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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 séquengage a haut débit (NGS) permet [’é¢tude des communautés
microbiennes résidentes ainsi qu’une ¢tude approfondie du génome des pathogénes impliqués.
Cette these 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. Apres recueil des prélevements respiratoires d’enfants hospitalisés entre 2010 et
2014, le séquengage de leur microbiome respiratoire a mis en évidence une augmentation de
la diversit¢ 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’¢tude d’échantillons respiratoires de patients
adultes permettra de compléter la signature prédictive. Apreés validation des processus
analytiques et bio-informatiques par reconstitution artificielles de quasi especes et recueil de
125 prélévements cliniques respiratoires, le séquencage 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 prélévement initial précoce les
¢chantillons 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 a 1’excrétion prolongé.

Mots clés: Grippe, Microbiome respiratoire, Virome respiratoire, Séquencage 16S,
Séquencage profond (UDS), NGS, Virus influenza, Diversification virale, Quasi-espéces



Table des Matieres

Title (Anglais): Respiratory microbiome and viral genomic diversity: characterization in

severe forms of influenza diseases

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.

Keywords (Anglais): Influenza, Influenzavirus, Respiratory microbiome, Respiratory virome,
16S sequencing, viral diversity, quasispecies analysis
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Liste des abréviations

Sigle Signification
ADN Acide DésoxyRibonucléique
ARN Acide RiboNucléique
ARN 16S Acide Ribonucléique ribosomal de la sous unité 16S
BPCO Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive
CD Cluster de Différentiation
CLIN Comité de Lutte contre les Infections Nosocomiales
CNR Centre National de Référence
Ct Cycle seuil (Cycle Threshold)
Réaction en Chaine de polymérisation en gouttelette digitale
ddPCR
(Digital Droplet Polymerase Chain Reaction)
Electrophorése sur gel a gradient de dénaturation (Denaturing Gradient Gel
DGGE
Electrophoresis)
DICS Déficit Immunitaire Combiné Sévére
ECDC Centre Européen de Contrble des maladies (European Centre for Disease Control)
Gp120 Glycoprotéine 120 du VIH
HA Hémagglutinine
HCL Hospices Civils de Lyon
HMP Projet Microbiome Humain (Human Microbiome Project)
IAV Virus Influenza de type A
IBV Virus Influenza de type B
ICV Virus Influenza de type C
IC50 Concentration inhibant 50% de la cible
Ig Immunoglobuline
IL Interleukines
INA Inhibiteurs de la Neuraminidase
ITS Espace transcrit interne (Internal Transcribed Spacer)
Jx Jour du prélévement X®jour
LBA Lavage Broncho-Alvéolaire
LCR Liquide Céphalo-Rachidien
LPS Lipopolysaccharides
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M1 Protéine de Matrice 1
M2 Protéine de Matrice 2
MDCK Type cellulaire de Rein de Chien (Madin-Darby Canine Kidney)
NG Ecouvillon Nez-Gorge
N]J Neighbors Joining
NP Nucléoprotéine
NS1 Protéine Non-Structurale 1
OMS Organisation Mondiale de la Santé
OTU Taxon (Operational Taxonomic Units)
NA Neuraminidase
NG Ecouvillonnage Nez-Gorge
NGS Next-Generation Sequencing (Séquencage de Nouvelle-Génération)
PA Protéine Acide
Motifs moléculaires associés aux pathogénes
PAMPS
(Pathogen Associated Molecular Patterns)
PB Protéine accrochée a la Polymérase (Polymerase Binding protein)
PB1 Protéine Basique 1
PB2 Protéine Basique 2
PCR Réaction en Chaine de polymérisation (Polymerase Chain Reaction)
PFU Plague Forming Unit (Unité Formant Plaque)
Risque Pédiatrique de Mortalité 3° version
PRISM III
(Pediatric Risk of Mortality Il1)
RT Rétro transcription
SDRA Syndrome de Détresse Respiratoire Aiglie
SNV Variant a Nucléotide Unique (Single Nucleotide Variant)
SPF Exempt de Pathogéne Spécifique (Specific Pathogéne Free)
TROD Test Rapide d’Orientation Diagnostic
TNF Facteur de Nécrose Tumorale (Tumoral Necrosis Factor)
Vx Région Variable
VIH Virus de I'lmmunodéficience Humaine
VRS Virus Respiratoire Syncytial
VSV Virus de la stomatite vésiculeuse

WT Sauvage (Wild-type)
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Chapitre 1. La grippe : une maladie polymorphe

Introduction

Cette partie de 1’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 these.

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 a la maladie
grippale, il est évident que de nouvelles pistes de recherche sont nécessaires. C’est dans ce
contexte que 1’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 a ce sujet, sa définition reste controversée depuis la
premiére publication par Lederberg et al. en 2001 (81). D’un point de vue génomique, le
« microbiome » peut se réduire a ’ensemble des génomes du microbiote, mais d’un point
de vue écologique, plus large, il correspond a I’ensemble de cette méme niche et inclue
microorganismes  (bactériens, viraux, parasitaires, archaea, ...) et facteurs
environnementaux de 1’habitat considéré (cellules immunitaires, protéases cellulaires,
chimiokines, etc.). Traditionnellement caractérisé par culture (peu sensible et chronophage),
les études du microbiote ont bénéfici¢ de la démocratisation des méthodes de séquencages a
haut débit (NGS) des genes codant I’ARNr16S permettant de définir plus finement sa
composition. Ses hautes performances ont permis de définir le microbiote des organes,

tractus ou enveloppes de fagon trés 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 a 10 fois le nombre de cellules
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Cqe . . 14 Cqe . . , , \ A
d’un individu (soit 10" par individu), certaines études récentes I’ameénent a étre en nombre

équivalent aux cellules eucaryotes (83).

De méme que I’ensemble des microbiomes décrits chez 1’humain, la composition
(et le role physiologique, de participation au systéme immunitaire par exemple)
du microbiome respiratoire est de mieux en mieux définie (84). Agissant comme
une véritable barriére biologique, une communauté microbienne intégre semble nécessaire
pour le maintien de fonctions respiratoires normales, protégeant 1’individu de colonisations

ou d’invasions par des pathogenes 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 role et la composition des viromes et mycobiomes respiratoires au cours des
infections respiratoires aigilies, nous allons principalement nous focaliser sur le role 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 identifi¢
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
I’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 a part entiére, portant sa propre communauté. A noter qu’il est par ailleurs
reconnu que le microbiote varie en densité et en composition le long de I’arbre respiratoire

(densité et diversité plus importante au niveau du tractus respiratoire supérieur) (86).
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Le séquengage du geéne codant pour I’ARNr 16S, géne bactérien universel, associé a des
puissances de calcul bio-informatique considérable permettent d’analyser plusieurs millions
de séquences par échantillon en un temps relativement bref (87). Ce géne est présent chez
tous les procaryotes, a I’instar de I’ADN18S ou de I’ Internal Transcribed Spacer pour les
fungi —ITS-). Apres une période d’analyse par restriction de taille (Restriction Fragment
Length Polymorphism —RFLP-), par électrophorése sur gel a gradient de dénaturation
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis — DGGE-), ou par clonage, ces génes ont
rapidement ¢été analysés par séquencage a haut débit (88-90). D’une longueur
d’environ 1,5 kilobases, le geéne codant pour I’ARNr 16S comporte 9 régions
hypervariables (V1 a V9) et 10 régions hautement conservées (C1 a C10). Les régions
constantes permettent la production d’amorces amplifiant les régions variables sur
lesquelles reposent la classification (Figure 4 et Tableau 5). Aprés production d’amorces de
4 a 12 nucléotides spécifiques de la plateforme utilisée, il est possible, en les attribuant a
leur échantillon d’origine, de classer les séquences courtes produites (« reads ») en taxons
(OTU ou Operational Taxonomic Unit) grace a de nombreuses suites logiciels (exemple :
mothur, QIIME, UPARSE) (91-93). A noter que toutes les étapes de constitution des
librairies (« wet-lab ») et bio-informatique (« dry-lab »), impactent la qualités des résultats,

justifiant I’utilisation de controles standardisés pour toute ¢tude du microbiome (94,95).

La description des populations bactériennes (2 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 a I’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, I’analyse de I’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 1’ensemble du génome bactérien, garde donc tout
son intérét comparativement au séquencage ciblé 16S. Ces techniques permettent de
séquencer les génes présents et d’en déduire les voies métaboliques pouvant théoriquement

étre exprimées dans un microbiote étudié.
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Figure 1. Structure secondaire de I’ARN 16S d’Escherichia coli. Les régions variables en vert

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

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

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

Tableau 1. Amorces du géne codant ’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

Amorce sens

Amorce antisens

[coordonnées nucléotidiques] (Forward) (Reverse)
Région V1 [67-100]
GGT AAC AGG AAG AAG CTT GCT TCT
Region V207258
TGA TGG AGG GGG ATA ACT ACT GGA Ter CAg:gTréGT AcC CTGG GiGgTCICC_I? GCC;;TA
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] E334F U534R
CAG CGG GGA GGA AGG GGA GTA AAG GGT CTG AGG ATG TAT TAC CGC GGC
TTAATA CCT TTG CTC ATT GAC GTT ACC CCC TGE GTC TGC TGG CTC GGA
CGC AGAA GTT AG
Région V4 [660-722] E519F E804R
TTG TTA AGT CAG ATG TGA AAT CCC
CGG GCT CAA CCT GGG AAC TGC ATC Tce T(':]?rf'](':e CCA ACT_I'_ACCTCA':(_;I_GCGTA
TGATAC TGG CAA GC
E939R
Région V5 [899-927] E786F CTT GTG CGG GCC
TGG AGG TTG TGC CCT GAG GCGTGG CTAATC TATGGG ACC  CCC GTC AAT TCA
CTTC ATC A ATT CAT TTG AGT
TTTT
E905F
Région V6 [1009-1035] U1053R
ACG GAA GTT TTC AGA GAT GAG AAT TETr:;(i;%ZTg cAc::;:;-:A CTG ACG ACA GCC
GTG CCTTCG GGA A GTG TTC ATG CA
Région V7 [1119-1157]
CCTTTG TTGCCA GCG GTC CGG CCG
GGA ACT CAA AGG AG U1115F U1406R
Région V8 [1242-1295] GGG CGT TGC TCG GAC GGG CGG TGT
CGC ATACAA AGAGAAGCG ACCTCG CGT TGG GA GTA CA
CGA GAG CAA GCG GAC CTC ATA AAG
TGC GT
Région V9 [1434-1465] U1406F U1510R
GTA GGT AGC TTA ACC TTC GGG AGG ACA TGT GTG GCG CGG TTACCT TGT
GCG CTTA GGC AG TACGACTT
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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
¢cologiques a 1’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 prés 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, méme dans le tractus respiratoire (Figure 5).

Ces ¢tudes ont permis de distinguer deux niveaux de microbiomes, un microbiome
dit « central » (ou microbiome « noyau ») et un microbiome dit « satellite ». Le microbiome
central est constitu¢é des especes bactériennes retrouvées de fagon constante dans
plus de 95% d’une niche écologique considérée de fagon partagée entre les individus sains.
Il comporte les genes microbiens, de I’hote et les voies métaboliques permettant

une physiologie adaptée de 1’organe considéré.

Dépendant de facteurs environnementaux, thérapeutiques (traitement au long court,
thérapie substitutif, ...) et de ’alimentation (alimentation hypercalorique versus régime dit
« méditerranéen »), le microbiome varie aussi en fonction des caractéristiques intrinséques
de I’hote comme 1’age, le sexe (avec variations menstruelles chez la femme), et 1’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 a 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, I’alimentation
au lait maternel renforce cette protection (105). Enfin, le microbiome respiratoire des

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

10000

1000

100 -

10 -

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Figure 2. Evolution des données bibliométriques portant sur le microbiome respiratoire de
2000 a 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). A noter que le nombre de publication a considérablement
augmenté en 2012-2014, concordant avec la démocratisation de la technologie de séquencage a
haut débit. De plus, il est important de remarquer la différence entre le nombre de publication
portant sur le microbiome et le microbiome respiratoire particulierement, pouvant s’expliquer par le

défaut d’intérét de cette niche écologique comparativement au tractus digestif par exemple.
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Tableau 2. Espéces bactériennes dominant le microbiome bactérien respiratoire.
Ces espéces sont retrouvées quel que soit le statut, sain ou pathologique, de I'héte prélevé. A noter
que certaines espéces (*) sont présentes constamment et indépendamment de la région prélevée

Ces espéces restent néanmoins une exception.

L Tractus respiratoire supérieur Tractus respiratoire inférieur
Localisation
. Cavité
anatomique Nasopharynx Oropharynx Trachée Poumon
buccale
Ecouvillonnage Nez-Gorge Lavage
Mode de 9 9 Aspiration
. . Broncho
prélévement Trachéo- )
. ) pulmonaire
possible . , bronchique
Aspiration nasopharyngée (Biopsie)
. Corynebacterium
Bactéries Prevotella Prevotella Prevotella
i Prevotella Streptococcus™
retrouvées en ) Streptococcus*  Streptococcus*  Streptococcus™
i Streptococcus™ Veillonella* ] ] )
majorité . o . Veillonella* Veillonella™ Veillonella*
Veillonella* Propionibacterium . . )
(chez I'adulte ) Haemophilus ~ Cloacibacterium  Pseudomonas
. Haemophilus Staphylococcus . . .
sain) Fusobacterium Helicobacter Fusobacterium
Moraxella

Malgré d’importantes variations au cours des premiers mois de vie, les profils
bactériens centraux convergent progressivement mais rapidement vers un profil mature
des I’age de deux mois, se stabilisant par la suite, justifiant la notion de microbiome
«noyau ». Par opposition, le microbiome périphérique, correspondant a 5% des OTU
inconstamment retrouvés, est sujet a variations rapides mais réversibles en fonction de 1’¢état
physiopathologique de 1’hote considéré. Les altérations pouvant I’impacter sont
trés diverses comme la grossesse chez la femme, le développement chez I’enfant ou
la sénescence de la personne agée. Il est donc le reflet complet de I’interaction entre
I’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 I’individu. Ces trés nombreux facteurs de variations autant constitutionnels qu’acquis

justifient la réalisation d’étude a I’appariement poussé ou d’études longitudinales.
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3. Impact du microbiote respiratoire bactérien dans la pathogénese

des maladies virales respiratoires

3.1. Notions importantes sur le microbiote bactérien dans les

études de pathologies

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

systéme nerveux, est en contact constant avec 1’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 I’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). Aprés un premier temps de caractérisation de
I’évolution de la composition du microbiome respiratoire dans un contexte « sain », les
¢tudes se sont ensuite concentrées a caractériser les situations dites « pathologiques »,
infectieuses ou non. Les infections respiratoires étant majoritairement virales (plus de 70%
des infections respiratoires basses de 1’adulte), cette partie de 1’étude bibliographique se
limitera aux descriptions des altérations dues aux infections virales (108). A noter que les
principaux virus responsables d’infections respiratoires (/nfluenzavirus —IV- ; Virus

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

Comme précis¢ précédemment, la stabilit¢ du microbiome respiratoire bactérien est
acquise a l’approche de la premicre année de vie. Celui-ci, par sa diversité impacte
I’immunité et la physiologie de son hote (109—113). Ainsi la présence de bactérie
appartenant au genre Moraxella semble associé a une plus grande sévérité de I’infection a
Virus Respiratoire Syncytial (VRS), alors qu’en retour, celui-ci modifie fortement
le microbiome respiratoire de 1’hote (104,114-116). Du fait de la fréquence des

coinfections VRS - Moraxella et du fait de la cocirculation de ces deux pathogénes au cours
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de I’hiver, cette collaboration microbienne n’est pas rare. De méme, la bronchiolite a VRS
se compliquant fréquemment d’une otite moyenne aigué d’origine bactérienne, il est
fortement probable que I’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 modé¢les d’interactions bactéries — IV ont été décrits des
la pandémie grippale de 1918 (mod¢les revus dans (118,119)). Résumées dans la figure 7
dans le cadre de I’infection grippale, les interactions bactéries-virus vont de 1’interaction
directe (via une activité sialidasique du pneumocoque, libérant les virions néoformés, ou la
fixation cellulaire a stabilit¢ augmenté de certains virus entérique par 1’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).

A noter qu’il est reste important de distinguer la simple détection des micro-organismes
par séquencage de ’ADN 16S des propriétés génétiques de ceux-ci (« postulat moléculaire
de Koch »). L’¢étude des génomes bactériens complets réalisée par Leung ef al, a permis la
caractérisation du microbiome des patients grippés, en les appariant aux microbiomes des
patients non infectés aux méme caractéristiques démographiques (96). Ils ont ainsi pu
montrer la plus grande représentation de genes de mobilité (en réponse au chimiotactisme,
expression de flagelle, ...), de genes de régulation du métabolisme ou de la transcription
dans les bactéries des microbiomes des patients infectés. Ces données
de méta-transcriptomique comparative suggerent la présence d’une sélection
des micro-organismes aptes a s’adapter aux changements de leur environnement dans
un microbiome ouvert comme le microbiome respiratoire. Ces espeéces seraient ainsi
capables de migrer le long des voies aériennes, d’altérer le tapis muco-ciliaire et de limiter
les réponses de 1’hote par production de métabolites immunomodulateurs, modifiant donc

fortement le devenir clinique de I’héte 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). A noter que les recherches & propos du microbiome buccal correspondaient aux
mots-clés « microbiome(ta) » et «oral »; du microbiome respiratoire a « microbiome » et
« respiratory » ou « pulmonary » ; du microbiome foeto-placentaire a « microbiome » et « fetal » ou
« placenta » ; du microbiome cutanée a « microbiome » et« skin » ; du microbiome digestif a

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

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

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

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

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

peuvent donc impacter a 3 niveaux : i/ directement (modification de I'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 D’infection respiratoire aiglie, le microbiome respiratoire impacte
directement I’environnement du tractus respiratoire, influengant 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 confére un effet bénéfique ou délétére sur

I’infection en cours ou a venir (résumé dans le tableau 7).

Les bactéries du microbiote peuvent par exemple promouvoir I’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¢ a une

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

3.3. Impactindirect

De nombreuses études indiquent que le microbiome respiratoire bactérien impacte
I’anatomie pulmonaire, sa fonction, mais aussi le développement du tissu lymphoide
associ¢ (123,124). Un microbiome capable de favoriser une certaine immunomodulation est
donc en mesure de limiter les dégats tissulaires liés a 1’exacerbation inflammatoire
consécutive a I’infection par un virus. Au moyen d’un modele murin, Wang et al. ont pu
prouver I’importance de l’intégrit¢é du microbiome respiratoire sur la tolérance aux
infections virales (125). Utilisant des souris exemptes de pathogenes spécifiques (Specific
Pathogen Free ou SPF), plus sensibles aux infections par des virus Influenza que les souris
sauvages (controles), ils ont pu montrer que [D’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 1étalit¢ de I’infection (125). D’autres auteurs ont montré que
I’utilisation d’un cocktail d’antibiotiques a large spectre avant infection de souris par le
virus A(HINT1), 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 a 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 ét¢é montré que 1’administration
per os de traitement probiotique, restaurant certaines voies de réponse inflammatoires,
améliorait la réponse immunitaire des souris a l’infection, en augmentant la clairance

virale (Figures 8 et 9).

En conclusion, ces études ont montré que la pathogénese augmentée de 1’infection par
le virus grippal, sur un terrain au microbiome altéré, était due, au moins en partie,
a une réponse immunitaire locale peu efficiente, restauré en méme temps que
ce microbiome. Néanmoins, la viabilité complete des micro-organismes de ce microbiome
integre n’est pas indispensable. Il a été ainsi possible de restaurer expérimentalement une
réponse immunitaire efficace par 1’administration de LPS chez un hoéte au microbiome
«altéré » (127). Ces protéines bactériennes permettraient 1’activation de récepteur de
reconnaissance de motifs moléculaire (PAMPS ou « Pathogen Associated Molecular
Patterns »), augmentant la stimulation des leucocytes a tout niveau. De plus, il a été montré
dans des modeles cellulaires et murins d’infection a Rhinovirus et VRS que
les microbiomes nasopharyngés dominés par Haemophilus Influenzae et Streptococcus (par
opposition a ceux dominés par Staphylococcus aureus) présentaient une réponse
inflammatoire exacerbée, a 1I’origine d’un plus grand nombre d’hospitalisation et d’une plus
grande 1étalit¢ (128). Les études réalisées jusqu’alors n’ont néanmoins fait qu’entrevoir

une faible partie des mécanismes complexes liant microbiome et réponse de I’hote.
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Figure 5. Effet histologique de I’antibiothérapie préalable a 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 a 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 a l'infection virale
augmente l'infiltration et I’hyperplasie cellulaire et la fibrose, destructurant I'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 aprés 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 a la réponse des souris
« normales ». * et # correspondent a des différences significatives comparativement aux souris

normales, de référence.

