide est une méthode d’évaluation des 

performances des études de diversité encore plus robuste que l’utilisation de virus de plages 

de lyse (259). Les plasmides étant exempts de mutations non attendues, un seuil de fausse 

positivité peut donc être anticipé et donc pris en compte. 

Comme indiqué précédemment, les différences observées entre les échantillons restaient 

identiques, séparément du filtre de fréquence appliqué, dans cette étude de diversification.  
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Le filtre étant inversement relié à la profondeur de séquençage, ces résultats confirment  

la robustesse des différences observées, indépendamment des performances analytiques.  

Cette information est fondamentale pour les futures études, permettant d’assurer  

la comparabilité d’échantillons issus d’études aux performances de séquençage différente, 

même en cas de profondeur de séquençage plus faible au-delà d’un certain seuil  

de performances. 

Dans le cadre de ce travail de thèse, quelle que soit l’étude (à l’exception des études  

de l’immunodéprimé), nous avons limité les échantillons respiratoires sélectionnés  

aux spécimens prélevés avant toute thérapie antimicrobienne. Ce critère d’inclusion permettait 

l’analyse de la diversité virale sans le facteur confondant majeur qu’est la prise d’antibiotique 

préalable. Ce critère est de standardisation difficile et présente un impact conséquent  

sur le microbiome (dont les virus pathogènes font partis par ailleurs). À l’échelle du génome 

entier, nous avons pu observer que la faible diversité génomique initiale, résultant d’un goulot 

d’étranglement de transmission dans les études de virus respiratoires augmente pendant 

l’évolution clinique (260). De plus, notre étude montre des différences en termes  

de diversification génomique, en fonction de la classification clinique finale. En effet, alors 

qu’une diminution de diversité était observée chez les patients ne présentant pas  

de complication, aucune différence n’était retrouvée chez les patients présentant  

des complications quelles qu’elles soient. Cette différence dans l’évolution de la diversité 

virale suggère que la diversification des virus Influenza pourrait être considéré comme  

un facteur de virulence, comme cela a été suggéré pour les Coxsackievirus ou les Poliovirus 

(181,261,262). Elle supporte aussi le bénéfice potentiel à l’utilisation de virus génétiquement 

modifiés (à la polymérase de fidélité augmentée), en vue de produire de vaccin à sécurité  

et efficacité augmentés) (263). En effet, les populations moins diversifiées engendrant  

des manifestations moins sévères, il pourrait être envisagé l’utilisation de virus vivants 
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atténués comme modalité de vaccination. De plus, la chute importante du taux de diversité 

observé chez les patients aux formes bénignes est cohérente avec la notion de seuil d’erreur 

toléré et est suggéré par certaines interventions thérapeutiques (244). Les résultats observés 

peuvent donc suggérer que cette diminution de diversité associée à la clairance virale ainsi 

qu’une amélioration de la symptomatologie, serait consécutive au dépassement de ce seuil, 

conduisant à l’extinction de la population virale par elle-même. Ainsi, cette observation 

supporte l’utilisation de la ribavirine comme thérapeutique antigrippale, déstabilisant, entre 

autre, la polymérase grippale, comme c’est le cas pour les Hantavirus (189).  

À l’échelle des segments pris individuellement, la diversité génomique virale évolue 

différemment. La diminution significative observée au niveau du génome entier étant causée 

principalement par l’évolution des segments codant PB2 et NS1. Ces différences ont été 

associées aux devenirs cliniques, la diversité initiale du segment codant PB2 étant plus 

importante dans le groupe neurologique, en comparaison aux deux autres groupes cliniques,  

et à l’inverse du segment NS1. Les mutations du segment codant NS1 sont associées  

à une différence de devenir clinique, par exemple dans les modèles équins ou de virus H5N1 

et les segments non antigéniques (tous les segments sauf ceux codant HA et NA) sont associés 

à une capacité d’augmentation du fitness viral (264–266). Il a été montré que les mutations 

dans la nucléoprotéine jouaient un rôle majeur dans l’adaptation et la virulence virale, 

permettant au virus d’échapper à l’immunité médiée par les lymphocytes T (267).  