La description des perturbations du microbiome chez I’homme, particulierement
le microbiome respiratoire, dans le cadre de situations pathologiques aigués, infectieuses ou
non, est de réalisation difficile, du fait de la difficulté¢ a obtenir des échantillons cliniques
pré-infection (a2 I’exception des étude d’exposition) (129,130). Ainsi si les modéles
animaux sont particulierement utilisés dans cette situation, il est important de garder a

I’esprit que leur physiologie n’est pas en tout point identique a I’humain, et que I’impact du
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microbiome en tant qu’entit¢ a part enticre, est largement sous-étudiée (Tableau 7)
(125,127,131).

Dans le microbiome respiratoire comme dans le microbiome digestif, il pourrait par
exemple étre intéressant de caractériser 1’impact des bactériophages, virus de cellules
procaryotes, sur la composition et ’effet du microbiome, du fait de leurs impacts lytiques
et/ou lysogéniques (132). La simple présence de ces bactériophages dans les muqueuses
pourrait contribuer a la barriére antibactérienne, fournissant une simili immunité contre

I’envahissement par certains pathogeénes bactériens (133).
4. Impact clinique du microbiome respiratoire

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

infections virales

Comme I’'impact du microbiome dans la pathogéneése 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 propos¢ un modele animal d’administration directe dans le tractus
respiratoire de souches d’Escherichia coli, aux effets bénéfiques sur I’inflammation locale,
limitant ainsi la symptomatologie clinique (134). De méme, un essai thérapeutique dirigé
par Bruzzese et al. a pu mettre en évidence le bénéfice de 1’administration per os
de Lactobacillus rhamnosus sur le nombre et la sévérit¢ des exacerbations de
mucoviscidose. L’effet des interventions sur le microbiome peut donc se faire a distance
(135). Nécessitant d’étre validé sur des cohortes de grande taille, le bénéfice a 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 I’étude du bénéfice a

modifier le microbiome dans le cas d’infection aigu€ comme les infections virales.
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Projet de These

Dans le cadre des infections a virus Influenza, il a été montré le bénéfice a administrer des
composants bactériens, pour réduire I’infection des voies aériennes, et particuliecrement dans
les infections a virus grippal (127). L’administration de LPS (via un lysat bactérien) préalable
a I’infection accélérait la réponse inflammatoire, en augmentant 1’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 a tempérer pour les infections
grippales, I’inflammation étant responsable de la plupart des symptomes (particulierement
dans le cadre des complications neurologiques, avec le tristement cé¢lebre « orage
cytokinique ») et ce, méme si les traitements immunomodulateurs n’ont pas montré
d’efficacité majeure dans les essais cliniques (50). La difficulté du controle de 1’inflammation
de la maladie grippale reste donc principalement liée a la temporalit¢ de la prise

en charge (140).

Ces caractéristiques sont également valables dans les infections a 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 Paralnfluenzavirus dans les
prélévements respiratoires sans pour autant en limiter I’impact clinique due a I’hyperréactivité
bronchique (141). De fagon similaire, 1’administration de simples toxines inactivées
d’Escherichia coli ainsi que 1’administration de Lactobacillus rhamnosus protége contre
I’infection par le VRS (ainsi que les virus [Influenza pour les toxines
d’Escherichia coli) (142,143). L’effet protecteur des Lactobacillus serait dii a la modération
de la production de nombreux médiateurs pro-inflammatoires (Interféron -IFN- et
Interleukines —IL-) et de [’activation des cellules immunitaires (cellules dendritiques
principalement) via I’expression de CD103 et CD11b (144). Par ailleurs, comme évoqué
précédemment, I’effet antiviral, indirect, de certains antibiotiques (comme I’érythromycine)
au cours des infections a Rhinovirus, s’expliquerait par une perturbation de I’interaction virus-
bactérie en plus de 1’effet anti-toxinique potentiel. En effet, I’antibiotique limite I’expression
d’ICAM, protéine d’adhésion des épithéliocytes (limitant ainsi I’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 1’effet de [’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 a Rhinovirus, mais reste sans effet détectable dans le cadre

d’infections a VRS.

En conclusion et malgré le caractére encourageant de ces études, un long chemin est
encore a parcourir avant de pouvoir utiliser les approches de modification et/ou
d’enrichissement bactérien pour prévenir ou traiter une infection virale. De nombreuses
¢tudes 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-la, 1’utilisation du microbiome en
tant que marqueur d’orientation des infections respiratoires ou non a pu étre évoquée. Bien
avant 1’étude du microbiome, il avait déja été observé que la colonisation respiratoire de
patients ayant une mucoviscidose par certaines bactéries du genre Pseudomonas marquait un

tournant extrémement péjoratif de leur maladie (151).

Ainsi, et méme 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 a venir. Le portage nasal de Streptococcus pneumoniae
chez un enfant est par exemple positivement associ¢ a la séropositivit¢ au MPV. Apres
vérification au moyen d’un modéle cellulaire afin d’en comprendre I’imputabilité, il a pu étre

conclu a I’implication de cette bactérie dans la susceptibilité¢ de I’hdte au MPV (137).

De plus, dans une importante cohorte de nouveau-nés infectés par le VRS, Téo ef al. ont
pu mettre en évidence que le microbiome nasopharyngé pouvait étre le marqueur des
infections respiratoires aigiies et/ou des dyspnée chroniques, consécutives aux bronchiolites
séveres (104). De fagon intéressante, la colonisation précoce (avant 1’dge de deux mois) par
un Streptococcae est associée a terme a un risque accru d’asthme a 5 ans. Cette colonisation
peut donc étrele marqueur d’un devenir péjoratif, avec une apparition prévisible de dyspnées

chroniques, des années apres 1’infection initiale.

Bien qu’aucune relation causale stricte entre les caractéristiques du microbiome
nasopharyngé et la réponse de 1’hote aux infections virales ne puisse étre déduite, 1’étude du
microbiome de 1’hdte semble d’utilit¢ pour prédire les conséquences de ces infections.

Réciproquement, la vaccination ou I’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 ¢tudes réalisées et présentées ci-avant semblent suggérer que
le microbiome bactérien respiratoire a un role majeur dans la réponse de 1’hote a I’infection
virale, et ce, aux différentes étapes de sa mise en place. Ces démonstrations, réalisées sur
modeles 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
I’humain, restent donc a réaliser pour apporter une compréhension suffisante en vue d’utiliser
le microbiome en routine thérapeutique ou clinique. Certaines données suggerent néanmoins
sa possible utilisation dans le domaine de la santé humaine, le microbiome étant a la fois
cause et reflet de la maladie et permettant, conjointement avec I’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
a I’échelle d’un simple pathogeéne qu’au niveau de I’étude de la communauté microbienne. Le
développement des technologies de séquencage a 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 trés limitées mais augurent de nombreuses avancées a court terme.

L’ensemble de ces découvertes tranche avec la précédente approche des maladies
infectieuses, qui se focalisaient sur le pathogene lui-méme. Depuis les premieres descriptions
des pathologies infectieuses, il était généralement admis que la compréhension
d’une pathologie infecticuse passe par la caractérisation du pathogéne. Une nouvelle
approche, intégrative, s’efforce de prendre en compte I’ensemble des acteurs endogenes ou
exogenes en présence (cibles cellulaires, réponse immunitaire, intervention thérapeutique, ...)
mais surtout le corps de 1’hote dans sa globalité en tant que niche écologiques (Figure 10). En
utilisant cette approche prenant en compte I’ensemble des paramétres, dont la maladie est le
reflet du déséquilibre, il sera possible d’apporter nombre de données valides et pertinentes, et
ce, méme si aucune approche consensuelle de la question n’est apportée a ce jour par la
communauté scientifique. Enfin, c’est seulement aprés consolidation de la compréhension

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

en charge clinique des pathologies, qu’elles soient infectieuses ou non.
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Figure 7. Approche intégrative des maladies infectieuses. Avant la mise en place d’approche
meécanistique, la caractérisation des génomes du pathogéne, du microbiome en cause ainsi que
de I'héte 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 a virus & ARN), la réplication virale est a
I’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-hote) et de 1’hote
(intégrit¢ des barrieres physiques, pression de sélection immunitaire et microbiome en
présence). Chez un héte, les virus sont donc présents en de nombreuses population distinctes,

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

Ces variations s’expliquent principalement par le défaut de fidélit¢ 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 a ARN présentant un taux ¢levé alors que
les virus a ADN restent 10 fois plus fidéles (107 a 10 substitutions par site nucléotidique par
cycle d’infection cellulaire) (158). En comparaison le taux d’erreur d’une polymérase
cellulaire est proche de 10™ & 10” 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) a chaque cycle réplicatif. Pour les polymérases eucaryotes,
un systéme d’autocorrection permet une excision, par activité exonucléasique, de 90 a 99,9%

des anomalies ainsi générées (159).

Ces populations nouvellement formées rejoignent donc le concept de quasi-espéces
proposé par Eigen dés 1971. Initialement purement théorique, ce concept décrivait un groupe
d’individus, au sens biologique du terme, différents mais reliés génétiquement au cours
de I’apparition de la Vie. Par voie de conséquence, ce concept suggere que les erreurs

de polymérases sont de véritables moteurs de 1’évolution, permettant la création de nouveaux
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mutants, isolés ou non, aptes a résister a de nouvelles conditions environnementales (160).
Aboutissant ainsi a de véritables populations, ces variants présentent de trés nombreux
phénotypes, pouvant aussi se transmettre entre hotes infectés, se disperser au cours de I’étape
d’invasion, ou méme étre issus de la dissémination de I’infection au sein des différents

organes chez un individu donné (résumé par la Figure 11) (158,161-167).
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Figure 8. Principe de diversification génomique virale. A chaque cycle réplicatif les erreurs
aléatoires introduites entrainent la divergence antigénique et nucléotidique des virus, créant
de nouvelles sous-populations, appelés aussi « quasi-espéces ». 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 intrinséques
aux virus (et principalement a ceux a 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 séquencage, méme classique, est
une reconstruction, parfois absente de la réalité, constituée des bases les plus représentées a
chaque coordonnée nucléotidique. Elle ne peut néanmoins pas expliquer toutes
les caractéristiques des micro-organismes €tudiés, et pour cause, il n’est nullement fait état
de sa représentativit¢ biologique en tant qu’entité. Cette séquence est a distinguer de la
séquence majoritaire qui, comme son nom I’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 mémes 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 séquencant 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 séquencage

Comme évoqué précédemment, les quasi-especes virales qui résultent de la diversification
au cours des cycles réplicatifs, sont une notion €étudiée depuis pres de 40 ans, d’abord en
théorie et récemment en pratique (par biologie moléculaire). Les technologies de séquengage
a haut débit ont depuis permis de générer, a faible colt, 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-infecticuses innovantes. A noter qu’initialement concentrée sur les
recherches portant sur les virus des hépatites et du VIH, les centres d’intérét se multiplient,
portant tant sur les virus 8 ARN qu’a ADN, ou méme sur les virus responsables d’infections
aigué€s. 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 a

plus de 900 en 2013, croissance qui ne fait qu’augmenter (Figure 13).

41



Partie A. Etude Bibliographique

1000

800

600

400

200

0 -
1980 1982 1984 1986 1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014

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 'année n ; rouge, la moyenne du nombre de publication entre les années

n-1an+1).

Le nombre de publications portant sur cette diversit¢ augmente ainsi de facon quasi-
exponentielle, suivant le perfectionnement des technologies de séquencage. En effet, le
passage de technologie classique de séquencage, par méthode dite « de Sanger» aux
technologies de séquencage a haut débit (comme la technologie par terminateur réversibles
fluorescents d’Illumina) permet de discriminer plus efficacement les espéces en présence dans
un échantillon, reflet de la diversification intra-héte (Figure 14). Cette amélioration de
technologie n’est néanmoins pas exempte de probléme, le taux d’erreur s’élevant a plus de 1%
dans certains modeles expérimentaux (168). De plus, les biais de chaque plateforme d’étude
doivent étre connus et maitrisés autant que possible pour limiter un probléme de comparabilité
inter-échantillon (et encore plus inter-runs). Par ailleurs, les taux d’erreur sont
disproportionnés dans les régions riches en GC, a la fin d’un read (unité de séquence) et en
fonction de la structure secondaire de ’acide nucléique séquencé (169,170). Ainsi, dans le
cadre de I’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 a tres faible fréquence dans la population virale.
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Figure 11. Pouvoir discriminant de I’étude phylogénique (Neighbor-Joining, NJ) des méthodes
de séquencage historiques (A) et de nouvelle génération (B). Cette étude phylogénique,
appliquée a 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 méme échantillon (171).

L’¢tude des diversifications virales reste tout de méme un champ complexe
d’investigation, et particulicrement dans le cadre des infections respiratoires. En effet, les
infections respiratoires, qu’elles soient a virus Influenza, a VRS ou a Rhinovirus, sont
généralement aigués. L importance de la diversification au cours d’une évolution clinique
aussi breve reste donc particulierement difficile a apprécier, car, au contraire d’une infection
chronique, aucun prélevement n’est réalisé systématiquement en pratique clinique, a
échéance, pour contrdler ou suivre la décroissance de I’infection. Peu d’études ont donc
exploré cette diversification génomique au cours de I’infection respiratoires, a 1’exception de

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

Dans cette étude bibliographique, nous allons donc décrire, aprés 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 I’Homme.
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2. Mesure de la diversité génomique

Comme évoqué précédemment, de nombreux parametres 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, 1’adénylation, I’indexation) et le séquengage en Ilui-méme. La
rétrotranscription et I’amplification par RT-PCR induit par exemple un taux d’erreur de 10™ a
107 substitution par coordonnée nucléotidique par cycle de PCR Si ce taux d’erreur global
est important avant I’analyse, le traitement informatique permet de le ramener a 0.1% (pour
les plateformes Illumina), 0.5% (pour le Ion PGM) mais peut rester a 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 contrdle 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
séquencgage et ainsi d’approcher I’estimation de la diversité génomique réelle des virus
séquencés au cours d’un méme 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, contrdlable par 1’utilisation
de standard, comme un échantillon biologique réel ou artificiel parfaitement quantifié, ou
d’un pipeline informatique préalablement vérifié, peut conduire a une sous-estimation
de la diversité interprétée. Réciproquement, I’utilisation de données corrompues par un trop
grand laxisme quant a la qualité des données analysées, de méme que 1’utilisation de suite
logicielles non adaptées, peut conduire a une surestimation de cette diversité. Il est important
d’insister sur le bénéfice incontestable a utiliser un protocole de constitution des librairies
ainsi qu’a utiliser une suite de logiciel parfaitement optimisée pour la détection de variants de
faible fréquence afin de prendre en compte I’impact des erreurs produites par le séquengage

(176).
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La standardisation des méthodes d’analyse, propre a chaque étude en 1’absence de consensus
universellement admis, permettrait, apres validation extensive, de s’affranchir des biais inter-
expérimentation, plateforme dépendante, générant des données de qualité satisfaisante en
toute occasion, et ce méme sur les génomes imparfaitement séquencés, ou présentant une
variabilité importante, comme dans le cas des virus a ARN. L’ensemble des biais d’analyse,
dont la prise en compte reste encore incompléte a I’heure actuelle est un facteur a interpréter
de maniere extrémement prudente et raisonnée avant de conclure sur un éventuel impact
biologique, a 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 séquengage a haut débit de 2° 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
séquencage en quantité¢ importante de séquences courtes (75 a 300 bases par read) obtenues
apreés 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 a 1’origine d’une augmentation/diminution de
la diversification génomique. Pour limiter ces problémes, [’utilisation (conjointe) de
technologies de 3° ou 4° génération comme le PacBio ou le Minlon pourrait étre 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
séquengage en terme de fidelité (15 a 20% d’erreur pour le PacBio avant traitement

informatique) (179).

Ainsi, une étude de Debbink et al. parue récemment insiste sur I'intérét de quantifier
la population introduite dans le processus de constitution des librairies. Dans le cadre des
¢tudes 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 13, 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 espéces. Nu : nombre moyen de différences nucléotidique entre paires de séquences. L :

nombre total de sites. N :

nombre d’individus. D : espéces différentes parmi les S existantes.

Estimateur
(année de Abr. Formule Groupe Avantages Inconvénients
publication)
Fréquences
minimales ou n n=y35 fk Utilisation et .
. Abondance ) Population
maximales compréhension
fonctionnelle ) de taille finie connue
Diversité simple
T 7= Nu/L
nucléotidique
Indice Poids majoré sur les
de Simpson A A=Y5_1p* Valeurs intuitives espéces les plus
(1949) abondantes
Indice . . .
' H(p) = Insensible a la richesse . o
de Shannon H B i Saturabilité de I’indice
K pi i spécifique
(1949) i=1pt log (pi). pécifiq
Interprétable en
Indice Np,(@) Synthése des indices o
s association avec 1’un
de Hill Nu de Shannon et
= (Z pi)t/ - Abondance des Indices
(1973) . . Simpson _
=1 relative dont il est la synthése
Postulat de départ
contraignant
Estimation de la (N et grand et
Indice . , .
(N-1)(f21) fraction non observée probabilité
de Chao2 S S=D+—"F"— ) )
1987) 2N(F2) par la présence de la | d’observation faible)

fraction observée

Estimation du nombre
minimum d’espéces en

présence

3. Conséquences phénotypiques de la diversification génomique

virale sur la virulence des infections virales

3.1. Ladiversification génomique virale comme facteur de virulence

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

le cadre des infections a 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 a faible diversité génétique. In vivo,
cette population nouvellement formée ne pouvait pas étre 1étale sans étre administrée a tres
haute concentration (IC50 élevée), et directement dans le systéme nerveux central. En effet,
ces virus mutés, clonaux, ne pouvaient franchir la barriére hématoencéphalique pour atteindre
le site majeur de réplication du virus, a savoir le systtme nerveux central. Pour s’assurer
de I’'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’a égaler les souches virales sauvage et atteignant la dose
1étale de 1,6 millions d’unités formant plaque (« plaque-forming unit » ou PFU) par injection.
Les auteurs ont confirmé leur découverte par I’administration orale de cette population
artificiellement diversifiée initialement mais prélevée localement dans le LCR, qui ne
conduisait pas a une dissémination neuroméningée. La population non diversifiée
(diversification 2 a 3 fois plus faible) ne semble donc pas comporter de variants
particuliérement Iétaux. Les auteurs concluent en évoquant 1’idée d’une coopération entre
variants viraux, permettant de franchir les différents obstacles a I’infection, que ce soit
colonisation et franchissement de 1’épithélium intestinal ou neuroméningé ou méme

détournement du systéme immunitaire. Cette expérience est résumée par la figure 15.
3.2. Ladiversification génomique virale limitant la virulence

En contradiction avec ce qui a ét¢ démontré sur les modeles de Poliovirus, la ribavirine,
peut augmenter la fréquence de mutation au-dela 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 a son extinction (183,184).
Contrairement aux notions introduites dans le paragraphe précédent, une important
mutagénése par déstabilisation thérapeutique de la polymérase, peut donc, comme cela a été
prouvé dans les espéces comme les virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) et les Hantavirus,
conduire a la clairance virale (185-189). Les auteurs parlent donc de dépassement du seuil

d’erreur toléré, ou « error catastrophe » (190).
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Figure 12. Impact clinique de la diversification génomique virale. A/ Processus analytiques ;
B/ Comparaison des souches sauvages et des souches a polymérase a fidélité augmentée ;
C/ Comparaison des souches sauvages et des souches a polymérase mutée artificiellement
diversifiés (G64SeQs). IC50: quantité suffisante pour tuer 50% de la population infectée.
WT : Poliovirus sauvage. G64S: Poliovirus mutant (polymérase a 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 I'lC50 a I'IC50 du virus sauvage. Dans le cas
de la comparaison des souches sauvages et des souches a polymérase hyper-fidéle, la proportion de
souris infectée survivant est bien plus basse avec les virus sauvages et ce, malgré une augmentation
de linoculation (10° & 10° PFU). La diversification artificielle de ces mutants a fidélité augmentée

rétablit une Iétalité des souches comparable a celle des souches sauvages.
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Holland et al., sur un modele animal d’infection a VSV, ont pu montrer que 1’exposition
des virus a des mutagenes comme le 5 fluoro-uracile ou la 5-azacytidine restaure un taux de
mutation identique a celui des virus sauvages, tout en gardant un pouvoir infectieux similaire.
Ces résultats confortent I’hypothése de dépassement d’un seuil de mutation, conduisant a la
disparition des virus mutants, et donc a [’extinction de la population compléte (191).
La présence d’une population virale diversifiée artificiellement ou non pourrait aussi entraver
le pouvoir infectieux de la sous-population virale naturelle. Ce phénomene, étudié
dans le cadre des Coksackievirus et du syndrome pied-main-bouche est dénommé « défection
létale » (192,193). La principale hypothése mécanistique serait liée a 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 I’utilisation clinique de mutagéneses virales létales a été montrée
des 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 a I’extinction rapide de cette population
(194). L’extrapolation de résultats in vitro afin de prédire le délai et D’efficacité
de telles thérapeutiques dans le cadre de clinique humaine reste néanmoins tres 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 méme, si les molécules, habituellement utilisées dans le traitement de maladies
cancéreuses, ont prouvé leur utilité dans les modeles murins d’infection a Arenavirus, aucune
application médicale humaine n’a été validée a ce jour, du fait des trés grandes variabilités
des niveaux de mutagéneses nécessaires entre virus et situations cliniques (195). Ces seuils
sont de plus difficiles a 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 a systéme 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. Méme si une accumulation
de mutation peut conduire a I’extinction d’une population, I’absence (ou le taux modére)

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 1’hote. La survie d’un virus est donc la résultante

de la plasticité et la stabilité génomique.
4. La diversification génomique des virus respiratoires

A l'inverse des modéles 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 a ARN, ont fait I’objet

de publications récentes définissant leur diversité génomique.