Ainsi, notre étude apporte des éléments concernant la diversité par coordonnées 

nucléotidiques comme un ensemble et pas seulement au niveau de la mutation ponctuelle.  

Elle suggère donc que les segments porteurs d’une diversité importante sont associés au 

devenir clinique, apportant de potentielles propriétés émergentes à des virus néoformés. 

Cette étude de diversification génomique virale souffrait néanmoins de quelques limites, 

principalement dues à sa nature rétrospective. La principale étant sa taille limitée, réduisant  
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la précision de l’observation des variants sur une coordonnée nucléotidique donnée, sans pour 

autant impacter de façon majeure les résultats obtenus. De plus, du fait de la nature non 

interventionnelle de cette étude, aucun prélèvement n’était réalisé en dehors de la prise en 

charge usuelle des patients infectés, même si dans le cadre de cette étude, il aurait pu être 

intéressant de prévoir des prélèvements supplémentaires, rapprochés dans le temps, pour 

peaufiner les variations de cette diversité. Néanmoins et indépendamment de toute 

considération clinique, il a déjà été rapporté que les variations sur une échelle plus courte 

qu’une journée peuvent être considérées comme négligeables, représentant un faible nombre 

de cycle de réplication virale. 

En conclusion, cette étude, bien qu’étant une étude préliminaire de la diversification 

génomique virale, associe pour la première fois à celle-ci les informations cliniques et 

biologiques de l’infection d’un hôte humain. Les informations qu’elle apporte ouvrent un 

large champ d’investigation dans la prise en charge des infections au moyen du séquençage à 

haut débit. Elle suggère de plus l’utilité de nouvelles thérapies ne ciblant pas les protéines 

antigéniques des virus grippaux et renforce l’utilité de générer des virus modifiés 

génétiquement. 

3.4. La diversité initiale du génome viral : une discrimination 

possible des souches virulentes ? 

Après avoir considéré la diversification des virus grippaux dans une dimension 

temporelle, ce travail de thèse a considéré la diversité de ces virus dans une dimension 

interindividuelle en l’étudiant à un temps précoce de la maladie grippale. 

Comme suggérée par des études de transmission inter-hôte, il a ainsi pu être observé que 

le nombre de coordonnées nucléotidiques impliquées dans les variants minoritaires est plutôt 

faible, environ un sixième du génome complet (260). Ce taux est concordant avec  
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les descriptions réalisées chez d’autres virus respiratoires comme le VRS, peu diversifié  

en 50 ans de suivi épidémiologique (203). Comme pour les VRS, une répartition hétérogène 

des régions comportant des substitutions a été mis en évidence dans le génome du virus 

grippal, quel que soit la conséquence clinique et ce dès le temps initial de la maladie (196). 

L’intérêt de cette information est grand dans la prise en charge de la maladie grippale :  

i/ pour la constitution d’amorces de diagnostic permettant une détection aux performances 

constantes indépendamment du glissement antigénique; ii/ pour limiter les émergences  

de résistance au traitement antiviral par la production de thérapeutiques ciblant des régions 

peu variantes; et iii/ pour développer des vaccins comportant une région antigénique  

ne variant pas (ou peu) au sein d’un individu afin d’augmenter la persistance d’une immunité 

vaccinale résiduelle de saison en saison. 

Comme montré précédemment, la diversité initiale au moment de l’infection par  

une population virale est un facteur important de la pathogénicité de celle-ci.  

Dans des modèles murins, il a été montré qu’à une restriction de diversité était associée  

une létalité diminuée (181,182). Néanmoins, avant l’étude présentée dans le présent travail, 

les études réalisées chez l’humain ne l’étaient que chez les patients immunodéprimés, à 

l’excrétion prolongée plus simple à étudier. 