Avec un taux de mutation estimé entre 10” et 10™ substitutions par nucléotide par cycle
d’infection cellulaire, la polymérase et les substitutions qu’elle engendre est le moteur
de D’évolution des virus Influenza (158). Cette évaluation des taux de mutation est
probablement par ailleurs trés sous-estimée, certains modes de détermination du taux de
mutation montre un taux deux fois supérieur a celui observé par NGS (197,198). Chaque
cycle réplicatifs étant responsables de 2 a 3 mutations des transversions (mutation de A vers G
ou U vers C) et considérant que 28 a 31% des mutations ayant une conséquence létale, la
probabilité de réplication efficace d’un génome virale ne représente qu’un tiers a la moitié
des réplications (199). Sur les virions ainsi produits, moins de 1% des virions possedent
un pouvoir infectieux, et ce, indépendamment du modele cellulaire infecté. Ces
caractéristiques placent les virus Influenza a la limite du taux d’erreur tolérable pour rester
efficacement réplicatif (197). De plus, la génération de souches non-infectieuses impacte
fortement I’ensemble de la population virale, et est donc un facteur de limitation de la

virulence de I’infection (200).

Il est donc crucial pour construire des modéles complets de la maladie grippale
de comprendre la diversification virale, aussi bien intra- qu’ inter-hote et autant dans
sa génération que dans I’interaction des virus avec le systéeme immunitaire de 1’hdte

infecté (163,201).

Cette diversité a ¢été principalement étudiée chez les patients immunodéprimés ou
dans le cadre des virus résistants (202). A noter que les antiviraux mutagénes (comme
la ribavirine) ne sont aucunement associés a 1’émergence de résistance, méme apres
de nombreux passages sur culture cellulaire (200). Néanmoins, en 1’absence de données

cliniques complétes, les caractéristiques de la diversité génomique grippale au temps précoce
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de la maladie ou au cours de 1’évolution restent incomprises, car peu étudiées, méme si ces

quelques données suggerent une diversité faible lors de 1’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 a 1000 fois plus
important que celui des virus Influenza, soit estimée a 10~ 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 systéme 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 1’idée d’un virus restreint dans sa diversification,
cohérente avec la faible diversification épidémiologique décrite au cours de I’épidémiologie
des 50 dernieres années (204). Ces données sont néanmoins a mettre en balance avec
I’absence de corrélation entre ces variations génétiques et la sévérité clinique de I’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 étre corrélée a la possibilité de transmission
des variants, majoritaires comme minoritaires (166). La diversité transmise est toujours
inférieure a la diversité a long terme, suggérant que les variants transmis ne correspondent pas
a Dlintégralité 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 hote apres 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 hotes aprés infection (205). A
I’inverse, dans une étude de la transmission de la diversité génétique des virus grippaux, les
auteurs ont mis en évidence 1’association inverse entre sévérité de la maladie (ampleur de la
fievre) et transmission de diversité inter-hote (162,206). Cette observation reste cohérente
avec le « besoin » d’acquisition d’un large panel de mutation/réassortiment pour permettre
I’obtention d’un fitness optimisé, a I’instar d’une boite a outils permettant de répondre a de

possible nouvelles problématiques biologiques (166).
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Conclusion

L’¢évolution des techniques de séquencage de nouvelle génération ouvre un champ majeur
d’investigation en microbiologie. Initiée par le séquencage de Sanger, 1’étude du génome viral
a été considérablement accélérée depuis quelques années. Si de nombreuses études suggerent
un lien fort entre la diversité ou diversification génomique d’un pathogeéne et la sévérité
clinique de [Dinfection, 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
séveres, systématiquement étudiées. La mise en place d’études prospectives, permettant des
prélévements a échéance fixe, est donc cruciale pour obtenir des informations exploitables. La
compréhension du lien entre cette diversité et I’évolution de la maladie permettra d’améliorer
la compréhension des maladies infectieuses, et permettra d’identifier, a 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 especes 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, I'utilisation de polymérase a fidélité augmentée
permettra la mise en place de processus industriels utilisant des souches a virulence atténuée
voire annihilée, en vue de mettre en place des programmes vaccinaux a sécurité augmentée.
Néanmoins, si les résultats possibles sont trés encourageants, les limites de ces études restent
principalement financieres et humaines mais elles permettront a terme d’apporter des

améliorations majeures a la prise en charge des maladies infectieuses virales.
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Comme nous I’avons vu dans I’introduction (Partie A, Chapitre 1; Annexe A), la
maladie grippale est un probléme de santé public récurrent dont 1’impact saisonnier reste
important malgré la présence d’une vaccination a la composition révisée chaque année et

d’antiviraux efficaces si administrés précocement.

L’amélioration des techniques de séquengage et I’avénement de techniques de biologie
moléculaire extrémement performantes permettant une caractérisation des sous-populations
au sein du microbiome permettent de démontrer que le virus grippal n’est pas seul
responsable des symptomes ainsi que de leur gravité (Partie A, Chapitres 2 et 3;
Annexes B et C). Ces technologies de séquengage ont permis 1’étude d’une propriété virale a
I’intérét croissant, la diversification du génome viral, a I’origine de nombreuses populations

minoritaires (Annexe D).

Les objectifs de ce travail de thése étaient donc la caractérisation de ces facteurs dans
le cadre de la pathogénese grippale, en étudiant une large collection de prélévements cliniques

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

Dans la premiere 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 deuxiéme partie de ce travail (Partie B, Chapitres 3 et 6), nous avons étudié,
par séquengage profond, les virus grippaux impliqués dans les formes cliniques de la maladie.
Apres avoir validé notre approche de séquengage profond en comparaison a 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 I’infection pour I’ensemble des patients immunocompétents ayant
présenté une infection a 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 hote au déficit immunitaire profond (Partie B, Chapitre 6), cette situation

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

marqueur prédictif de I’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 sévere. Cette signature pourrait étre utilisée en
tant que marqueur pronostic des conséquences de I’infection grippale et ce, des les temps

précoces de la maladie.
2. Article publié

Langevin S., PICHON M., Smith E., Morrison J., Bent Z., Green R., Baker K., Solberg
0., 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.

A noter que ce travail a par ailleurs fait I’objet d’un brevet industriel, présent en Annexe E.
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Abstract

A few studies have highlighted the importance of the respirstory microbiome in modulating the frequency and outcome of
wiral respirgtory infections. However, there are insufficient data on the use of microbizl signatures as prognostic biomarkers
to predict respirstory disezse outcomes. In this study, we aimed to evaluate whether specific bacterial community
compasitions in the nasopharynx of children at the time of hospitalization are associzted with different influenza clinical
outcomes. We utilized retrospective nasopharyngeal NPl samples [n=3&) collected at the time of hospital arrival from
children who were infected with influenza wirus and had besn symptomatic for less than 2 days. Based on their clinical
course, children were classified into two groups: patients with mild influenza, and pstients with severe respirstory or
neurological complications. We implemented custom 165 rRMA gene sequencing. metagenomic sequencing and
computations| analysis workflows to classify the bacteriz present in MP specimens &t the species level. We found that
increzsed bacterial diversity in the nasopharyr of children was strongly associzted with influenza severity. In addition,
patients with severe influenza had decressed relative abundance of Staphdococcus swrews and increzsed abundance of
Prevwotellz lincluding P melzninogenics), Streprobscillus, Porphyromonss, Granubcsrsdiz lincluding G elegans), Wellonelz
lincluding ¥ dispar], Fusobscierivm and Heemophilus in their nasopharynx This pilot study provides proof-of-concept data for
the use of microbial signatures as prognostic biomarkers of influenza outcomes. Further large prospective cohort studies
are neaded to refine and validaste the performance of such microbizl signatures in clinical settings

INTRODUCTION
Seasonal influenza in children is a major burden on public

neurological disorders, prematurity, immunosuppression,
diabetes, or sidile cell disease) [3]. However, about half of

health. It is estimated that between 20 to 30% of children
are infected with influenza each winter (WHO). While most
of the children develop woompliated influenza illness,
between 1.5 to 4% of infected children are hospitalized for
influenza complications [1] inchiding pneumonia, asthma
exacerbations, neurological complications and death [2].
Risk factors for hospital admission in children include age
<2 years and having underlying medical conditions (such as

paediatric hospitalizations from seasonal influenza oocur in
children without a high-risk medical condition [4].

From a dinical perspective, failure to identify influenza-
infected patients that have a higher risk of developing severe
disease delays the delivery of appropriate treatment, and
may have profound consequences for the recovery and
long-term health of the patient. It has been reported, in an
adult population, that a deday of 1 day from onset of
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symptoms to hospital admission increased the risk of death
from influenza-caused disease by 5.5 % [5]. Several attempts
have been made to develop prognostic indiators that hedp
to identify patients at risk of severe influenza disease pro-
gression. Influenza viral load is not predictive of clinial
outcome [6], but increased serum levels for several cyto-
kines in adults infected with 2009 H1NI influenza virus are
worrelated with disease progression [7], and inoreased nasal
levels of two proinflammatory cytokines are assodated with
severe influenza [6]. However, at present, there are no bio-
markers readily available to the physidan at the time of hos-
pital admission that are able to predict the likelihood of
disease progression in all patients.

Improving severe influenza prognosis and treatment
requires a better understanding of influenza disease. Influ-
enza severity is determined by 2 complex interplay between
viral, environmental and host factors, which i not yet fully
understood and which cannot be comprehended without
looking at the system as a whole [8]. One factor that has
been poorly studied and needs to be integrated in influenza
pathogenesis modds is the microbiome, defined as the
microbial communities colonizing the human body (micoo-
biota) together with the surrounding environment [9, 10].
Secondary bacterial pneumonia is a well-lmown @use of
pulmonary complications resulting from influenza infec-
tion, and was reported as a major @use of mortality during
the 1918 pandemic [11]. However, the idea that the mico-
biota might also be involved in mfluenza pathogenesis is a
recent concept. Leung et al recently reported that the oro-
pharyngeal microbiota of a pool of patients with HIN1
pneumonia was different from that of patients with non-
HIN1 pneumonia [12]. A second metagenomic study
observed that patients infected with HINI had a higher
amount of Proteobacteria in the upper respiratory tract than
was observed in previously published norma reference
nasopharyngeal (NP) micobial profiles [13]. This study
also showed a variation in NP micobiota depending on
patient age. However, sequencing was performed on pools
of anonymized samples with no associated clinical data and
therefore could not link specific changes in microbiota com-

position with different influenza outcomes.

In addition, several studies using mice have shown that the
gut microbiota protects against influenza disease. Antibi-
otic-treated mice exhibit impaired antiviral immune
responses following influenza virns infection, resulting in
ddayed viral clearance [14], while ora administration of
probiotics in mice prior to influenza infection reduces viral
titres [15]. Finally, a recent mouse study showed that Staph-
vococcus aureus colonization in the upper respiratory
muosa  attenuated influenza  infection compared  with
germ-free mice [16]. However, germ-free mice may not be
appropriate to study the role of the microbiome in influ-
enza, as they have important physiclogical defects, such as
altered immune systems, which can perturb responses to
influenza infection (reviewed in [17]). Further, there are

significant differences between the micobiomes of mice
and humans [17].

Because of the heterogeneity of the respiratory micoobiome
in humans, and the low proportion of severe cases in sea-
sonal influenza, large prospective studies are needed to link
the respiratory microbiome with influenza severity in
patients. As a proof-of-concept, we utilized NP spedmens
from a retrospective collection of influenza-positive samples
from children infected with influenza virus with different
disease outcomes, mild or severe, and tested whether spe-
cific bacterial species in the nasopharynx of patients at the
time of hospitalization corrdated with influenza disease
severity, We determined a differential microbia signature
disoriminating patients with severe and mild influenza.
Such a signature could be used as a prognostic biomarker
for early diagnosis of severe influenza.

RESULTS

Selected patients

We profiled the micobial communities of 36 NP samples
collected at the time of hospital arrival from patients dassi-
fied retrospectivey into two groups based on their clinical
course: patients with mild influenza (r=22) or severe infh-
enza (r=14) outcomes. Patients had been symptomatic for
less than 2days before hospital admission. Mone of the
patients received antibiotics for up to 3 wedks before sample
collection. After sampling, severe patients were treated pre-
emptively. The demographics and clinical parameters of the
36 patients are summarized in Table 1 (basdine characteris-
tics for Table 1a and follow-up characteristics for Table 1h).
Among the patients who developed severe influenza, 4
paticnts had severe respiratory com plications requiring ven-
tilatory support and hospitalization in an intensive @re unit
(ICU), and 10 patients had neurological complications
requiring hospitalization in the ICU (n=6 from 10; 60%) or
in other units. The most common neurological complica-
tions were coma (m=4 from 10; 40%) and epilepsy (m=5
from 10; 50% ). The average time of hospitalization was sim-
ilar among the two severe groups (7.4 and 9.8days for the
patients with neurologial and respiratory complications,
respectively). Patients with mild influenza were either dis-
charged or hospitalized in emergency short-stay units. Their
median time of hospitalization of 1 day corresponds to a
monitoring of more than 6h in emergency service, which is
considered in France to be a hospitalization. Because of the
insuffidently large number of patients induded, no age-
and sex-matched analyses could be performed on this
cohort with adequate power. As the respiratory microbiome
changes with age and sex [18], our results have been
adjusted for these parameters in the rest of the study using
multivariate analysis (see the Methods section). Finally,
cyde threshold (Ct) values from influenza real-time HET-
PCR, as described in the Methods section, were used as a
proxy measure of viral load and were not significantly dif-
ferent between the groups, suggesting that there is no
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Table 1. {a) Bazeline demographic and clincal characteristics of all patients included in the study and (b] clinical evalution and thesapeutic
management af all patents included inthe study

(a}
Severe influenza
Mid
Bacdine demengraphics and clinial characteristios influenza Namlsgial Repiranry
Basdine demagraphics Mo of patients n i 4
Sax: mals T3E%) 4 [40%) 3 (75%)
Madian age in months (01-02) 3 {24} a5 175
{1527 &) E LT
Characieristics ot fhe time of Sample nature:NF aspirate I7{7T7a%) & (E0%) 4 {100 %)
admizsion Sample nature: NP maab E{ZLT %) 2 (20%) 0 {0%)
Days since symptam anset=0 E{273%) 2 (20%) 0 {0%)
Days since symptom onset: 1 12 {54 5%) 4 {40%) 1 (25 %)
Days since symptom onset:2 4 (182 %) 4 {40%) 3 (75 %)
Infusnza B vires 3{138%) 2 (20%) 1 {25 %)
Infumnza & wros (HIMI) E{XT3%) 4 [40%) 1 {25 %)
Infumnza & wros (HIN2) 125 5%) 4 [40%) 2 {50%)
Madian influmnzm RT-PCR O (O1-03) 20 (184=255) 215 2R5
{21=X35) (E18-34.8)
Comaorbidities”: newrological disorder i {0 %) 2 (%) o {0 %)
Comaorhidities” - other {not knoen 2 a risk Bcior for sewre 1 {45 %) a (0%} 5 (TEw)
influsnza)
Comaorhidities - none 2 (955 %) & (E0%) 1 {25 %)
(b}
Crutcome Hegpitalizad in ICU 0 {0%) & (s0%) 4 {100 %)
Madian days heaspitaltized (1= 1 {0=3} 3{2-13) & {7-10.8)
Median days hospitalized in T (01 =03) @ {o=0y 2{0=13) TE (48
10L&y
Ventilation @ {0 %) 3 (0% 4 {100 %)
Signs of respiraiory distresct ekl Y] a (0%} 4 {100 %)
Bacterial preumania oomplicating influenza 0 {0%) 1 {10%) 1 {25 %)
Coma 0 {0%) 4 [40%) 0 {0%)
Encephalitis @ {0 %) 2 (20%) @ {0 %)
Epilpsy @ {8 %) 5 {s0%) @ {8 %)
Multiple or prolongsd ssizure o {0%) ERE L] o {0%)
Daath 0 {0%) 0 (0%} 0 {0%)
Treatment Ho antiviral EOEL T EXE LY o {0 %)
Antiviral addovir a0 %) 3 (H0%) a {0 %)
Antivira : Tamiflu 2o %) 4 {40%) 4 {00 %)
Mo an tibiotic 0 (L9 %) 7 (M%) 1 {25 %)
Antibiotherapy 2{9.0 %) 3 (30%) 3({75%)

“Hone of these comarbidiies were previosly associsled with changes in NP microbiola compasition. Neurological disorder: wiral encephalitis
sequelae and luberous selerosis of Boumeville. Other comarbidities: Dawns syndrome for one patient in the mild influenza group and ane patient in
the respiratory complication group: Prader-Willi syndrame Tar one patienl in the respiratory complicaon grouf myoapathy Jor one patient in the

respiratary camplicatian graug

tSignes of respirgiony distress included: modification of bresthing rate
swealing wheszing, siridar, accessary muscle use, or changes in aleriness.

increased heart rabe, colour changes, grunting nase Tlaring. retraclions

relationship between initial viral load and disease outcome,
as previously described [6].

NP microbiota composition of children infected

with influenza virus

Aqross all 36 respiratory samples, »5.2million high-quality
165 BNA sequences were classified into 300 operational

taxonomic units ((TUs), with 101 OTUs supported by
=>1000 reads each (Fig. 51, available in the online Supple-
mentary Material). All OTUs were classified up to the genns
level and 49 % were dassified up to the species level The rel-
ative abundance is given for all 300 OTUs in each sample
(Fig. 1a). Five OTUs dominated the NP bacterial profiles
(defined as a relative abundance »50% in at least one
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Table 2 Taxonomy and average relative abundance for the OTUE differentially abundant between mild and severe influenza groups after adjusting

lar covarales jage Sex, sample nature and ime Sinoe Symplom ansel

Lrs Species Average relative abundance in Average rdative abundanes in P

mild influemza (%) severe influenza (%) value
OT_% Staphylococeus Staphplococrus aureus 4164 g s
OTU_1d  Frevorels Prewrells melaninogenica [l 23501 [ilied ]
OTU _1& Prevarels A 37TEs il s K ooonn
OTU ¥k Strephoabacillus Ha L haks pliczr) izl
OTU_31  Porphyromonas Ha ool 0370 iEn
OTU_ &4 Vallonella Vaillanella dirpar sy [T ] [Tt
T _&0 Fusabacteriim Ha L0040 03581 OE?
OTU &% Haamophilus Ha 404 La24s La0ss
QT 92 Lashwmaspirassa_incertas wdic Ha LOEEE (LIFR5Y el
OTU_ 101 Granudicarals Grranudica ell 2 elepans [ALerd | OLEERD L2
OTU_ 148 Vallonalla HA LOCREL L) ] s
OTU_355  Vallonella Ha LTS anisz [

sample). Among these five OTUs, the genera were Morax-
ella, Staphylococrus,  Streptococcus and  Hoemophils
(Fig. 1b). Moravells catharrhalis was found as the dominant
species in 11 out of 36 samples (30% ). Moraxela monligue-
faciens was also detected and was the dominant spedes in
four samples. Staphylococcus aurens was the dominant spe-
des in two samples. OTU_4 was only dassified to the genus
level - Streptococcus — and was the dominant species in five
samples. Finally, OTU_5 (Haemophilis) was the dominant
OTU in four samples. In the remaining 10 (28 %) samples,
there was more than one dominant OTU: for three samples,
there were two major OTUs (with a rdative abundance of
between 25 and 50%), and for seven samples the bacterial
profiles were more complex. Importantly, the presence of a
dominant OTU was not signifimntly associated with influ-
enza outcomes after adjustment with covariates (Table 51).
To validate the bacteria taxonomy dassifications inferred
from the 165 ribosomal profiling, we performed shotgun
metagenomic sequencing on a subset of NP specimens
obtained from patients with mild (n=10) and severe (n=10)
influenza. Comparable bacterial compositions were found
in the 165 targeted sequencing and shotgun metagenomic
datasets (Fig. 52).

MNP microbiota composition differentiates influenza
outcomes

To examine whether variations in the compaosition of NP
bacterial communities were rdated to the dinical andior
demographic characteristics of the patients, a UniFrac dis-
tance matrix was calculated and used in PerMANOV A anal-
yses against five clinical variables (clinical outcome, days
between sampling and symptom onset, patient’s age,
patient’s sex and nature of sample). This analysis revealed
that differences in NP microbiota composition were strongly
assodated with influenza outcomes [(P-vahie=000025)
(Fig. 2 and Table 52). Similarly, unsupervised hierarchical
dustering of the samples based on whole-microbiota pro-
files, was able to segregate mild and severe cses, with all but
one patient with mild influenza belonging in the first cluster,

and all but four patients with severe influenza belonged in
the second cluster (Fig. 53). The age of the patients was also
assodated with NP micobiota composition in PerMA-
NOVA analysis (P-vahe=003450), but less strongly than
influenz outcome. There was no evidence of significant
interaction between age and dinical outcome in terms of an
effect on NP microbiota compaosition (Table 52). Finally, we
tested whether there was a difference in microbiota compo-
siion between patients with respiratory or neurclogical
complications. After adjusting for covariates, the type of
severe influenza complication was not significantly assod-
ated with whole-microbiota profiles (Table 53).

Patients with mild influenza have a less diverse NP
microbiota than patients that develop severe
influenza

We further tested whether NP micwbiota diversity (alpha
diversity) was also associated with the patients’ demographics
and/for clinical features. Several diversity indices were mlon-
lated (Fig. 3) and were further used in statistical analysis to
examine whether species diversity in NF samples were reated
to five variables (clinical owtcome, days between sampling
and symptom onset, patient's age, patient’s sex, nature of
sample). Using multivay ANOWV A, we found that NP micro-
biota diversity, as estimated by the Shannon diversity index
(M), ACE, Chaol, Fisher and Simpson indices, was stronghy
associated with influenza outcome (Table 54). Simpson’s
redprocal index was the only one that was not signifiantly
associated with influenza outcome (Table 54). This observa-
tion could be linked to the size of the cohort, with this indec
being the most sensitive to a lade of power. Patients with mild
influenza had signifiantly lower bacterial diversity (average
H=057) than patients with severe infloenza (average
H=203). The NP micobiota diversity was weakly associated
with patient age (Table 54). There was no evidence of signifi-
cant interaction between age and clinical owtcome, in terms
of an effect on NP microbiota diversity (Table 54). In addi-
tion, there was no significant difference in microbiota diver-
sity between patients with neurclogical and respiratory
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Fig. 1 NP micrabiola compasilion associated with each respirstory sample. (8] heal map displaying the relalive abundance of the 300
OTU= detected in each NP sample Relative abundance i shawn with a black 1o while gradient scale, with OTUS that wene nal quanti-
fied in white, and OTUs with a relative abundance of 1 in back. The samples were ofdered based on patient group and sample num-
ber. OTUs were clusiered based on their relative abundance values acrass samples using Euclidian distances and 8 complede linkage
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Tunction fix] Bar plal shawing relative abundance af the five mast abundant OTUS in each sample, coloured by OTUs. The samples

weene ardened as injal

omplications (Table 55). Owerall, we found that inceased
bacterial diversity in the upper respiratory tract was assod-
ated with influenza severity.

Differential microbial abundance between patients
with mild or severe influenza

Statistical analysis to characterize the differential microbial
species abundance between patients with mild influenza and
patients with severe influenza was performed using a gener-
alized linear model, adjusting for age, sex, ime since symp-
tom onset and sample nature. Twelve OTUs were found to
be differentially abundant between the two groups of
patients (Fig. 4a). The average abundance in each group for
the 12 differential OTUs is given Table 2. Among the differ-
ential OTUs, one was among the five most abundant OTUs
detected in the respiratory microbiome profiles: Staphylo-
coccus qurens was more abundant in patients with mild
influenza than in patients with severe influenza (Table 2).

The remaining 11 differential OTUs had limited abundance
(=3% on average) and were all more abundant in patients
with severe influenz. The genera of these 11 OTUs were:
Prevotella for two of them, Streptobacillus, Porphywromonas
and Veillonela for three of them, and Fusobacteriem, Hae-
mophilus, Lachnospiracea incertae sedis and Gramulicatelia.
Some of these OTUs were detected almost exclisivdy in
patients with severe influenza, for example Porphywromonas
(OTU_31) was detected in 11 (76%) patients with severe
influenza, but only 2 (9%) patients with mild influenza.

In addition, we performed a similar statistical analysis on the
severe influenza group only, to determine whether there were
differences between patients with neurological and respira-
tory complications. Seven OTUs (Moraxells catarrhalfs, Acti-
nomyces,  Corynebacterium,  Dolosigranulum — pigrum,
Chryseobacterium, Prevotella and Parvimonas micra) were
found to be differentially abundant (Fig. 4b and Table 3).
Except for Moravella catarrhalis and Parvimonas micm, these
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OTUs were significantly more abundant in newrological
severe forms than in respiratory severe forms. As already
described, Moraxells catarrhalis remain abundant in both
severe forms (1739% vs 2989%), unlike all other OTUs,
with limited abundance in both groups (<1 % inaverage).

Minimal microbial signatures classify mild versus
severe cases

To determine whether a smaller subset of OTUs could effi-
dently classify patients into mild and severe groups, we used
an assodation rule mining algorithm among differentially
abundant OTUs. To test the signatures’ predictive perfor-
mance, we used the trained rues to determine the influenza
disease severity of patients exduded from the training set
[leave-one-out cross-validation (LOOCV]]. In addition, only
rules that were found in all aoss-validation instances were
oonsidered to be robust. This analysis revealed 5 robust asso-
dation rules comprising two to three OTUs able to classify
mild versus severe patients with cross-validated sensitivity of
up to 93% and specifidty of up to 100 % (Table 4). For
instance, the quantifimtion of OTU_22 (Streptobacdlus) at a

relative abundance higher than 88¢-06 and the quantification
of OTU_85 (Hoemophilus) at a relative abundance higher
than +4.8e-05 predict that the patient will develop a severe
influenza with a sensitivity of 92.86% and a specifidty of
9091 %. The performance of these different rules needs to be
validated in prospective cohort studies, but these data indicate
that microbial signatures comprising very few bacterial spe-
cies have the potential to predict influenza outcomes with
substantial accuracy.

Alogether, these results demonstrate that differences in NP
microbiota composition early after infection are assodated
with nfluenza severity and provide proof-of-concept data
for the use of microbial signatures as prognostic biomarkers
of influenza outcomes ina clinical setting.

DISCUSSION

Influenza virus transmission and pathogenesis in humans is
unpredictable at the population and individual level in
terms of clinical severity. While rapidly identifying patients
at risk of influmza complicmtions is crucial for patient
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management and survival, there is currently no host bic-
marker assay available to predict influenza severity at the
time of infection. In this study, we used a retrospective col-
lection of early NP samples from children infected with
influenza virus to test the feasibility of using a prognostic
microbial signature to predict influenza disease outcome in
a clini@l setting. By comparing the rdative abundance and
diversity of microbial populations in the upper respiratory
tract of children at the ime of hospitalization, we identified
bacterial profiles that differentiated children that devdoped
severe disease versus non-progressive mild influenza infec-
tion using five different diversity indeces. Al but one

showed statistical differences between these two groups.
This difference was not significant for Simpson’s redprocal
index, the most dependent on cohort size (as reviewed in
[19]). To ouwr lmowledge, this is the first study associating
influenza  severity with NP bacerial composition in
children.

There are a imited number of studies desoribing the compo-
sition of the respiratory tract microbiota in healthy and dis-
eased children. Studies profiling the NP microbiota have
reported that healthy children younger than 2 years old have
their upper respiratory tract colonized by one predominant
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Table 3. Taanomy and average relatve sbundance for the seven OTUs thal were diflerentially abundan between patients with respiraiory and
neurakogi cal camplicatians atier adjustment for covariabes (age sex nature of sample, lime sinoe onsel of symplams)

(renus Spedes Average relative abundance in patients Averge rdative abundance in patients B

with neurologica compliations (%) with respiratory compliations (%) value
OTuU 1 Moraxella Moravella catarrhalis 173854 98341 LIl
OTU % At nompces ETY TS 5N 4a)] amar
OTU 1% Corpnehacterium Ha 1472 nss? s
(T 28 Dolosiz lien Dol granudum pigrom oxxy LRy ag2s
OTU_ 81 Chrperohasferium Ha L1308 o004 onz4
QT _&9 Prevatala s [N E 00040 [aliesi) ]
OTU_ 113 Parvimaonas FParwmonar mira OaET OLERed iR

oommensal hacterial genera consisting of Mo ravella, Hae-
mophilus, Streptococcus, Prevotella, Dolosigranulum, Staphy-
lococcus Corymebacterium, Flavobacteria or Neisseria [18,
20-22]. Similarly to these studies, we found that most of the
children infected with influenza had microbial compositions
in their nasopharynx that were dominated by one bacterial
species, with Moraxella, Streptococcus, Haemophilis and
Staphylococcus representing the most abundant bacterial
genera. However, the nasopharynx microbiomes of children
infected with influenza were not colonized with Gram -posi-
tive commensal species (Amoxybacills, Dolosigramlum,
Corynebacterium and Lacfococous). It is possible that influ-
enza virus induced a decrease in the abundance of these spe-
des early after infection. Interestingly, these Gram-positive
commensal species have been shown to control the abun-
dant colonization of pathobionts such as M. influenza, 5.
prieumornia, 5. aureus, or M. catarrhalis and enhanced risk
of acquiring amite otitis media [21, 23], pneumonia and
bronchidlitis [24]. In future studies, it will be interesting to
follow the respiratory microbiome dynamics longitudinally
prior and post-influenza infection to characterize early
virus—microbiome interactions,

The most common genus found in our population was Mor-
avelln, with two main spedes, M. catarrhalis and M. moml-
guefaciens. High abundance of M. nonliguefciens was
previously associated with viral pneumonia caused by ade-
novirus, rhinovirus or enterovirus, respiratory syncytial
virus, or human metapnenmovirus infections [20]. In addi-
ton, Moraxella versus Alloiococcws colonization is assod-
ated with increased respiratory syncytial virus infections

and severity [22]. As we could not profile the NP microbiota
of healthy children in parallel with influenza-infected chil-
dren, we could not determine whether Moraxella coloniza-
ton was also assodated with influenza infection, but we
found that M catarrhalis and M. nonligugfaciens reative
abundance were not predictive of influenza severity after
adjustment for covariates, bat were predictive of neurologi-
cal versus respiratory compliations, Further evaluation of
the effect of specific virus-microbiome interactions is neces-
sary to better define the respiratory microbiota and its infha-
ence on cliniml disease outcomes for acute respiratory
infections in children.

In owr study, severe influenza infection was predicted by
increased bacterial diversity in the nasopharynx of dhildren.
In addition, a microbial signature of 12 (0T s was able to dis-
criminate patients developing severe versus mild influenza.
Eleven of these 12 OTUs had higher abundance in severe
patients, and induded the following genera: Prevotella, Strep-
tobacillus, Porphyromonas, Granulicatells, Veillomella, Fuso-
bacterium, Lachnospiracen incertae sedis and Haemophilus
spp. Except for Haemophilus, these genera all bdong to obli-
gate or famltative anaerohic bacteria. The species that were
found to be more abundant in patients with severe influenza
induded Prevotella melaminogenica, and Veillonella dispar -
which are anaerobic Gram-negative bacteria that are part of
the normal oral [25] and respiratory tract microbiota [26]
and can canse anaerobic pulmonary infections [25] or menin-
gitis and endorditis [27] - and Granubicatells elegans, a
member of the nutritionally variant streptococd, which are
common components of the oral microbiota that have been

Table &. LODCY performance charasctenstesof minimal micrabial signatures in discriminating patients with mild versus severs influenza sulcames

Only the rules predicled in all eross-validation instances are displayed in this lable. Sensitivity and specilicity wene calculated using oul-of-sample
pradictions. The rules are soried based on s pecilicity values, and are placed in desoending ander.

Patient classified as severe influsnza if the following OTUs are detected (with relative shundance) Semsitheity Specificity
OTU_16 (760558 0TU_22 (8 Sa 06k TU_148 [=38=05) TRET 1
OTU 22 (8 Se-08k80TU_100 (> 13205080 TL 148 (»3.82.05) TS 9545
OTU 22 (8 8 08T 85 (4 Ba015) SLEH 091
OTU 22 (il e )BT 100 {1 %15 #.71 @91
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associated with endocrditis and septicaemia [28]. Only one
OTU was more abundant in patients with mild symptoms:
Staphyococcie aurens. This is in line with the stody of Wang
et al, which reported that 5 gurens priming prevents intho-
enza-mediated lung injury in a mous: model [16]. Inthe pro-
posed mechanism 85 aurens induces monocyte polarization
into M2 abveolar macrophages via Tolldike receptor 2 signal-
ling, which inhibits influenza-mediated lethal inflammation
[16]. Based on our pilot study, the higher abundance of 5
aurens in mild non-progressos could explain the lack of
severe clinical manifestations observed in our patient cohort,
while the presence of a diverse nasopharynx microbiota con-
taining multiple pathobionts significantly increased the risk
of acquiring severe influenza-rdated disease. Furthermore,
we compared each of the two severe influenza groups. Seven
OTUs were signifimntly more diverse in one group, the respi-
ratory group for two of them (Moravella catarrhalis and Par-
vimonas micra), and the neumlogical group for the rest of
them (Actinomyces, Corwebacterium, Dolosigranulomn pig-
rum, Chryseobacterium and Prevotella). Physiologically, all of
these bacteria were commensal of the respiratory tract and
oral cavity. They were mainly described in pneumonia and
periodontitis infections, but could also be the @use of central
nervous system infections, bone infections and endocarditis
[29-31]. Interestingly, Dolosigramdum pigrum, which is asso-
dated with the development of kerato-conjunctivitis, has
already been characerized in the respiratory tract micro-
biome as belonging to a health-associated community that
has been devdoping recently in children born by @esarean
section [32]. Mote that this analysis remains to a large extent
underpowered becuse of the small number of patients in
each severe group in this study.

It is noteworthy that the use of microbial signatures to pre-
digt clinical outcomes for influenza could be reduced to
only two-three OTUs. If this proves to be robust in future
studies, such signatures could open up the possibility of
developing a real-time dinical assay using current technol-
ogy. Rapid PCR pands that acouratey quantify both bacte-
rial and viral spedes [33] could facilitate a practical
implementation of prognostic microbial signature-based
assays simultaneonsly with aqute respiratory virus diagnos-
tics in a clinical setting.

Our study has limitations that are inherent in its retrospec-
tive nature. Arst, despite the large number of samples
(n=372) from children infected with influenza virus avail-
able in our collection, only 36 samples (9.7 % ) met our selec-
tion criteria. Beause of our relatively small ocohort, we
oould not match the patient groups in sex and age As age
and sex were desaribed as being important factors that mod-
ify the microbiota in the nasopharynx [18, 22], we had to
adjust for these potential confounders in statistical models,
We found that the main factor influendng the NP mico-
biota was age. Sex was not associated with microbiota com-
position and diversity, as expected for young prepubescent
children. The microbiome was also described as changing

with seasons [18]. However in our study, samples were

collected over different years, but all were collected during
the influenza season (January-March), so there was no sea-
sonal effect to acoount for. Finally, due to the retrospective
nature of our pilot study we ocould not compare the perfor-
mance of our signature with existing clinical severity scores,
such as the pediatric risk of mortality (PRISM 1), The dif-
ferences in number between the neurological and respira-
tory groups (n=10wvs m=4) could be exphined by the
administration of antimicrobial therapeutics in patients
with respiratory complications before the NP sample was
collected. Indeed, children with respiratory distress were
most likdy to have had pre-emptive antibiotics adminis-
tered at hospital admission before sampling, and so were
exchuded from analyses. In contrast, when dhildren develop-
ing neurological complication had antibiotics administered,
this was mainly during hospitalization after NP sample was
collected, and the treatments administered prior to admis-
sion were mostly anti-epileptic treatments.

Future studies will involve the enrolment of prospective
cohorts of children admitted in the emergency departments
with longitudinal sample and clinical data collection to vali-
date our microbial signature performance and analyse host-
virus-microbiome  interactions. Studies that integrate
microbiome analysis with a systems biology approach to
influenza pathogenesis will accderate the development of
nove diagnostic tools and personalized therapeutics to com-

bat mfuenza virus infectiions in children.

METHODS
Ethical statement

Respiratory samples (NP aspirate or swab) were collected
for regular disease management during hospital stays and
no additional samples were taken. For the purpose of this
study, patient confidentiality was strictly protected and
informed consent was obtained. This study was approved
by the ethical committee of Hospices Civils de Lyon on 14
October 2014, The study was ako approved by the Univer-
sity of Washington IRB under expedited category 5 (human
subjects application #49811).

Patient selection

We analysed 372 clinical records from children (<15 years)
who were admitted to a paediatric hospital (Hopital
Femme- Mére-Enfant, Hospices Civils de Lyon, France) in
2011-2014. All of the analysed samples tested positive for
influenza A or B virus using the respiratory multi-well sys-
tem MWS r-gene kit (biohMeriews, Marcy-l'&uilc, France)
during routine testing in the virology department of the
University Hospital of Lyon. Ct could be obtained and were
considered to be an estimated viral load in the sample.

In order to define a prognostic signature, only patients who
were symptomatic for less than 2 days and had a respiratory
sample collected at the time of hos pital arrival were selected.
Based on their clinical course after sample collection,
patients were clssified into two groups: patients with mild
influenza or patients with respiratory or neurological
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cmplications (the severe influenza group). The criteria
used for classifying dhildren in the severe influenza group
with respiratory complications were: utilization of invasive
or non-invasive ventilation, blood gas alteration (hy poxemia
<85 % in arterial sample) and hospitalization in the KU for
respiratory complications. Neurological complimtions were
defined as symptoms that affected the central or peripheral
nervous  system,  induding  seizures, encephalopathy,
encephalitis, or any focal neurological symptom [34].
Patients with neurological complications were hospitalized
cither in the ICU or in neurology units spedalizing in the
management of encephalitis or epilepsy. We excluded
patients with incomplete dinical files, as well as patients
who had received antibiotics prior to respiratory sample col-
lection, as this treatment likely perturbs the microbiome.
(Other exclusion criteria induded known risk factors for
severe influenza (defined as chronic respiratory diseases,
ardiac diseases, metabolic diseases, immunosuppression,
etc.) and lmown chronic disease associated with respiratory
microbiota dysbiosis (such as severe asthma, etc.) [3]. Note
that two patients had Down's syndrome, one in the mid
influenza group and one in the severe influenza group. In
addition, in the respiratory group one patient presented
with Prader-Willi syndrome and another presented with an
una@tegorized myopathy. While individuals with Down's
syndrome, Prader-Willi syndrome and myopathy are
kmown to be at risk of respiratory problems, these comor-
bidities have not been assodated with modifiations in the
NF microbiome, and so we did not exdude these patients.
Intotal, 72 patients were selected, including 42 patients with
mild influenza, 11 patients with respiratory distress symp-
toms and 19 patients with neurological complications. We
extracted DNA and RNA wsing Mudisens EasyMag. Only 36
paticnts had samples with suffident quantity and quality of
DMA for sequencing, including 22 patients with mild influ-
enza, 4 patients with respiratory distress symptoms and 10
patients with neurological compliations.

165 rRNA sequencing and analysis

Genomic DNA was exracted from de-identified patient
respiratory samples (m=3d). Custom primers were synthe-
sized to amplify a 510bp fragment containing variable
regions ¥1-V3 of the 165 ribosomal gene Briefly, 5 ng of
genomic DMNA from each sample was used as a starting tem-
plate to generate the VI-V3 amplicon libraries. All genomic
DNA wassubjected to 20 cycles of PCR (Failsafe, Epicentre)
and the 165 amplicons were cleaned using 0.8X AMPure XP
beads (Bediman Couter, Inc) following the manufacturer’s
instructions. MNextera dual index adaptors (MNextera XT
adaptors, Olumina, Inc) were moorporated by performing
10 PCR cycles (Failsafe, Epicentre), deaned using 11X
AMPure XP beads (Beckman Couter, Inc,), quantified using
a qubit (DA high sensitivity, Life Technologies) and mult-
plexed using equal molar ratios of DNA for each sample.
The final 165 libraries were loaded on a MiSeq sequencer at
2 pM with 5% FhiX control and sequenced using custom
Mumina read primers to eliminate the V1-V3 165 primer
sequences (Table 56). Each sample had an average of 150K

read depth (300bp, paired end) and all 165 ribosomal
sequences were clhssified using the UPARSE metagenomic
pipdine [35]. Briefly, this pipeline removed low-quality
reads, merged the paired reads to generate ~430bp frag-
ments, removed sequence artifacs (chimaeric sequences
and sequence errors), mapped full-length reads to a highly
curated 165 ribosomal database derived from the RDP 165
training set (v14), identified sequence reads to genus fspecies
levd with a 97 % cut-off based on OTU dassification and
generated summary tables for downstream statistical analy-
ses. In total, all samples passed our cut-off of at least 50000
high-quality 165 DN A sequence reads per sample and all
OTUs were classified to the genus leved (Fig. 51). Rarefac-
tion curves were performed to verify that sampling had
exhausted the diversity at the sequence read depth cut-off of
50000 reads per sample (Fig. S1c). For classification to the
spedes levd, we blasted the OTU representative sequences
against the siva Ref NR99 database (rdease 119), from
which uncultured spedes were removed. We used BLASTH
with the following parameters: -evalue le-50 -perc_identity
99. The AT results were further filtered to only keep
results that were identical (up to the genus level) to the
UPARSE classification.