Dans cette étude, comme dans celle étudiant la diversification génomique, seuls  

les échantillons prélevés chez les patients immunocompétents sans pathologie chronique  

ni antibiothérapie préalable au prélèvement ont été inclus. De plus, et malgré les difficultés 

inhérentes à sa réalisation dans un contexte hospitalier, cette étude avait pour avantage 

d’inclure les patients dans la phase précoce de leur maladie (2 jours de symptômes,  

soit 4 jours post infection au maximum). En excluant les patients à l’évolution clinique  

plus ancienne, il a été possible d’analyser la diversité virale initiale en association avec 

l’évolution clinique sans facteur confondant, comme aurait pu l’être l’âge du patient (268). 
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Dans nos observations, cette diversité initiale a été décrite comme limitée (260).  

Au niveau du génome dans sa globalité, comme au niveau des segments génomiques isolés, 

les IBV ont montré une plus haute diversité initiale. Cette observation dans notre étude  

est discordante avec le taux d’erreur estimé pour ces virus (de 1800 à 2200 substitutions par 

coordonnée nucléotidique par an pour les IAV contre 450 à 800 substitution par coordonnée 

nucléotidique par an pour les IBV) (269). Ces études étudiant la transmission inter-hôte,  

cette discordance apparente semble donc être plutôt le reflet d’un goulot d’étranglement  

de la transmission, plus qu’une diversification intra-hôte précoce (158).  

La différence observée entre les formes bénignes de H3N2 et sévères de H1N1 était 

principalement due au segment codant NP. Le développement de nouvelles molécules 

antivirales, ciblant l’interaction de la protéine NP avec le génome viral pour limiter le taux  

de réplication virale semble être d’intérêt, l’émergence de variant résistant étant moins 

probable, car moins diversifié (270). 

De plus, une différence de diversité initiale n’a pu être observée entre les formes 

neurologiques et respiratoires de grippe qu’en termes de diversification du segment codant  

la neuraminidase. Après une validation extensive sur une cohorte prospective, ce paramètre 

pourra être utilisé comme facteur de prédiction du devenir clinique des patients, en vue d’en 

optimiser la prise en charge. Ainsi par ce mécanisme, il pourrait être intéressant d’envisager 

l’association des INA, à l’action directe associée à une action de diversification génomique,  

et de molécules antivirales déstabilisant la polymérase, en vue d’un dépassement du seuil 

d’erreur toléré à visée thérapeutique. Cette observation permet aussi d’insister sur le bénéfice 

à utiliser les inhibiteurs de neuraminidase de façon plus modérée. En effet, la limitation  

de la libération des variants, associée à une augmentation massive du taux d’erreur  

par les INA peut être l’explication pour laquelle sous certaines conditions (comme  
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une inflammation excessive ou un système immunitaire altéré) les patients traités présentent 

un sur-risque de complication respiratoire (244). 

Il a aussi été mis en évidence que la plupart des variants minoritaires s’exprimaient  

par des substitutions en dehors du site d’attachement à la cellule ou du site catalytique pour 

les virus H1N1. Supporté par l’existence d’une diversification en dehors de régions 

antigéniques, cette répartition justifie l’existence de ces hotspots, ainsi que leur impact, 

indépendamment de (préalablement ou non à) toute décision thérapeutique. 

Comme dans l’étude de diversification, aucune différence pertinente en termes de 

diversité n’a pu être associée au choix du seuil de diversité retenu (271). Une seule différence 

a pu être mis en évidence, impliquant une différence retrouvée au seuil de 1% et reflétant 

probablement le manque de puissance (et la variabilité inter-échantillon) de cette étude.  

Ce manque de puissance, lié à un faible nombre de patient par groupe clinique est le principal 

problème de cette étude, limitant la stratification par type/sous-type viral. 