The raw sequence data were deposited at
(SUB1938413).

SRA

Metagenome sequencing and analysis

Genomic DNA (5ng) from 10 mild and 10 severe influenza
patients were fragmented and tagged using Nextera transpo-
sase following the manufactirer’s instroctions (Nextera XT
DMA library kit, llumina). Dual-index adaptors were incor-
porated by PCR (14 cycles) and the final libraries were mul-
tiplexed for sequencing. The final library was loaded on a
MextSeq 500 using a 300 cycle high-output kit All reads
were demultiplexed, the adaptor sequences were removed
and low-quality reads were discarded. High-quality reads
were aligned to a reference mammalian ribosomal RN A
database and the human hgl 9 genome using STAR aligner.
Unmapped nonhuman reads were dassified using Kraken
metagenome analysis software and the MiniKraken DB
using the default settings [33]. Genus/species level identifi-
cation, induding total read counts for each bacterial group,
was determined.

Statistical analysis

Al statistial analyses were performed using B statistical
Software. The R 'phyloseq’ padeage [36] was used to calo-
late abundance-based richness estimators (eg. Chaol and
ACE) and diversity indices (eg. Shannon, Simpson and
Fisher). Multi-way ANOVA (type III) was used to identify
the covariates associated with each diversity index. The R
phyloseq package was also used to calalate the distance
metrics (Bray-Curtis and weighted Unifrac) and visualize
the samples in two dimensions using non-metric multidi-
mensional saling (NMDS). Beta diversity analysis was per-
formed on rdative abundance data (ie. proportons, the
counts are divided by total library size). Fermutational
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multivariate analysis of variance (PerMANOVA) was per-
formed using the adonis function in the R “vegan' package
[37] to test the ability of variables (patient group, sex and
age, nature of sample, days since onset of symptoms) to
account for the observed variance in microbial profiles.
Finally, statistical analyses for the differential abundance of
mapped OTU reads were conducted using the ALDExZ R
padkage with a generalized lincar model (GLM) using the
aldex.glm function [38]. We modified the aldexglm func-
tion to enable the effect of several variables in the glm modd
to be tested, rather than only testing one variable, as in the
default aldecglm function. The covariates that were taken
into account were age, sex, time since the onset of symp-
toms and nature of sample. Differential OTUs were defined
using a P-valie cut-off of 0.05.

To determine whether small sets of OTUs could classify the
patients, we used classification based on association rules
using the K ‘arules’ padcage For this analysis, the reative
abundance matrix of differentially abundant OTUs was
transformed into a binary matrix based on the median rea-
tive of each OTU, with 1 meaning that the rdative abun-
dance of OTU _x in sample (i) is greater than the median
value of OTU_x across all samples. The rules were mined
with support »0.3 and confidenee »08. Redundant rules
were further pruned. We judged the robustness of the rules
using an LOOCY approach. For each subject, assodation
rules were predicted on all other subjects, excluding the one
for which we made a prediction. After we had performed
this procedure for all subjects, we selected the rules that
were found in all instances and calculated their sensitivities
and specificities from predicted versus true dassifications.
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Figure S1
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Figure S2
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Supplementary material

SUPPLEMENTARY TABLES

Table S1. Logistic regression testing association between presence of one dominant OTU and

samples covariate.

Estimate Std. Error |z value p value
Influenza outcome : Severe vs Mild -6.64 8.86 -0.75 0.45
Age (in months) -0.85 0.70 -1.22 022
Sample Nature : NPS vs NPA -6.41 6.59 -0.97 0.33
Sex :Muvs F 3.52 2095 157 0.12
Days since symptom onset 1.16 0.98 1.18 0.24
Influenza outcome : Age 0.63 0.69 0.91 0.36

Table S2. Permutational multivariate analysis of variance (PerMANOVA) was used to test

statistical significances of association of NP microbiota composition with patients and sample

factors.

Factor F statistic p-value

Influenza outcome (severe or mild) 3.58 0.00025
Age* 1.81 0.03450
Sample nature 1.58 0.11175
Sex 1.16 0.26225
days since symptom onset 0.64 0.83575
Influenza outcome : Age 1.19 0.23850

* age was categorized into 3 groups (1-2 months, 3-12 months and more than 1 year
old)
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Table S3. Permmtational multivariate analysis of variance (PerMANOVA) was used to test

statistical significances of association of NP microbiota composition with patients and sample

factors.

Factor F statistic p-value

Influenza .compllcatlon (Respiratory vs. 0.928274 0.46
Neurological)

Age* 1.65080386 0.14425
Sample nature 0.95688833 0.39
Sex 1.38516229 0.2065
days since symptom onset 0.70191464 0.6195
Influenza outcome : Age 2.28696032 0.0585

* age was categorized into 3 groups (1-2 months, 3-12 months and more than 1 year
old)

Table S4. Multi Way ANOVA results testing diversity indices association with influenza

outcome and samples covariates.

ACE Chaol Fisher InvSimpson | Shannon Simpson

F- p-|F- p-| F- p-|F- p-| F- p-|F- p-
Factor statis | valu| statis | valu|statis | valu|statis | valu | statis | valu| statis | valu

tic e | tic e | tic e | tic e | tic e | tic e
Influenza outcome 0.00 0.00 0.00 0.99 0.00 0.00
(severe or mild) 12.26 15| 10.72 27| 13.10 11| 0.00 35| 12.44 14| 14.66 06
A . h 0.04 0.06 0.07 0.32 0.01 0.00
G anmnts) 426| 80| 3.65| 60| 335| 75| 1.02| 10| 658 58| 7.87| 89
) | 0.15 0.19 0.23 0.04 0.06 0.03
S Hatae 209| 87| 1.75| s8| 1.49| 28| ass| 16| 355 95| 482 64
S 0.16 0.18 0.17 0.16 0.51 0.50
o 2.00 82| 1.83 70| 1.89 95| 2.04 37| 0.44 141 0.45 76
Days since symptom 0.50 0.63 0.65 0.71 0.35 0.12
onset 0.45 71| 0.24 14| 0.20 92| 013 82| 090 19| 2.49 58
Influenza outcome : 0.10 013 0.15 075 0.06 0.01
Age 2.82 41| 2.4 14| 2.15 29 0.10 51| 3.81 07| 6.09 98
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Table S5. Multi Way ANOVA results testing diversity indices association with influenza severe

complications type and samples covariates.

InvSimpso

ACE Chaol Fisher n Shannon Simpson
F- p-|F- p-|F- p- | F- p-|F- p-|F- p-
Factor stati | val|stati | val|stati | val|stati | val|stati | val|stati | val
stic ue | stic ue | stic ue | stic ue | stic ue | stic ue

Influenza complication
(Respiratory vs. 0.2 0.3 0.4 0.9 0.9 0.9
Neurological) 1.28| 946 1.06| 367 0.77| 099 0.00| 909| 0.00 646| 0.01] 387
2 0.0 0.1 01| 29.7| 0.0 0.0 0.1
AEEAAhS) 367| 970| 3.14| 198| 2.28| 746| 9| 009| 5.59 s01| 3.01] 263
CamplisRiafore 0.3 0.3 0.6 0.1 0.4 0.5
091 727| 0.87]| 831] 022|553 299 272| 0.74 169| 0.39] 528
0.2 0.2 0.3 0.7 0.9 0.7
HeK 1.43| 702 1.56| 521 097|564 0.13| 249| 0.00 468| 0.16] 028
Days since symptom onset Q'S o O'? 2.7 ag o
0.031722] 0.02]1023] 0.12]372| 0.08| 832| 0.06 141| 0.10] 641
Influenza outcome : Age 0.2 ! ] 4 g o
0.14] 207| 0.14| 236 0.00| 752| 057 743| 0.00 733| 0.00| 463
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Table S6. Custom V1-V3 16S amplicon with the Nextera™ XT dual index adaptor
sequences. This table represents the V1-V3 amplicon primers. Nextera™ XT adaptors. and the
MiSeq read/index primer sequences utilized generate 16S libraries and sequence the amplicons.
Bacterial 16S specific sequences (red) were synthesized with partial nextera adaptor sequences
(black). A single primer set amplifies the V1-V3 168 region and sequences the amplicon on an

Tlumina® platform.

Primer Sequence (5°—3%)

16S V1 (27F) amplicon and Read 1 TCGTCGGCAGCGTCGAGTTTGATCMTGGCTCAG

165 V3 (536R) amplicon and Read 2 | GTCTCGTGGGCTCGGGWATTACCGCGGCRGCTG

165 V1-V3 Nextera™ XT i5 index AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC

16S V1-V3 Nextera™ XT i7 index CAGCMGCCGCGGTAATWCCCGAGCCCACGAGAC

Nextera™ XT i5 adaptor 1 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[S]TCGTCGGCAGCGTC

Nextera™ XT i7 adaptor 2 GCTCGGGTGCTCTGITTAGAGCATACGGCAGAAGACGAAC
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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 sévere. Cette signature
pourrait étre utilisée en tant que marqueur pronostic pour pronostiquer les conséquences de

I’infection grippale et ce, des 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 prélévements inclus
¢taient des ANP positives pour IAV ou IBV, au moyen du Respiratory Multi Well System
MWS r-gene® kit (bioMérieux, Marcy-L’étoile, France). A 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 prélévement 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 prélévements (8).
Enfin, nous avons aussi exclus les patients dont les prélévements initiaux n’ont pas pu étre

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

Sur la base de leur dossier clinique aprés prélévements, les patients ont été classes en
deux groupes bénins (en I’absence de complication) ou sévéres, respiratoire [utilisation de
ventilation (invasive ou non), altération de la gazométrie artérielle, ou 1’hospitalisation en

réanimation ou service spécialis¢] ou neurologique [reflet de I’altération du systéme nerveux
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central ou périphérique, comme les convulsions, encéphalopathies, encéphalite ou tout autre

symptome neurologique focal; hospitalisé en réanimation ou service spécialis¢] (207).
2.2. Préparation des librairies et séquencage

Apres extraction sur plateforme automatisée EasyMag (bioMérieux), les régions V1-V3
de ’ADNI16S (510 bases) ont été¢ amplifices (20 cycles) au moyen d’amorces maison
(voir Partie B, Chapitre 1). Apres purification sur billes magnétiques AMPure XP beads
(Beckmann Couter Inc.), les amplicons ont ¢t¢ indexés avant quantification puis séquencage

sur une cartouche MiSeq V2 a 2pM (apres ajout de 5% de controle PhiX).

A noter que le processus de séquencgage et de constitution des librairies a été validé par

I’ajout d’un controle négatif suivant I’entiereté du processus analytique.
2.3. Analyse bio-informatique et statistique

Au jour de publication de cette thése, certains échantillons ont eu a étre reséquencés pour
permettre 1’obtention de profondeur suffisante. Aucun résultat ni processus informatisé fixé
ne peut donc étre détaillé ici, mais pour permettre une comparaison avec I’étude de la
population pédiatrique, le processus sera superposable. Les résultats préliminaires présentés

ci-apres consideérent une approche identique a 1’étude pédiatrique ;
2.4. Considération éthique

Tous les prélévements ont été collectés dans le cadre de la prise en charge habituelle des
patients sans prélévement supplémentaire (ANP ou NG). Les prélevements ont été
anonymisés et I’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 étre inclus dans cette ¢tude. Les patients inclus

présentaient les caractéristiques suivantes résumées dans le Tableau 9.

A 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 a I'inclusion, évolution clinique et
thérapeutique des patients inclus.

Grippe séveére

Données démographiques et cliniques Grippe bénigne Complication  Complication
initiales (n=42) neurologique respiratoire
(n=15) (n=38)
o Sexe Masculin o o o
s (% du groupe considéré) 21 (50%) 9 (60%) 21(55.2%)
©
Eo Age médian
~§ [déviation standard] 771191 78[15] 76 [19]

Délai entre les symptomes et le prélévement

N=0 10 7 14
N=1 16 3 15
N=2 16 5 9
Délai médian 1 1 1

Comorbidités

Caractéristiques a l'inclusion

Neurologiques 6 2 4
Autres 10 4 16
Jours Hospitalisés
. 3 7 9
(Médiane)
Saturation <90% et
. a u!'a |_on % et/ou 0 6 35
g ventilation
g
(=
S Surinfection bactérienne des
c L 2 2 4
S pneumonies virales
=]
2
9 Coma 0 5 2
‘w
Encéphalites 0 7 2
Mort 0 3 2
Sans antiviral 34 9 16
(]
>
g Tamiflu 8 6 22
=}
2
g Sans antibiotiques 24 5 4
= Antibiotiques 18 10 34

Sur les 46 échantillons suffisamment séquencés, il n’a pu étre mis en évidence une
différence significative d’alpha-diversité globale (estimée par les indices de diversité de

Chaol, ACE et Shannon). Similairement a 1I’étude pédiatrique, la béta diversité était retrouvée
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associ¢e aux conséquences de la maladie grippale, de 1’age (aprés 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 reséquengage, 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
séveres (indépendamment du type de complication) dont une était retrouvé chez 1’enfant
(indiqué par *) a 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 a associer aux résultats obtenus chez les patients pédiatriques. Une vue globale
de I'utilisation des caractéristiques du microbiome respiratoire pour pronostiquer 1’évolution
clinique de la maladie grippale pourra donc ressortir de 1’association de ces deux cohortes,

aux méthodologies superposables.
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Chapitre 3. Les populations minoritaires détectées par Séquencage a
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 séquencage 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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mmduction: The HITSY substitution in neuraminidase (MA) confers cseltamivir-resistance in A(HIM1)
influenza viruses (IV). Droplet digital PCR (ddPCR) is a new technique to explore single nucleotide
polymorphisms. The aim of this study was to compare the performances of reverse transcriptase (KT)-
ddPCR, KT-qPCR and next generation sequencing (MGS). We also analyzed the proportions of HIT5Y-MA
substitution for bwo immunosuppressed patients with sustained shedding of A(HIN1 jpdm09 1V,
Methods: RT-qPCR was performed usng the ABIT500 platform. KT-ddPCR was carried out using the
R300 ddPCR platiorm. We strengthened our results by a NGS aszay (lon PGM™ sequencer). Discrimi-
nation performance and sensitivity of the RT-ddPCR assay weme evaluated using mixes of wild type (WT)
and mutated H275Y-MA-coding segments.
Resulis: The performance of RT-ddPCR was better than RT-gqPCR, using NGS assay as a gold standard. RT-
ddPCR was able to detect 028% oseltamivir-resistant IV in a WT IV population and 0.55% WT IV in an
oseltamivir-resistant 1V population. For the first patent, the HZT5Y-NA substtution was selected by
oseltamivir treatment and reached about 50% of the W populaton before dropping to less than 2% after
treatrnent discontinuation which was under the lower limit of quantification by RT-gPCR and RT-ddPCR
[« ¥%) after reatment stop. Then, five days after oseltamivir was re-introduced, the HIT5Y-NA substi-
tution rose up to 100% For the second patient, the H275Y-MA substitution reached about 30% two days
after ozeltamivir discontinuation
Conclusion: RT-ddPCR demonstrated better performances than classical RT-gPCR to estimate oseltamiwvir-
mesistant IV proportdons. This technigue could be used to detect eadier emergence of HITSY-MA
substitution.

@ 3017 Ekevier BV, All rights reserved.

1. Introduction

sensitivity (Hindson et al., 2011, 2013). The absolute quantification
without standard curve is one of the biggest advantages of ddPCR

In the droplet digital PCR (ddPCR) technique, samples are
emulsified into thousands of nanodroplets. Each one is used as
unique bioreactor to enhance PCR quantification with an equal

* Corresponding author. Virpath - Grippe, de Mémergence au contrdle, Insemm
U111, CNRS LMRS308, CIRL ENS Lyon, UCBLY, BExtiment B, d&me, étage, Faculte de
Médedne, RTH Laénnec, 7 Rue Guillaume Paradin, 88372 Lyon Cedex 08, France

E-imoail adkfress: vanesa etouret@umniv-on L (V. Bowret)

' These authors contributed squally to this wark

vt el oorg 101G Lantiviral 200 707,021
ME6-3542% 2017 Elevier BV AT rights reserved.

mpared to other methods of quantitative PCR (qPCR). This
quantification allows comparison between results from different
samples or studies independently of the reaction efficiency
(McDermott et al., 2013; Taylor et al, 2015). Studies using ddPCR
techniques have already proved to be bene ficial for human genome
exploration and for samples with complex background (Racki et al,
2014; Sanmamed et al., 2015).

MNeuraminidase inhibitors (NAls) are the only antiviral agents
recommended by the WHO against influenza viruses (V) and
oseltamivir is the most frequently used worldwide. Before 2007,

81



Partie B. Résultats

M Pichon &t al f Antivinal Research 145 (2017) 1680—157 161

oseltamivic-resistant IV were very rare and detected mainly in
children and immunosuppressed patients treated by oseltamivir
(lson et al, 2006; Sheu et al, 2008} However, in 2007-2008,
seasonal A{HINT) IV bearing a H275Y-substituted N1 emerged in
patients who were not under oseltamivir treatment (Meijer et al,
2009; Rameix-Welti et al, 2008) This variant had a good fitness
and became dominant worldwide just before the A(H1N1 )pdmD9
IV appeared {Escuret et al., 2011), Since then, the large majority of
human IV was again susceptible to NAls. Some localized commu-
nity drculation dusters of oseltamivie-resistant IV were detected
among patients without oselamivir exposure in Australia in 2011
and in Japan in 200132014 (Hurt et al, 2012; Takashita et al., 2014)
However, cseltamivir treatment in immunosuppressed patients
was the main cuse for oseltamivieresistance in the USA in
20132014 (Okomo-Adhiambo et al, 2005). Detecton of
oseltamivic-resistant [V is stll a challenge for immunosuppressed
patients | Ghedin et al, 20020 In previous studies, we demonstrated
that the limit of detection (LoD} for a variant population bearing a
H275Y-MNA substitution was around 10% using reverse transcriptase
(RT)-qPCR (Escuret et al., 2014, 2012). ddPCR detect single nucle-
otide polymorphisms (SNP) with a higher sensitivity than qPCR
(Hindson et al, 20011; Pekin et al, 2011}, This performance may
improve the detection of H275Y-NA substitution and management
of oseltamivir-resistant IV infection.

In the present study, RT-ddPCR was optimized and the perfor-
mances of RT-ddPCR was compared to that of RT-qPCR using mixes
of well-character ized RNA sam ples From A{H TN 1 jpdm09 IV isolates
bearing WT or H275Y-substituted NA. Specimens from immuno-
suppressed  patients with prolonged AHINI jpdm2009 wiral
shedding were also analyzed using RT-ddPCR, RT-gPCR and NGS to
assess performances of each techniques,

2 Material and methods
21, AAHIND ) pdm09 IV strain selection

Two AHINT Jpdm09 IV strains were cultured on MDCK cells: i)
the A/ California/7/2009 { HIN1) IV with 100% H275-NA (A/WT); i)
the Allyon f[CHU/48-307/2009 (HIN1) IV, an oseltamivir-resistant
strain of AHIN1jpdm09-like virus composed of 100% 275Y-NA
(AMUT){GenBank Acoession no: KYG31546).

To assess performances of RT-ddPCR against RT-qPCR, geometric
dilutions were tested as previously described (Taylor et al, 2015)
Briefly, the APWT RNA was diluted in a constant quantity of A/MUT
RMA (*WT" scale) and the A/MUT RNA was diluted in a constant
quantity of AfWT RNA [(*MUT™ scale). IV subpopulation at the
following proportion wasobtained: i) 50%, i) 25%, i) 10%, iv) 3.57%,
v) LEZ%, vi) 1.22%, vii) 0.55%, viil) 0.28%, and ix) 0.14%. Doing so, 18
different samples were obtained.

22 Patient samples

Two immunosuppressed patents who had a prolonged excre-
don (more than 7 days) of A(HINI)pdm0O9 IV were analyzed.
Briefly, the first patient was a 2-year-old child with severe mom-
bined immunodeficiency syndrome, hospitalized in intensive care
unit for severe influenza assodated with picornavirus infection.
Oseltamivie treatment was used three tmes (from Day (D)0 to D5,
D26 to D31 and D37 to D46} The patient died at D54 Respir atory
specimens analyzed were collected at DO, D13, D23, D26, D31 and
D45 (Fig 1). For this patient, samples were all nose-throat swabs
except at D0 and D45 which were nasopharyngeal aspirations,

The second patient was a 47-year-old man treated for a B cell
lymphoma. A five-day oseltamivic treatment was initiated at DO
after sampling for influenza diagnosis. Analyzed samples were

collected at DO, D7 and 09 (Fig 1) The patient died at D13, DO and
D7 samples for this patent wer e nose-th mat swabs ; the D9 sample
was a bronchoalveolar aspiration.

All samiples were obtained during usual clinicl manage ment of
the patients and were analyzed accordingly to the French institu-
tion rubes at the time of the study and local ethical committes
practice,

23. DNA purification and sample anabysis

Viral RNA was extracted from culture supernatants or respira-
tory samples using the Easy Mag platform (bioMérieux, Marcy-
I'Etoile, France) according to the manufacturer's instrudion
Extracted RNA was conserved at - 80 °C until analysis. All samples
were diagnosed using the routine kit Influenza AB -gene™ RT-
qPCR { biohérieus, Marcy-l'Etoile, France).

Samples were then tested by three different methods: NGS
method, the in-house RT-qPCR used for H275Y substitution
detection and the newly developed RT-ddPCR.

24. RT-gP(R

RT-qPCR was performed as previously described {Escuret et al,
2012). Briefly, probes were specific for 275Y (FAM-probe) or H275
(VIC-probe L. The assay was performed on the ABITS00 thermo-
cycler (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) programmed as
follows: 50 =C for 15 min (RT), 95 =C for 2 min {polymerase act-
vation) then 45 cycles at 95 °C for 15 s (denaturaton) and 60 *C for
40 s (annealing: elongation: reading of Muorescence). When vol-
umes were sufficient, samples were analyzed in triplicate on
different days.

25, RT-ddPCR

The same primers and probes were used for RT-ddPCR and RT-
qPCR assays. We used the One-step RT-ddPCR super mix |BioRad,
CA, USA), according to the manufacturer's instructions, except for
the use of dithiothreitol component (see results section 3.1
Droplet generation was done using the QX200™ droplet generator
(BioRad) on 20 pl of RT-ddPCR reaction mix composed of sample
RMA, primers, probes and RT-ddPCR super mix The generated
droplets were transferred to a 96-well plate. The reaction was
performed in a C1000 deep well Thermocycler (BioRad) pro-
egrammed as follows: 50 =C for 60 min (ET): 95 °C for 15 min (Tag
polymerase activation ), then 40 cycles at 95 °C for 30 s (denatur-
ation) and 55 <C for 1 min (annealing) followed by a post-cycling
step at 98 =C for 10 min (enzyme inactivation) and infinite hold
at 4 *C. Annealing temper ature was adapted by a thermal gradient
experiment. After reaction the plate was immediately transferred
to the QX200 reader (BioRad) and results were acquired using the
FAM and VIC channel, according to  manufacturer's
recommendations.

Results interpretation was performed using QuantaSoft soft-
ware (BioRad) and thresholds were set in manual mode. The false
positive results (FPR) were defined as VIC-positive dioplets in the
275Y-NA controls or FAM-positive droplets in the H275-NA controls
or any positive droplets in the negative ntrols, As for RT-qPCR,
when volumes were sufficient, samples were analyzed in tripli-
cate, on different days.

For both, RT-ddPCR and RT-qPCR, a coefficient of variance (CV)
under 20% was defined as a good reprodudbility to obtain an ac-
curate viral quantification.
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26 Sequencing and analys i Libraries preparation was performed using the NEBMext™ Fast DNA

Fagmentation & Library Prep Set for lon Torrent (New England

Extracted viral RNA was converted to cDNA then amplified using Biolabs, Ipswich, MA, USA)L Sequencing was performed on lon

PathAmpFluA PCR kit (Life technologies, Carlshad, CA, USA)L PCM™ platform using a 316 chip kit V2 (Life technologies).
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After reads processing (trimming, demultiplexing, alignment),
pileup variants were analyzed using SAM tools(Li et al., 2009} Each
nuckotide, coding for Histidine {CAT/CAC) or Tyrosine (TATTAC)
amino acid at the position 275 of the NA, were quantfied. Coverage
value described the number of reads that align to a known refer-
ence bases, We mnsidered as the LoD of the NGS technologies the
hundredth of the observed coverage. This determination justified
the depth threshold of at least 100= (minimum for a LoD of 1%).
Sequencing results were considered for comparisons as a reference.

27. WA activity and inhibition assays

Oseltamivir carboxylate was provided by Hoffmann-La Roche
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germary, and zanamivir by
GlaxoSmithKline {GSK, Brentford, UK). The fluorometric inhibition
assays were performed using a MEX fluorometer | Dynex tedhnol-
ogies, Chantilly, VA, USA) as described in a previous study, except
MES buffer was at pH 6.4 (Ferraris et al, 2005). The NA inhibition
assay was performed using a standardized amount of NA activity
(10 nmolfhmL). The NA activity was calculated as the quantity of
24 4-methy lumbelliferyl }-2-D-N-acety Ineuraminic ackd
(MUMAMA) substrate (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA)
degraded to 4-methylumbelliferone in 1 h per mL of viral suspen-
sions (nmolfhfmL). The inhibitory concentrations (ICsg) were
calculated using Sigma Plot software (Sigma Plot 8.0, Windows ).

28, Staretical analysis

For both RT-qPCR and RT-ddPCR, the H275275Y abundance was

calculated from the mean concentration of the triplicate (WT/
[(MUT + WT) = 100) or (MUT/{MUT + WT) = 100). Repeatability
was verified by the coefficient of variance (CV) ( standard deviation/
mean = 100 Statistical tests were performed using Graph Prism
software. A p-value<0.05 was considered as significant.

3. Results

3.1 RI-gPCR protocols are not adapiable o RT-ddPCR platform
straight away

First, the RT-qPCR protocol used in our laboratory for diagnostic
and quantfication of the IV subpopulation with H275Y-NA substi-
tution was transposed to the ddPCR platform. The same cycling
parameters, primers and probes associated with the platform-
specific super mixes were first used in both RT-ddPCR amd RT-
qPCR assays. After the first ddPCR assay, the fluorescence level for
positive and negative droplets did not part enough using the 2D
view in Quanta soft software (Fig. 24). The annealing temperature
(using a thermal gradient), primers and probes concentrations
were therefore optimized. The dithiothr eitol from the ddPCR super
mix was also suppressed. Moreover, sample concentration should
not be too high o allow good quantificaion. Samples with Ct < 23
had to be diluted ten-fold to avoid droplet saturation and to obtain
some VICFAM negative droplets; otherwise the software cannot
distinguish positive and negative droplets.

Results obtained after optimization allowed a sufficient fluo-
rescence differentiation between positive and negative droplets to
distinguish four types of droplets: VIC-positive [FAM-negative

g
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Fig. L Oouwd representation of results on QX200 ddPR platform A) Representation ol imuffidently disoriminated viral subpopulations. B) Representation ol corectly
diseriminated viral subpapul stions. VIC wars detected inChannel 1and FAM was detected in (hannel 2 Lower lefl cloud represents double negative droplel (FAM and VIC negative
droplets). Upper right clowd represents double positive droplet (FAM and VIC pasitive droplet with both H275- and 275Y-NA detecied | Lower right doud represents FAM positive
and VIC negative droplets (only 275Y-NA)L Upper left doud represents FAM negative and VIC pagitive droplets (only H275-NA]L The best discrimination condition was olserved with
a perfed separation af these bur clowds rsociated 1o most al the droplets detected in the upper lelt or lower right dowds
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droplets, VIC-negative [FAM-positive droplets, VIC/FAM-positive
droplets, VIC/FAM-negative droplets (Fig. 2B)

32 Performance of RT-ddPCR on viral supernatant compared fo K-
gPR

The LoD for the RT-ddPCR assay was determined using the FPR
quantty of 275Y-NA or H275-NA spotted in the negative controls,
Using these controls, the FPR was 0,071 + 0.077 copies/pl for the
VIC probe (H2Z75-MNA) and 0,044 + 0.069 copies/pl for the FAM
probe (275Y-NA) The LoD was alsoevaluated by the FPR proportion
of 275Y-NA detected in WT IV controls (1008 H275-MA) or the FPR
proportion of H275-MA identified in substituted IV controls {1008
275%-NA) The mean FPR proportion was 0047 + 0.071% for the
275Y-NA detection in WT IV controls and 0.070 + 0.052% for the
H275 NAdetedion in substituted IV controls, The LoD for each SNP
was calculated as the mean FPR proportion or quantity plus three
trmes the standard deviation (SD): thus 030 copies /L or 0.23% for
H275NA detecion and 025 copies/pl or 026% for 275Y-NA
detection. Using RT-qPCE, the LoD for SNP detection in an IV sub-
population was estimated at 10% in a previous study (Escuret et al,
2014, 2012).

To evaluate and compare the performance of RT-ddPCR against
RT-qPCR two geometric dilutions were tested. For ddPCR, strong
linearity be tween the expected and the observed 275Y-NA or H275-
NA  detection was obtained (slope = 1009 + 0003628, y-
intercept = 005340 + 00664, B2 = 09995 and
slope = 1000 + MO03698, y-intercept = —0.4161 + 01812
R2 = 0.9995, respectively ) for all dilutions tested (Fig. 3A). For RT-
qPCR, linearity was observed only for dilution above the LoD (108
of the studied SNP) (Fig. 3B). For RT-ddPCR, the smallest HZ75-MA
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abundance that could be meassured as significantly different from
the FPR proportion observed in the substituted [V controls was
055% (p < 001} The smallest 275Y-NA abundance that could be
detected as significantly different from the FPR propoction
observed in the WT IV controls was 0.28% (p < 0.01).

Using RT-qPCR protocols, the 275Y-MNAdetedtion had a O under
20% only for abundance between 25% and 100%. The H275-NA
detection had a OV under 20% only for abundance between 50%
and 1005, For RT-ddPCR protocols, the 275Y-NA detedtion had a OV
under 20% for abundance between 1LE2% and 100%. The H275-NA
detection had a OV under 20% for abundance between 3.57% and
100% ( Fig. 3C and D).

In summary, the performance of RT-ddPCR was better with a
LoD at 028% and 0.55% (275Y-MA and H2Z75-NA detection respec-
tively) against 10% for RT-qPCR and with an accurate quantification
beginning between 182% (275Y-NA detection) and 3.57% (H275-NA
detection) against 25% and 508 respectively for RT-qPCR

33, Performance of RT-ddPCR in chnical samples as compared o
Rr-gPCR and NGS

Clinical samples were analyzed in triplicate using RT-ddPCR and
RT-qPCR {except samples at DD and D23 for the first patient due to
insuffident sample quantity). NGS quantification was obtained for
all samples, except at D23 in patient 1, as well as D7 and D9 in
patient 2 because of depth below 100 (83, 4 and 82 = respec-
tively). These sampling correspond to low wviral loads (Ct PCR
H275 =32.7; 36.1 and 26.5 respectively). All other NGS depth were
sequenced above 100:= threshold (at least 205x) and were
cnsidered as suffidenty sequenced.

For the first patient, 275Y-NA IV population was detected in the
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Figz 1 Analytical performances of d&dPCR and gPCR Observed versus expeded proportion of osellamivie resistant (A) and wikl type-virus (B) wing & PCR (black) and qPCR
(grey)L Error bars aymespond o 953 anfidend interval (35C1) aof the value 95001 decrexsed when reproducibility increxsed. ddMR deected both H275-NA and 275Y-HA substi-
tution far the whole dilution scale. qPCR Exiled to detect both vimsss Fom 182% expected propontion. The melicient of varizne (OV) br asch dilution point for o%e] Lamivir-
resistant (L) and wild-type (D) virus using ddP(R (black) and qPCR (grey ) i shown As expected, quantification O increxted when propontion ol the subpopulation ded exsed.
The 205 thresholkd, illustrated by the dotted line was crossed for 2 dilution ten-lo-twenty-time higher by qPCR than by &dPCR rellading Lk of reproducibility of qPCR in low

frequency viral Subpopulations.
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D13 sample at 40.7% by RT-qPCR, 46.7% by RT-ddPCR and 56.5% by
NGS. Then this population dropped to 6.2% at D23 (detected by RT-
ddPCR only) and to 0% at D26 After new oseltamivir treatment,
275Y-NA substitution was identified at 1008 using KT-qPCR, 97.5%
and 100% using RT-ddPCR and 96.1% and 97.8% using NGS for D31
and D45 samples, respectively (Table 1), The RT-ddPCR results were
mnsistent with those of RT-gPCR except the difference at D23 but
the results were below the RT-gPCR LoD (Table 1) NGS detected
275Y-NA wiral population in whole sufficiently covered samples
(DD, 13, 26, 31 and 45} This technology found persistence of 275Y-
NA viruses at a very low proportion (0.02%), with a very important
depth {12,862x), 22 days after oseltamivir treatment was dis-
wontinued. Moreower, H275-NA viral population remained present
at the end of the clinical history with a sufficient depth to be
wnfident in the quantification (205 = for the 3.90% quantification
result and 601 = for the 216% quantification result; Table 1)

For the second patient, NGS found a minor resistant IV sub-
population (0.11%) in the first sample; however NGS could not be
performed on other samples due to insufficient depth. For the D7
sample, RT-gPCR and RT-ddPCR were consistent and detected 70.7%
and 67.6% of HZ75-NA viral subpopulation, respectively. A signifi-
cant difference (p < 0.05) was observed in D9 sample between the
results abtained with RT-ddPCR and RT-gPCR. The RT-ddPCR could
hawe overestimated the 275Y-MNA abundance compared to RT-gPCR
[253% vs 3.5%). For this sample the ICsg results correlated more
with a low 275Y-NA IV subpopulation. For this patient RT-qPCR OV
was higher than for the RT-dd PCR, remaining below 20% for all but
one sample (on the D7, 275¥-NA with a mean abundan o of 203%;
Table 1}

For all samples from the two patients OV remained below 205
for RT-ddPCR showing good analytical performances. For RT-qPCR,
the CV obtained were higher but remained below the 20% limit
except for the D7 sample from patient 2 (CV = 3740%; Table 1}

4 Discussion
To the best of our knowledge, this study is the first using at the
same time RT-PCR, RT-ddPCR and NGS assay to evaluate perfor-

mances and clinical application in Influenza virus feld of research,
NGS was defined as a gold standard o analyze proportion of

Table 1

165

targeted sequences. In the present study, a 316 chip on lon Torrent
PGM™ (Lifetechnologies) was used and results of NGS could be
impacted by the sample wiral load. Depth coverage was insuffident
in samples with a Ct greater than 27 (determined by influenza
diagnosis RT-qPCR), justifying the exclusion of some samples, This
limitation may be theoretically overcome by: using more effident
NGS platform, such as the lllumina platforms (NextSeq500, MiSeq,
or HiSeq series for example), o reducing the number of sequenced
samples per run, These solutions would dramatically increase the
cost of sequencing (Liu et al., 2012}, In this study, we have shown
very precise results (below 1% ) It is important to keep in mind that
very rare subpopulaton guantification could be RT-PCR- or
sequencing-introduced artifacts,

Conversely to NG5S, RT-ddPCR and RT-gPCR are only able to
detect a precise mutation. Therefore the aim of the present study
was to compare the performances of the three techniques
regarding only the SNP detection responsible for the HIZ75%-NA
substitution.

The RT-ddPCR assays need optimizaton and a direct trans-
position of qPCR protocol on this plaform remained impossible
(Taylor etal., 2015). Using ddPCR assay, an absolute quantfication is
easy to obtain but ranges from 1 to 100 000 copies per sample
(Hindson et al, 20011} Saturation & one of the main inconvenient
observed with ddPCR assay when used directly for diagnosis
because some negative droplets are required otherwise the system
cannot distinguish positive and negative droplets. Herein, samples
with high viral load (Ct < 23 determined by influenza diagnosis RT-
qPCR) had to be diluted. Thus, a diagnosis qPCR assay estimating
viral load remained capital in the analytic process. Moreover,
multiplex syndrome PCR is not sufficient to be followed by ddPCR
because quantification is usually not available for this technigue.
Another difficulty during ddPCR assay mncerns the analysis of re-
sults, Separation between different group of droplets (or douds)
may not be sufficient, The cut-off between positive and negative
clouds was difficult to establish, in particular for samples with few
copies of the target DNA or using non-optimized ddPCR protocols.
Some bivinformatics software, such as “definetherain™ might be
used o dassify the ambiguous droplets between positive and
negative droplets, thus limiting the number of false positive
droplets (Jones et al., 2014} These bioinformatics tools are fitted for

Coymparison betwesn RT-qPCR, RT-ddMR and KRGS for the detection af inflluenzs virs subpopulation with H275¥-RA substintion in clinical specimen of two immuna-

ampromised patients.

Date O of routine influenza  Specific H275Y RT-qPCR Specilic H275Y RT-&l PR HA sequendng by NGS Encymuatic asay for
detection RT-PCR* - (oos 275 HZ75 2757 Coverage 1275 27w o= SD(aM)
value®
Mean Mean OV Mean Mean OV (X)) Mean OV Mean O (%) Mean Mean  OSelLamivie Zanamivir
(X) (Cq) (X)) (X) (Cq) (X) (x) (X (X) (X)
Patient 1
Dayd 218 1000% 250¢ KA 003 KA KA 100,08 00X 00 1122% 769 100.0% 0.0 041 = Q16 029+ 0.4
Day 13° 258 55.3% 308 26X 407X 305 376X 533X 213 4633 131 297 435% 5651 3666 + 3045 037 = 0U6
Day 23 270 1000% 319 KA 00 KA KA 9383 0MXEX 107K 83 HA KA 039 = 08 138+ 155
Day 26 193 1000 232 HA  00% NA KA 10U KA 00 KA 12862 10000% 00 KR KR
Day 31° 229 LiTi: A T KA 100U 288 KA 25% 78L 975% 02% 205 390% 96.1% 15975 7304 053 = 0014
Day 457 199 LiTi: A T KA 100U 266 KA mox  NA  1000E KA 601 216X 978 17765 = 3330 050 = OGS
Patient 2
Dayd 194 1000% 282 KA 00% KA KA 10000 NA 000E KA 277 999% 01X KR KE
Day & 30,0 ML 382 155% 293% 386 37408 676X 639% 324% 133X 4 KA KA KR KE
Day & 202 9655 262 Q5% 353 304 14298 747% 1.47% 253% 443 82 KA KA 043 + 027 029 + 0.

* Theinfluernea virus detection was performed wing Influenca A/ r-guu:' RTqPCR (biohe riew, Argine) kL
B Coverage value detoribed the mmber of reads that align to 2 known relerence base (here coding CATar GAT at the aming add paiition 275 of the NA segment]

© Sratistically significant differences between RT-qPCR and RT-&dPCR (p = 0U05)

2 Al means were determined alter having performed the experimentaions (o RT-ddPCR and RT-qPOR) in wiphcates except fr D0and D23 samples from patient | due 1o
insulficient quantity of sample All means b BG5S were determined lor 3 @verage vahee = 100 <. Abbreviations: OV coellicient of variance, 16 esellamivir or zanamivir
ancentration able 1o inhibit 508 of the NA adivity, 5[ standard deviation, BA: naot applicable
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SyberGreen ddPCR assays but not for Tagman probes, This software
should be adapted to all protocols o optimize the analysis of results
and to overcome the subjective part of this analysis.

One of the main advantages of the ddPCR techniques over QPCR
ones isa betrer sensitivity and predsion (Ghedinetal, 2002). In the
present study, the dilution scale of MUT ENA with a constant
quantity of WT RNA background and the inverse experiment
showed better performances for the ddPCR assays compared to the
qPCR assays. The ddPCR had a LoD of approximately 0.5% against
10% for qPCR and an accurate quantification between 1.82% (275Y-
NA detection) and 3.57% (H2Z75-NA detedion) against 25% (275Y-
MNA detection) and 506 (H275-NA detection) for qPCR. Regarding
detecton of 275¥-MNA abundance in dinical samples from patien ts
infected by A[HIND jpdm09 IV and treated with oseltamivir, results
were consistent between the three different technologies used.
Howewver, NGS was able to detect a low percent of WT IV subpop-
ulation in a treated patient when the other techniques detected
only & resistant IV population | patient 1 at D45), Similarly, NGS was
able to detect 001% of IV with the H275Y-NA substitution at DO in
patient 2. Excluding possible artifads introduced by the RT-PCR,
this could reflect the presence of resistant viral subpopulation
even before any antiviral treatment. This observation might have
predicted the antiviral response in this immunosuppressed patient
and oseltamivie-resistant subpopulation made part of quasispecies
viral populations containing both drug-susceptible and -resistant
mutations {Ghedin et al, 2012} The oseltambic-resistant IV with
the H275Y-NA substitution may be frequent at wery low level in
infiected hosts because of the decreased viral fitness caused by this
substitution. However, the AHINI jpdm09 IV with H275Y-NA
substitution is frequently selected by oseltamivic treatment in
immunosuppressed patients with a prolonged shedding (Ghedin
et al, 2011)

The ddPCR technology is a major improvement for pathogen or
SNP quantification | Arvia et al, 2017). However, the advantage of an
ultrasensitive detection for oseltamivir-resistant viral subpopula-
don has to be certainly assessed. Usual techniques as pyrose-
quencing assays or RT-qPCR assays are not reliable to detect less
than 10% of the viral population with the HZ75Y-NA substitution
(Taylor et al, 2015). This sensitivity may be sufficient for clinical
management, the adaptation of antiviral treatment could be justi-
fied by the sole phenotypic modification {Boivin, 2013), In France,
intravenous zanamivir is the only alternative for patients infected
by an oseltamivir-resistant IV, The European guidelines for man-
agement of influenza infections in hematopoietic stem all trans-
plantation and leukemia patients recommend at keast 10 days of
oseltamivir treatment in immunosuppressed patients. Intravenous
zanamivir is an alternative treatment during severe IV infection
when oseltamivir gut absorption is impaired (Engelhard et al,
2013). Oseltamivir-resistance diagnosis is one more argument to
obtain special authorization for the intravenous znamivic eat-
ment, Nomethe less, immunity improve ment is one of the key o be
more effective during severe IV infections albeit the antvial
reatment. Moreover, a prolonged IV shedding in patients treated
by MNALs (=10 days) has o be addressed by switching antivial
therapy without waiting for a predse quantification of H275Y-NA
substitution in the IV population {Boivin, 2013) Comparison be-
paveen zanamivir and oseltamvir treatment as the ficst treatment
option during severe IV infections did not find any benefit of
intravenous zanamivie (Marty et al, 2017). Other dinical assays
have to be performed in immunosuppressed patients to assess
whether intravenous zanamivir as a first line of reatment would
have any advantage compared to oseltamivie treatment.