Face à ces résultats, deux hypothèses persistent. Il pourrait s’avérer que la diversification 

soit plus importante dans le cadre de la physiopathologie des infections grippales que la 

diversité initiale (271). De plus, la plupart des échantillons proviennent du tractus respiratoire 

supérieur, du fait de l’inclusion rétrospective. Il faudrait donc réaliser une étude de 

comparaison des tractus respiratoires supérieur et inférieur pour s’assurer que  

la diversification ne se produit pas à distance de la sphère nasopharyngée, difficile dans le cas 

de forme bénigne de la maladie. Une étude, non publiée dans ce travail, n’a pas pu permettre, 

sur la même période d’inclusion, d’inclure plus de 10 couples tractus haut – tractus bas, avec 

seulement de rares prélèvements chez les patients sains et n’a donc pu strictement conclure  

à une différence significative. À noter néanmoins que l’étude comparant les patients du réseau 

de surveillance et des patients hospitalisés en réanimation aux Hospices Civils de Lyon au 
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cours de la seule saison 2016-2017 n’a montré aucune différence en termes de diversité entre 

les zones de prélèvement (272). Cette étude a par ailleurs montré que l’association de deux 

mutations sur deux segments distincts pouvait, avec des performances de classification 

satisfaisantes, prédire le devenir clinique du patient sans montrer de différence de diversité en 

fonction du statut vaccinal du patient, comme déjà montré pour les virus H3N2 (180). 

En conclusion, ces études sont importantes pour comprendre la diversité initiale des virus 

Influenza infectant l’être humain. Malgré les limitations techniques décrites ci-avant, celles-ci 

ouvrent un large champ d’investigation, renforçant le bénéfice à étudier une large cohorte de 

patients infectés en associant données cliniques et biologiques en un processus analytique 

unique.  

4. Conclusion générale 

L’infection grippale est une maladie infectieuse sévère, dont la présentation 

polymorphique, conduit à des formes sévères voire à des décès.  

Depuis l’identification du virus de la grippe, il a longtemps été considéré que  

cette infection, monolithique, était entièrement due à ce seul pathogène. L’évolution  

des technologies de biologie moléculaire d’abord, puis plus récemment des technologies  

de séquençage à haut débit, a modifié considérablement les paradigmes étudiant cette maladie 

infectieuse. Il est maintenant évident que la susceptibilité et la sévérité des infections 

respiratoires aigües, dont la grippe fait partie, est une résultante des interactions entre  

les différents règnes des cellules eucaryotes de l’hôte et des micro-organismes présents dans 

l’abondante niche écologique que constitue les tractus respiratoires supérieurs et inférieurs, 

avec, en premier lieu, les microbiomes bactériens et viraux, dont fait partie le virus lui-même. 

Dans ce contexte d’évolution rapide des connaissances, ce travail de thèse, réalisé à partir 

de cohortes standardisées de patients inclus au stade précoce de la maladie et en dehors  
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de toute antibiothérapie, apporte des données nouvelles permettant d’améliorer  

la compréhension de l’évolution clinique des humains infectés par le virus grippal.  

Dans une première partie, l’étude des microbiomes bactériens des enfants et adultes infectés a 

permis de mettre en évidence, dans des prélèvements standardisés, une différence de diversité 

entre les patients en fonction de leur devenir clinique diversité. Cette différence de diversité, 

mis en évidence au niveau global est associée à une différence d’abondance de nombreuses 

OTU, dont certaines permettent la constitution d’un score « microbiotique » à l’application 

clinique aisément envisageable en pratique quotidienne. La transposition de ce principe  

sur des populations moins standardisées (adultes et/ou aux maladies chroniques) reste 

néanmoins à vérifier pour sa pleine utilisation en routine. 