The ddPCR tedhnique is interesting regarding precision for a
reliable SNP quantification as it could detect earlier an oselamivie-
resistant IV subpopulation with the H275Y-NA  substtution.

Howewver, the beneficial impact of this technology in the manage-
ment of influenza-infected patients will be significant only if new
therapeutic options for influenza infedions become available.
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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 I’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 a mSphere)
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Abstract

Introduction. Minor frequency viruses play many important roles during viral mfection that
cannot be explamed by the consensus sequence alone. In influenza, immunosuppressed
mdividuals appear to generate numerous viral vanants, leading to subpopulations with
mmportant role in infection. The objective of the present study was to describe wviral
diversification over time i immunocompetent patients during influenza virus infection.
Methods. All climical records of patients admutted to the Lyon university hospital (Lyon,
France) dunng the influenza infection epidemmcs of the 2010-2015 period and sampled at least
twice during ther climical management were retrospectively analyzed. To estimate
performance of the sequencing procedures, well-characterized plasmuds containing each of the
8 segments of influenza viruses were used as quality controls. Diversity, 1.e. the number of
validated single nucleotide vanants, was analyvzed to compare characteristics over time and
according to climcal seventy (muld. severe with neurological complications, severe with
respiratory complications). Results. After vahidation on quality controls (p=51). and
verification of possible confusion bias, a 5%-threshold of detection was applied to climcal
viral sequences (n=29). At this threshold, amino-acid coordinates (n=183/4,246, 4.31%) were
1dentified as having at least one mutation dunng clinical course, independently of the climcal
severity. Considermng a threshold of 4 days of symptoms, as a limt for early and late
sampling. diversity was sigmificantly higher mn late samples for the nuld group. compared to
both early muld and severe groups (p=0.05). At a single-segment scale, for PB2-coding
segment. diversity was significantly higher 1n early samples of the neurological group than in
both early and late samples in the respiratory group and for late samples 1n the nuld group
(p=0.05). For the NS1-coding segment_ sigmificant differences were observed between initial
diversity of muld and severe patients, as for early and late samples i muld patients (p=<0.01).

Discussion. This study 1s the first describing diversity through time. associating biological
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and clinical information during wiral diversification, during the infection of an
immunocompetent human host. This latter opens a large field of investigation in infectious
disease management using nexf-generafion sequencing and suggest development of new

therapies, focusing on non-antigenic viral properties, in non-vaccine fields of research

Importance
Description of influenza virws genome diversification through time in immunocompefent
patients could open a large field of research to validate new antiviral therapies and more

secured vaccinations processes.
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Introducrion

Influenza is a highly contagious respiratory wviral infection for humans mainly caunsed by
influenza A (IAV) and B wimses (IBV). two of the five genera of the Orthomyxoviridae
family. These vimses are enveloped vimses with a segmented, single-stranded and negative
sense ENA genome (1). As for the other RNA viruses, genetic variability and plasticity of
genomes are inherent properties of influenza viruses. Because of the lack of exonuclease
activity and proof-reading function of viral RINA polymerase, replication of influenza wirus
genome has been evaluated to have a high mutation rate (more than 2 x 10~ substitutions per
nucleotide sife per cell infection cycle) (2.3). Mutations are either rapidly lost in a non-
advantageous environments (where they reduce the viral ability to replicate). or expanded
(when they provide evolutionary advantage; for example antiviral resistance under selective
pressure) (4). Because of the presence of munor frequency viruses, many important
characteristics of a viral infection may not be entirely explained by the consensus sequence.
Genetically diverse subpopulations co-circulating in the infected host, termed “wviral
quasispecies”, are generated upon replication of the infecting wviruses (5). These wiral
quasispecies have been associated with rapid replication kinetics, and have many important
implications for virus evolution and pathogenesis (6.7). In animal models. authors have
demonstrated that a mutant poliovirus diverse population had more replicative and fitness
advantages over its individual components, whereas high fidelity associated with lower
diversity, generated strains unable to reach the brain of a susceptible infected mice (8). Some
authors have proposed taking advantage of this mechanism for enhancement of vaccine
security with an higher efficacy (8-10). Indeed. without quasispecies generation. cooperation
befween quasispecies 15 limited and vaccine strains could produce an improved immune
response. with absence (or limited) adverse event. There is, however, little information for

influenza disease. Some data have been obtained since the development of ulira-deep
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sequencing (UDS) through studies of infected individuals during the last pandemic or
focusing on the hemagglutinin (HA) segment, or a broader sindy in immunosuppressed
patients (11). This is of importance. as, similarly to other respiratory viruses (e g. respiratory
syncytial virus), immunosuppressed individuals appear to generate and spread numerous viral
variants, and the selective pressure of antiviral therapy could lead to the emergence of
antiviral-resistant viral variants (13.14) Although shedding can persist for months in the
immunocompromised setting allowing full analysis of the viral diversification, the defective
immune function enhances this trend (12). Thus, longitudinal data are required in
immunocompetent patients, which was the objective of the present studv aimed fo describe

viral diversification over time in human influenza vims infection

Methods

Ethical statement

Respiratory samples (nasopharyngeal aspirate or swab) were collected for regular clinical
management during hospital stay. No additional samples were taken for the purpose of this
study. Patient confidentiality was sirictly protected. This study was approved by the ethics

committee of Hospices Civils de Lyon, France, on May 3, 2017.

Patient seleciion

All clinical records of patients admitted to the Lyon university hospital (Hospices Civils de
Lyon, France) during the influenza infection epidemics of the 2010-2015 period and who

were sampled twice or more during their clinical management were retrospectively analyzed.

In order to standardize post-infection time, only patients who were symptomatic for 2 days or
less when the first respiratorv sample was collected were included in this studv. With the aim

to achieve a homogeneous panel of immunocompetent individuals and to limit potential
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confusion bias, those with at least one of the following were excluded: incomplete clinical
file; having received antibiotics (antiviral antibacterial, or antifingal) treatment; with a risk
factor for severe influenza (list of criteria for inclusion in a vaccination plan. including
chronic disease with or without treatment) (16). The clinical files of enrolled patients were
retrospectively analyred and patients were then classified according to clinical outcome.
Patients were considered to have severe influenza when a respiratory and/or neurological
complication(s) were reported (other were considered to have mild influenza). Those with
severe influenza were further stratified according fo complications. Neurological involvement
was based on physician report of objective neurclogical abmormalities such as
encephalopathy, encephalitis, focal svmptoms or seizures and/or the necessity of admission in
an intensive care unit (ICU) or in a specialized neurology unit (15). Respiratory failure criteria
included patients with oxvmetry <93% in an arterial sample and/or patients who required

invasive or non-invasive ventilation and/or hospitalized in an ICTT for respiratory distress.

Respiratory samples (NasoPharvngeal Aspiration — NPA, TracheoBronchial Aspiration —
TBA, Broncho-Alveolar lavage — BAL. or Nasal Swabs — NS) from included patients were
considered. All analyzed samples were tested positive for influenza A or B vimus using
Respiratory Multi Well System I—ge.ﬂf:‘lt kit (bioMérieux. Marcy-1"étoile. France) during
routine testing conducted at the virology department of the Umiversity Hospital of Lvon
(allowing semi-quantification by determunation of a Cycle threshold —Ct-). Afier routine
screening. each specimen was stored at -20°C in Eagle’s Minimal Essential Medium with
antibiotics. A limited number of freeze-thawing cycles were performed on ice, in order to

conserve viral RNA .

Samples were considered as “early” or “late”™ sampling. Considering that a median time to

symptoms alleviation is six davs in a meta-analysis of trials focusing on benefit of antiviral
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treatment, early sampling was a day-1, day-2.day-3, and day-4 sampling and late sampling a

day-5 or more sampling (17).

Quality control preparation

To estimate performance of the wet- and dry- lab procedures, well-characterized pHW2000
plasmids containing each of the 8§ segments of influenza viruses were used to constitute
quality controls (18). Two different genetic backbones were used to simulate the two different
[AV subtypes: A/Moscow/10/99 was used for H3N2, and A/TLvon/969/2009 was used for
HIN1. To mimic viral diversification. mmtated and non-mutated segments of one of the eight
segments (i.¢. the neuraminidase (INA) gene) were mixed at pre-defined concentrations. For
HIN1, Three tvpes of mutated NA plasmuds, used for reverse genetic studies of the NA-
resistance, were used (H273-mutated, MI15I-mutated and V106I-N248D-N2005 — triple
mutated NA plasmid); for H3N2, a sole mutated plasmid was used (B292K-mutated MNA).
Each plasmid was quantified using (QuBit fluorometer 2.0 (LifeTechnologies, Carlsbad, CA,
USA) then pooled in determined concentration for each mutation to determine performances
(0.1% for QC1; 0.5% for QC2; 1% for QC3; 3% for QC4; and 10% for QC3). A mix of non-
mutated plasmid for both HIN1 and H3N2 subtvpes was also used to verify the absence of

false posifive detection (QCO).

Mixes were then considered similarly to clinical samples for the rest of the study.

Sample preparation

Nucleic acids were extracted from samples using an automatic extraction platform (Nuclisens
EasyMag, bioMérieux). To optimize performance of subsequent following reverse
transcription polyvmerase chain reaction (RT-PCE) and sequencing, without introducing to

much bias, all samples were treated with DNAse Briefly, 5pL of sample extract, 1pl of
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Turbo DNAse, 2ul. of Turbo DINAse buffer (LifeTechnologies) and, to limit a potential
residual RNAse activity. 0.5uL of RNasin® Plus RNase Inhibitor (Promega Corporation.
Madison. WI, USA) were incubated for 90 min at 37°C. Enzymatic reaction was then stopped
by an immediate purification using a magnetic bead system (NucleoMag® NGS5 Clean-up and
Size Select, Macherey-Nagel, Diiren, Germany) using a (.33 ratio to limit potential small

ENA presence.

Viral nucleic acids were amplified differentially depending on the wiral type determined
during routine testing. For IAV-positive samples, extracted nucleic acids were amplified using
a multi-segment RT-PCE as described by Zhou ef al. in 2009 (19). For IBV-positive samples,
extracted nucleic acids were amplified using a RT-PCR as described by Zhou ef al. in 2014
(20). Both of these protocol efficiencies were optimized using 0.5 pL of RNasin® Plus RNase

Inhibitor (Promega Corporation) to enhance PCR products quantities.

Correct amplification was verified by agarose gel electrophoresis (1%) and samples with no
band visible in the gel were excluded from further analyses. Validated samples were purified
using Nuc]mMagK NGS Clean-up and Size Select (Macherey-Nagel) quantified first by
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific. Waltham, MA, USA) then by QuBit 2.0 fluorometer

with HS DNA guantification kit (LifeTechnologies).
Library preparation and sequencing

The library was constructed using the Nextera™ X T DNA library kit (Tllumina, San Diego,
CA TUSA) according to manufacturer’s recommendations. Briefly. samples were fragmented
and tagged during the same process by a Nextera XT transposase (Illumina). Then, these
adaptor-ligated DNA fragments were linked to the barcode and adaptors combination by a
limited-cycle PCR program (12 cycles). The resulting libraries were purified and size-selected

using 0.5X NucleoMag® beads (NucleoMag® NGS Clean-up and Size Select, Macherey-

98



Partie B. Résultats

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

120

191

192

133

154

195

156

197

188

199

200

201

Nagel). Using Nextera XT kit (Illumina), libraries were then pooled at an equimolar ratio, per
06, and then diluted in hvbridation buffer. These multiplex samples were then denatured using
NaOH and TrisHCI before loading on the NextSeq500 mid-output cartridge. After the 2x150
bp NextSeq paired-end sequencing mun, data were base called and reads were collected and
assigned to a sample when showing the same barcode combination, which generated Illumina

Fast() files.

Sequencing data

The reads obtained on the sequencing platform were submitted to NCBI's Sequence Fead
Archive and can be found under project mumbers SEP140895 (samples) and SEP137044

(cuality control).

Bioinformatic analysis

Brnefly, the downstream analvsis of the resulting Illumina FastQ files included: quality and
read cleaning pre-processing. mapping to a generated reference and diversity analysis through
Single Nucleofide Variants (SNV) calling (Figure 1). Adapters. low base-quality ends and
read-pairs shorter than 50 bases were removed using cutadapt (v0.4.4) (21). Mapping to
references was obtained vsing BWA-MEM alignment tool (v0.7.15) {22). Strain subtypes
were verified on their hemagglutinin homology with subtype references. Consensus sequences

were generated to obtain the closest possible mapping reference allowing a new mapping

processing.

SNV calls were generated using naive variant caller (Biomina (Galaxy platform) only filtering
low gquality bases (score<Q20) (23). End-user workable files, presenting validated SINVs and
segment diversity, were generated using a homemade vef analysis tool written in python

(available upon request). Validation of these SINWs relied on stringent criteria determined on
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quality confrols: variant’s strand bias < 1; minimal frequency estimated = 1% frequency
higher than a threshold based on the position coverage depth (24 25). Diversities, represented
by the number of validated single nucleotide variant (mSNV), reported herein correspond to
genomic polymorphism count weighted according to the proportion of the variants with

respect to the main mucleotide.

FASTA consensus sequences were aligned using MUSCLE v3.8.31 (26). Trees. obtained
using Maximum likelithood analyses on hemagglutinin (HA) sequences using I0)-Tree, were
visualized and annotated using FigTree (v1.4.2) (27). Bootstrap values were estimated after

1,000 bootstrap replicates (28).

Statistical analyses and representations were performed using Graphpad Prism software (v7.0)
(GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, TUSA). Multiples testing were considered after
Bonferroni's multiple comparison correction if needed. Results were considered to be

significant when p-value (p) <0.05 (very significant when p=20.01)

Results

Selectad paiients and specimens

On the 692 clinical files screened for this study, 14 patients hospitalized from 2010 to 2015
with two or more respiratory samples (median number of samples per patient: 2; sampling
delay between two samples from one to 14 days) tested positive for IAV or IBV were
included for a total of 95 patient-days (1e. a patient followed for a day). Clinical and
biological data are summarized in Table 1. Ten patients were considered to have severe
influenza (including seven in the respiratory group and three in the neurological group). Sex
ratio was 1:1. Median age was 5 vears (95%CI [1.7; 74 8]). Among these, ten had respiratory

symptoms of variable severity (ie. tachvpnea. cough. rhinorrhea, bronchitis, wheezing)

11
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(10/14; 71.4%) and seven non-respiratory symptoms (ie. diarthea. vomiting, cutaneous
eruption, adenopathy) (7/14; 30%). Over the clinical course of their disease, five patients
(5/14; 35.7%: two patients in each of the severe groups and one in the mild group) received
antivirals (oseltamivir treatment); nine patients received antibiotics, after sampling of the
sequenced sample (3/3.100%, of those in the neurological group; 6/7, 83.7%. in the
respiratory group). Three patients died (2/3, 66.6%. in the neurological group; 1/7; 14.3% in
the respiratory group). All patients were sampled at least twice and one was sampled three
times. Most of the 29 samples were taken from the upper respiratory tract (22 samples; 12 NS
and 10 NPA); others were taken from the lower respiratory tract (7 samples; 6 BAL and 1

TBA).

Determination of SNV frequency threshold

A total of 51 artificial mives of plasmids were sequenced to validate the process (27 HIN1-
like plasmids and 24 H3N2-like plasmids). For each of sequencing rmn containing at least one
sample sequenced for diversity analysis, at least one of these mixes of plasmids were
sequenced. This allowed extensive performance validation of intra-mun performance and inter-
mn reproducibility. Variants were detected in artificial mixes that included 10%, 5%. and 1%
mutants (respectively named QC3, QC2, and QC1). The sequencing of a fullv-wild tvpe
plasmid with a sufficient coverage (average depth 48.000X for HIN1-like plasmids and
44 000X for H3IN2-like plasmids) found that there was no cross-confamination of
bioinformatics bias (Table 2). Sufficient depth to allow statistical analyses was observed in

clinical samples (Supplementary figure S17.

All expected variants were detected for mixes containing 5% and 10% mutants (as
summarized in Table 2). Sensitivity of detection decreased with the expected frequency of the

mutation; resulting from inconstancies in detection for HIN1 (11 absence of detection on 25
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264

265
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268

nucleotide cocrdinates, 44%) and absence of detectionin 0% ofthe sequenced QC for H3IN2
at 1%-threshold MMutants were not detected at0.1% frequencies (named QC4) forboth H1M1
and H3N2 plasmnds and 0.5% (named QC3) for H1N1. Observed frequencies ranged from

1

LA

0% to 250% of the expected frequency for HI1IN1; 82 8% to 89 2% for H3N2, wathout

significant difference between mutations or replicates (p=0.03).

MMoreower, to ensire goodreproducibility o fthe sequencing process, and to evaluate possible
mter-mn bias, the plasnud mix wath the lowest detected frequency (0.3% for H1N1-like
plasrmud) was sequenced m tnplicate m two different sequencing nns. As there was no
significant difference between the two nms (observed average frequencies 0.92 and 0.95,
p=0.05), the grouped analysis of different nins was possible, considenng sufficient mter-nm

reproducibility.

Inlight of these results, the detection threshold of 3% was used for the rest of the study.

Influenza genome hotspois and coldspois

InIAV samples andusing a 5% filter, 183 anno-acid coordinates (183/4, 246, 4 31%) were
identified ashaving at least one mutation during clinical cowrse, ndependently of the clinical
outcaome. Prevalence of these residues represented less than 5% of all residue coordinates
(from 3.16% for PA-coding segmert to 6.6 1% for NA-coding segment, mdependently from
oseltanmvir treatment). There wasno significant differance in viral mnmber betwean se@ments

(p=0.05).

As schematized m the Supplementary figure 32, hotspots (defined as regions with at least
twice the mean nutationrate ofthe considered segment) were significantly more frequent m
two ofthe eight major proteins (6 1/469residues, 13 .0% of the NA-coding segment; 21/229

residues, 9.17%, ofthe N51-codng segment; versus 170/4246 residues, 4.00% for the whole
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influenza genome; p=<:0.05). Respective proportions or number of variants per segment were
summarized in Figure 2. Finally, hotspots were less frequent in PB1- and Ml-coding
segments (24/757 residues, 3 17% of the total; 10/252 residues. 3.97% of the total segment

varsus 170/4246 residues, 4.00% for the whole influenza genome; p<0.03)

Intra-host diversity develops differentially according to disease outcomes

Even if samples could be clustered in the clade corresponding to their epidemiological season,
no clustering could be observed in terms of clinical outcome or day of sampling since
symptoms onset (p=0.05). Phylogenic analyses of the HA sequence of the most covered

samples per patient is represented in Supplementary figure 53.

To overcome possible bias associated with the clinical non-standardized nature of sequenced
samples, a sfatistical analysis between diversity and Ct was performed and did not find any

significant association, allowing comparison of all samples (p=0.03).

Viral genomic diversity was evaluated in each patient, considering a threshold of 4 days of
symptoms as a limit for earlv and late diversity. Diversity was found to significantly different
between early and late samples {mean difference: 4.533, p=0.05; Figure 3a). Simularly, there
were differences in frequencies when stratified according to time and clinical groups or
subgroups (p=0.01). A significantly lower diversification was found in late samples of the
mild group as compared to the severe neurological group (mean frequency difference 0.33,
p=<0.01) and as compared to the severe respiratorv group (mean difference: .20, p=<0.05;
Figure 3b). A significantly lower diversity in late as compared to early samples of the mild
group was also found (mean difference: 23 82, p=10.05). No significant correlation was found

between diagnosis Ct and diversity observed after sequencing (p=0.03).
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Analyses were then performed af a single-segment scale (significant results were summarized
in Figure 4). Diversity was significantly lower in early than in late samples (mean difference:
2.55; p=20.05) for segment 3 (PB2-coding segment; Figure 4a). For this segment, there was
significantly greater diversity in the neurological group in early samples than in both early
and late samples in the respiratory groups (mean differences: 6.44 and 7.33. respectively;
p=0.05) and for late samples in the mild group (mean difference §.00; p=<0.05, Figure 4b). On
the NS51-coding segment, diversity was not significantly different in early and in late samples
for segment 8 (Figure 4¢). On this segment. significant differences were observed between
diversity in specimens sampled early in the clinical course of mild-group patients and of
severe-group patients (mean difference 5.00 and 6.08; p=20.05 and p=0.01 for comparison with
respiratory and neurological groups respectively). Moreover, a very significant difference was
observed between early and late diversity for mild-group patients (mean difference 6.33;
p=0.01; Figure 4d). Analyses performed using a 1%-threshold for SNV calling found similar

results.