Dans un deuxième axe, ce travail de thèse a étudié la diversité du virus Influenza, au 

temps précoce de la maladie mais aussi au cours de sa diversification. Ces travaux ont 

concerné autant chez les patients immunocompétents, représentatifs de la population générale, 

que les patients immunodéprimés, modèles d’étude plus simple grâce à la prolongation de leur 

excrétion virale. Ces travaux ont pu mettre en évidence le bénéfice à étudier précisément les 

populations virales minoritaires, du fait de l’émergence très précoce de populations résistantes 

aux antiviraux en dehors de tout traitement mais aussi le maintien de populations sensibles 

sous traitement. La diversification des virus grippaux au cours de la maladie grippale semble 

être un paramètre à prendre en compte dans le développement de thérapeutique et dans  

le développement de nouvelles stratégies de prévention vaccinale. En effet, les données  

de ces travaux supportent le bénéfice à utiliser comme souches vaccinales une population 

virale à faible diversification associées à une issue clinique plus bénigne. Par ailleurs,  

ces données de diversifications peuvent aussi être utiles en situation de traitement,  

par le développement de nouvelles thérapeutiques ciblées sur les régions non diversifiées, 

limitant l’émergence de population résistantes, ou de thérapeutiques non ciblées, déstabilisant 
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les polymérases virales en vue de franchir le seuil d’erreur tolérable pour les populations 

virales. 

En conclusion, ce travail de thèse a permis d’étudier en profondeur deux intervenants 

majeurs de l’infection grippale : le pathogène lui-même et la communauté bactérienne 

résidente. Dans le cadre d’une approche intégrative de toute maladie infectieuse,  

les interactions avec les règnes fungique (mycobiome) et viraux (virome) restent à établir en 

corrélation avec les réponses transcriptomiques de l’hôte. En l’absence d’évolution en terme 

de faisabilité (cout-efficacité, simplicité d’analyse bioinformatique, ...), il est difficile 

d’imaginer à court terme une évolution des pratiques clinico-biologiques s’appuyant sur un 

séquençage des communautés bactériennes et du séquençage profond  des virus Influenza  

dans le cadre de la prise en charge de tout patient grippé. Une telle approche permettra 

toutefois de mieux comprendre la physiopathologie de l’infection et donc de permettre une 

meilleure prise en charge globale de celle-ci, améliorant son pronostic, ainsi que la santé 

publique.
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Caractérisation du microbiome respiratoire et de la diversité génomique 

virale des formes sévères de maladie grippale 

Résumé de la thèse 

La grippe est une infection respiratoire responsable de complications respiratoires ou 
neurologiques et nécessitant une prise en charge rapide et adaptée. L’émergence des 
technologies de séquençage à haut débit (NGS) permet l’étude des communautés 
microbiennes résidentes ainsi qu’une étude approfondie du génome des pathogènes impliqués. 
Cette thèse a pour objectif de caractériser le microbiome respiratoire et la diversité génomique 
virale des patients infectés par les virus grippaux, en corrélant les données clinicobiologiques 
recueillies. Après recueil des prélèvements respiratoires d’enfants hospitalisés entre 2010 et 
2014, le séquençage de leur microbiome respiratoire a mis en évidence une augmentation de 
la diversité microbienne ainsi qu’une signature microbienne différentielle entre formes 
cliniques. Une répartition différentielle de taxons (OTU) permet la prédiction de 
complications chez les enfants infectés. L’étude d’échantillons respiratoires de patients 
adultes permettra de compléter la signature prédictive. Après validation des processus 
analytiques et bio-informatiques par reconstitution artificielles de quasi espèces et recueil de 
125 prélèvements cliniques respiratoires, le séquençage du génome entier par NGS des virus 
grippaux permet de différencier les diversités initiales en fonction de la nature du virus 
infectant et de la complication. En comparaison du prélèvement initial précoce les 
échantillons prélevés successivement mettent en évidence une diversification différentielle 
entre les différents segments des virus grippaux infectant les patients, que ce soit chez les 
patients immunocompétents ou chez un patient immunodéprimé à l’excrétion prolongé. 

Mots clés : Grippe, Microbiome respiratoire, Virome respiratoire, Séquençage ADN16S, 
Séquençage profond (UDS), NGS, Virus influenza, Diversification virale, Quasi-espèces 
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