Discussion

This study is the first. to the best of our knowledge. to describe influenza virus diversification
over time using clinical specimens sampled in immunocompetent patients and ultra-deep

sequencing.

Before the emergence of UDS, “classical” Sanger sequencing did not allow deep
characterization of these wiral populations, due to insufficient depth of sequencing. At
contrary, UDS seems to fulfill this requirement (29-31). However, owing to possible
experimental errors, introduced both during wet-lab (i.e. RT-PCR but also sequencing itself)
and dry-lab (ie bioinformatic analyses) steps. appropriately prepared quality controls are

required to valid these processes (32). As UDS enables sequencing of several gigabases of

15

104



Partie B. Résultats

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

DNA in a single mun, and because influenza genome is a limited 13 kb-long genome, a single
sequencing could allow its characterization with a high coverage (i e. the proportion of the
genome that is sufficientlv sequenced) and/or depth (ie. the number of times a considered
nucleotide coordinate 1s sequenced on a reference genome) (33). Nevertheless, the segmented
nature of its genome makes if technically difficult to obtain sufficient (and homogenous)
coverage of all eight genomic segments in a single reaction to allow diversity analyses. The
present study describes the use of adapted quality controls to validate the comparizson between
mmns and between samples in viral variant analysis. Using well-characterized plasmids. all
expected mutations were observed usmg a frequency threshold of 5% for SNV vanant calling.
Using only two different plasmids, a similar approach defined a frequency threshold of 2%,
but as described by the authors the pipeline used does not take strand bias into account,
justifying the supplementary precaution taken herein (even if no supplementary difference
was observed using a threshold of 1%) (25.34). Furthermore. plasmids are a more accurate
method to evaluate performance of NGS than whole viruses 1solated in plague assays as these
contain confounding mutations introduced during replication (35). It is important to note that,
herein, observed differences remained the same independently from the frequency filter that
was applied. Because the frequency threshold chosen has to be inversely related fo the depth
of sequencing, this observation suggests that data from less deep sequencing remain of
interest to compare samples sequenced using the same method. which is of interest for future

studies.

In the present study, respiratory specimens were limited to those sampled from
immumocompetent patients before the introduction of antimicrobial therapy which allowed the
description of a baseline state of viral diversity without identifiable confounding factor. This
baseline diversity has already been described as resulting from a bottleneck in studies

investigating other tvpes of virus (36). First, we observed that the complete genome scale

16

105



Partie B. Résultats

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

Ig4

365

366

367

diversity increases during clinical course. Secondly, there were differences in terms of
genomic diversification according to clinical outcome; while a significant decrease was found
between early and late diversity in patients with mild influenza, no significant difference was
found for those with severe disease either in the neurological or respiratory group. This
difference suggests that diversification could be considered as a virulence factor for influenza,
as has been suggested for Coxsackie virus, and as described in a poliovirmus mouse model, and
for Foot-and-Mouth Disease virus (8,37 38). Moreover. this result also supports the potential
value of an engineered virus with high fidelity polymerase to improve vaccine effectiveness
(10). Indeed, responsible for less severe manifestations, less diversified viruses obtained using
these polymerases would enhance vaccine effectiveness without a dramatic increase in
morbidity rates. Conversely. the dramatic decrease of diversity observed for mild influenza is
consistent with the notion of an error catastrophe threshold. as previously suggested in
therapeutic interventions (39). The observed results in the present study could suggest that a
decrease of diversity, associated with a wviral clearance and improvement of syvmptoms,
reflects that the error threshold was exceeded that led to extinction of the viral population.
This observation could support the value of ribavirin, an antiviral drug that destabilizes the
polymerase, in influenza infection, as has been reported for Haanta virus (40). Furthermore,
the attenmated virulence of less diverse influenza virus populations could support the use
bicengineered virus bearing high-fidelity polymerase to produce less diverse quasispecies and

therefore enhance vaccine effectiveness without risk of secondary effects.

At the single segment scale. genomic diversity evolved differenfially according to the
considered segment. The significant decrease observed at the level of the whole genome
befween early and late samples was driven by evolutions of PB2-coding and N51-coding
segments. These differences in diversity were associated with the clinical groups, with a

higher initial diversity in the severe neurological influenza group compared fo both
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respiratory and mild clinical groups in the PB2-coding segment, at the converse in the NS1-

coding segment.

It has previously been reported that W51-coding segment mutations could be associated with
clinical outcome, for mstance in equine model of infection or in highly pathogenic influenza
H5N1 infections (41.42). Non-antigenic segments (all but HA- and NA-coding segments)
could also be considered as a fitness-enhancing capacity for viruses, as demonstrated (43). For
example, substitutions in the nucleoprotein were considered as to play a major role in
adaptation and virulence, enhancing the capacity to escape to T cell mediated immunity (44).
The present study analyzed the diversity per nucleotide coordinate as a whole and not only
mSNV, and the data presented suggest that segments carrying high diversity could be

associated with clinical outcome, bringing potential properties to newly-created viruses.

The present study suffers from some limitations, mainly due to its retrospective nature. The
most important is the limited size that reduces the precision of observed SNV at a single
nucleotide coordinate level, but this did not impact greatly the results obtained. Moreover, the
sampling time points were those of routine care, and for research purposes it would be of
interest to increase the sampling frequency in order to obtain a finer analysis of daily diversity
variations. This analysis could validate the hypothesis of error-catastrophe threshold and
determine the level of this. in order to transfer these notions to clinical management
However, without description of the clinical outcome, if has alreadv been reported that
variation over less than one day could be considered as negligible, representing few viral

replication cycle.

Nevertheless, this work remains a preliminary smdy for influenza wvims genomic
diversification, associating biological and clinical information during viral diversification,

during the infection of a human host. This latter opens a large fleld of investigation in
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mfectious disease management using next-generation sequencing and suggest development of

new therapies, focusing on non-antigenic viral properties, in non-vaccine fields of research.
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Figures legends

Figure 1. Sequencing data analysis pipeline. 5B: strand-bias; Q20: Phred score of 20, hgl9:

human genome database 19 version.

Figure 2. Average number (4) and relative proportions (B) of mSNV per segment per virus
typefsubtype. For each segment, three histograms were successively represented (HIN1 in
blue, H3N2 in red and IBV in green). Error bar correspond to the standard error of numbers of
mSNV (A) or mSNV frequencies (B). Only mSNV with frequency = 5% were considered

(see material and methods).

Figure 3. Comparison of infra-host diversity over fime (whole genome). Diversity values
(mumber or frequencies of Single Nucleofide Variants — mSNV — observed in a sample,
summarizing the diversity of all segments) are represented according to the time of sampling
(before or after four days of symptoms, as no specimen was sampled at Day 4). * p = 0.05. **

p<0.01

Figure 4. Comparison of intra-host diversity over time (per segment). Diversity values
(mumber or frequencies of Single Nucleotide Variants — SNV — observed in a specific segment
of influenza virus) for (a and b) Segment 3 (or PB2) and (c and d) Segment & (or NS) are
represented in function of the time of sampling (before or after four days of symptoms). * p <
0.05. ** p = 0.01. Note that to ease understanding. only segment with statistical differences

between early and late samples were represented on this figure.
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Table legends

Table 1. Demographic and clinical characteristics at baseline (4) and clinical evolution and

therapeutic management (B) of all patients included in the sfudy.

Table 2. Quality Confrol (QC) performances.
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Table

Table 1. Demographic and clinical characteristics ar baseline (4) and clinical evolution and therapeutic

management (B) of all patients included in the smdy.

Baseline demographic and

chindeal characteristies

AGld  influenza
(m=4; 28.6%)

Severe influenza

Neurological Respiratory
(m=3; 21.4%) (o=T; $0.0%3)

Bazealine demographic characteristics

Sex, male (%o of the group) 41007 1(33.3) 42
Median age. years Lo 8.4 740
Characteristics at the tims

af admission (% qf the group)

First Sample Mzture : NP aspirate 3(79) 2 (66.6) 1(14.3)
Fust Sample Mature : MNP swab 1(25) 1(333) G (85.8)
Influenzz B virms 0 0 1(28.6)
Influenza A vous (HIN1) 1(25) 1(33.3%) 1(14.3)
Influenza & virus (HIND) 3(79) 2 (66.7%) 4(57.2)
Comorbidities 1* (25) o 0

Chimical characterizfics dwring clinical course

i*e af the group)

Ventilation o 2 (66.6) 6 (85.T)
Signs of respratory distress ¥* 0 1(333) 5851
Bacterial pneumonia complicating influenza =~ 0 2 (66.6) 1(28.6)
Coma 0 1(333) 0
Encephalitis 2 (66.6)

Deeath 0 2 (66.6) 1(14.3)
Treatment (%5 of the group)

e e e meemert 1(33.3%) 5 (T1.4%)
Antiviral use* ¥ 1{25%) 2 (66.6%) 2 (28.6%)
o Antibictic 4(100%) 0 1(14.3%)
Antibiofics 0 3 (100Ra) 5 (B5.7%)
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*Comorbidities: Non-malignant chronic anenua of unknown etiology (never associated with changes i viral diversity)

*#* Sisms of respiratory distress meluded: modification of breathms rate, increzsed heart rate, color changes, grunting, nose
flanng, retractions, sweating wheening, stndor, accessory mmscle use, or changes m alerfness.

¥ Antiviral use: use of oseltammvy dunng the elimeal course of the disease.

29

117



8T1

0g

“Aymgrenpendal une- =ym genfess o} W Smetenbas MREETP oM T 3004} pRotEnbas arm S2IEaTELD 4 00 PIE o5 "(Roeprmmeman
PRIEJID- 1 ¢ 7] 50/pUE PREMM-(JRHTN PRIEMM-SO0TN PRIEN-19) [ PRIEm-I [ 20 ad4 pra e o Swpod seM [ JISWERS) TONEJN 513 Aq PRLECU00 PIE OUIIE S SYEPM S04

- 01 20 Lo - 50
sEw L3 F1 11 20 Lo - 0] 22820
- o1 1 £0 - 0]
- £0 - Ll 01 B0 - ]
- - - £0 B "l - Il Pl B0 - 0]
- T — - =0 =820
- 10 - - 10
- - - 10 - - - - 10
- 10 - - 10 ¥
] 01 2l TLI 091 0El £l 01
- i 0s i - . oal +El TH LTl Tl i
] €8 e el
Us 01 : 9zl GL1 £81 LTl Lil [T} £20
L i £L1 81 gl 0El 1Tl i
B g £11 01l £01 bE 2z g
FE g : LTl Lol 66 L gL g
STl £r 0w ¥E
: L 3 re 60 ] F 54 g 20
6 3 611 001 00l L 03 g
T1 1 Tt [ 13 rT Bl - 1
- 1 cT £ LT - 1
- - - 1 e i 2T ¥ £T 5T - 1
h
- 1 21 - 1
- 1 0z rT 1
- 0 - - i
- - - 0 - - - - 0
- 0 : . 0 020
(5] mEay . bag ) WEARY . . . . . ‘bag
— 76T s0d papsadry — SL7 s0d BFT "50d T “s0d 201 =04 &1 "s0d parsedry

iINEH

INTH

Aouenbag pastssqo i paiuesandar ses ased qoes uy sprmserd TR Y 10 spromseld TR TH Y U0 PRIBMNOMED SIaM SAETLION ] saunuigliad 77 T A1qEL

A
TS

SL5

s1e)nsay g anJed



Partie B. Résultats

566

567

568

569

570

571

Figures

Figure 1. Sequencing data analysis pipeline.

Figure 2. Average number (4) and relative proportions (B) of mSNV per segment per virus

typesubtypa.

Figure 3. Comparison of intra-host diversity through time (whole genome).

Figure 4. Comparison of intra-host diversity over time and per segment.
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NGS data analysis pipeline

. 4

Trim/filter Reads (Cutadapt/bmtagger)
+  Remove adapters contamination
*  Remove ambiguous bases (<Q20)
*  Remove reads <50 bases
(and associated paired-end read)
Remove human reads (hg19)

4

Alignment of reads to reference genome
(BWA-MEM default setting)
Strains subtyping
California/07 - Perth/16 - Malaysia/2506 - Florida/4

Phylogenic analyses (Seaview)

Consensus sequence generation . Rigfetmartusicibincih
{samtools mpileup - beftools call / vefutils. pl - seqtk seq) - . SBimamiitmiosdanahss

+ Evaluation of most frequent nuclectides on a selection of
+  Bootstrap 1000
1000 randomly-selected reads. *  Minimumboostrap consideration: 70

4

Alignment of reads to consensus genome
(BWA-MEM -t& -0 10-E 2)
Indels stringent mapping

Variant detection (Naive Variant Caller)
Minimumvariant base count to consider a variant. 20
*  Minimummapping quality to consider a read: =120
+  Minimum base quality to consider a base: =Q20

\ 4

Variant filtering (hcivef)
*  Maximum vanant strand bias: < 0.5-2 x consensus SB
Minimumvariant depth per strand for reporting: 2
*  Minimumvariant depth per strand for validation: 5
Frequency =x%

Figure 1
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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 I'hdte sans facteur de risque prédisposant ?

1. Objectifs

Du fait de I’absence de données étudiant I’impact de la diversité des virus influenza chez
les patients immunocompétents, au temps précoce de la maladie, ces travaux étudient

I’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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Introduction

Influenza is a highly contagious respiratory viral infection in nmans, that 1s mamly cansed by
influenza A (IAV) and B viruses (IBV). two viruses with segmented. single-stranded and
negative sense RNA genomes (1). Genefic variability and plasticity of genomes are mmherent
properties of influenza viruses. In absence of exonuclease activity and proof-reading function,
replication of this viral genome has been found to have a high mutation rate (ie. 107
substitufions per nucleotide site per cell infection cycle) (2). Low fidelity of viral polymerases
could be considered as an evolution driving force. In Darwinian evolution. as in quasispecies
theory, selection acts on existing genefic variation fo optimize fitness; influenzavims
mutations are tolerated because they are rapidly lost in a non-advantageous environment (as
they are not cost-effective to reproduce), maintained (if they have an epistafic effect), or

rapidly expand (in one or two rounds of replication) when advantageous (3).

Anmually, influenza virses cause epidemics that have an important impact on public health
Worldwide, seasonal influenza is responsible for two to five million severe cases and for
200,000 to 650,000 deaths. Some studies have focused on the association between wviral
genomic diversity and virulence in different viral models. For example, two studies have
shown in animal models that a diverse poliovirus population was more replicative, and
demonstrated more fitness and scalable advantages than its individual components (4).
However, in IAV infections, diversity and its association with clinical outcome have been
mainly studied dunng prolenged excrefion in immunosuppressed patients (severe combined
immunocompromised) and authors have demonstrated that intra-host evolution could impact
deeply influenza infecfion and spreading (5.0). Studies also focused on anfiviral-resistant
virus development. searching for genome mufations supporting fitness sustainability during

resistance development (7).

129



Partie B. Résultats

25

26

27

28

29

31

32

33

35

36

37

38

39

a1

42

43

45

46

47

Because no study focused on the influenza viruses’ genomic diversity in immunocompetent
patients at an early stage of an acute disease, this study aimed to analyze the association

between viral diversification (at baseline) and clinical outcome during influenza diseases.

Methods

Patient selection and classification

All clinical records from patients who were adnutted to a university hospital (Hospices Civils
de Lyon, France) during 5 successive influenza seasons (2010-2011; 2011-2012; 2012-2013;
2013-2014; 2014-2015) were screened for this siudy. Patients were excluded when clinseal
files remained incomplete or when sample was not available, if they received antimicrobial
dmgs (antiviral, antibactenal, or antifungal treatment), if they had (or were suspected of
having) at least one risk factor for severe influenza (defined as factors chosen for inclusion in
the French vaccination plan and other treated chronic diseases), or if the time since symptom

onset was supernior than 2 days (8).

Clinical files of included patients were analyzed to obtamn standardized data, and according to
these patients were classified according to clinical outcome. Patients who had at least one of
the following criteria were considered as hawving severe influenza and were classified
according to the nature of complicafion Patients were included in respiratory group if they
presented blood gas alteration (hypoxemia <95% in an arterial sample or hypercapma, with or
without oxygenotherapy, required ventilation (invasive or not), and/or were hospitalized in an
Intensive Care Unit (ICTT) for respiratory distress. Patients were included in the neurological
group if they presented sympfoms suggesting severe damage of the nervous system
(peripheral or central nervous system), seizures, encephalopathy., encephalitis or focal

symptoms, and/or if they were hospitalization in an ICU or specialized neurology unit for
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neurological symptoms (9). Patients who did not present any severe complication were

considered as having a mild form of influenza disease.

Respiratory samples (NasoPharyngeal Aspirates, NPA; TracheoBronchial Aspirates, TBA);
Broncho-Alveolar Lavage, BAT; or Nasal Swabs, NS) from included patients were analyzed.
First positive samples for [AV or IBV using a respiratory multi-well system MWS r-gene® kit

(bioMeériens, Marcy-1"étoile. France) for each patient were included in this study.
Chuality conirol preparation

To estimate the performance of the wet and dry lab procedures, mutants and wild-type (WT)
influenza segments cloned into pHW2000 plasmids were used to constitute quality controls as
described previously (10). According fo these preparafions. variants were considered when

frequency =1% and validated when frequency =5%.
Sample preparation

Sample preparation was performed according to a previously described process ().
According to MWS r-gene” kit results. samples were amplified differentially depending on
the viral type (IAV or IBV). [AV were amplified using RT-PCR. as described by Zhou of al.
(2009) (11). IBV, were amplified using RT-PCR. described by Zhou ef al. (2014) (12). These
fwo protocols were optimized by adding 0.5p] of ENasin plus ENase Inhibitor (Promega

Corporation, Madison, WI, USA) to enhance PCR product quantity.
Library preparation and sequencing

Libraries were constitufed using Nextera™ XT DNA librarv kit (Oluouna, CA. USA)
according to mamufacturer's recommendation. Libraries were then pooled at equimolar ratio

(mmltiplexed per 94 librairies) and sequenced with a NextSeq500 mid-output cartridge (2x150

bp).
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Sequencing data

The reads obtained on the sequencing platform were submitted to NCBI's Sequence Eead

Archive. These reads can be found under project number SRP141117 (clinical samples).

Bioinformatic analysis

Brnefly, fast() files were analyzed fo obfain consensus sequences and minor variant SNV
(mSNV) (10). When sufficiently sequenced, these mSNVs were wvalidated relving on
stringent criteria determined on quality controls: variant’s strand bias <21, minimal frequency
estimated =3%, and frequency higher than a threshold based on the position coverage depth
(13.14). Diversities reported in the results comespond to genomic polymorphisms count

unweighted or weighted according to variant proportion.

Hotspot regions were defined, on residue sequences. as regions presenting twice more
substitutions than the mean of the whole segment; coldspot regions were defined as regions
presenfing less than 50% of the mean substifution rate of the whole segment For these two
regions, substitution coordinates were pooled from all samples and substitution-free windows,
for coldspots, or windows with fwo or more substitufions, for hotspots. of significantly large
size were detected. All coordinates present in these windows were quantified then compared

between segments.

Stafistical analyses and representations were performed using GraphPad Prism software
(V5.0; GraphPad Software Inc., La Jolla, CA TUSA). Results were considered to be significant

when p-value (p) < 0.05 (very significant when p<0.01).

Ethical statement

Respiratory samples were collected for roufine clinical management during hospital stay and

no additional samples were faken for the purpose of this sudy. Patient confidentiality was

4

132



Partie B. Résultats

a5

96

97

98

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

strictly protected. This study was approved by the local ethical commitfee of Hospices Crvils

de Lyon, France, on May 3, 2017.

Results

Patienis and samples

As summanzed in Figure 1, on 2,627 patients consultng or hospitalized in HCL for influenza
in 2010-2015, 454 patients could be included, and 125 influenza genomes were successfully
sequenced (with a depth allowing analyses of validated SNP at 5%, coverage 15 descnibed in
supplementary Figure 51). Sex-ratio was 0/4 (73 males; 80%) and the median age was 73
vears (range: 0 to 98 years). More than half of the patients (67/125; 54%) were severe; 82% of
whom (55/67) had respiratory complications at admission. Among the total population, 101
patients (101/125; B0.8 %) had respiratory symptoms of vanable gravity, and 96 both
respiratory and non-respiratory symptoms (96/125; 76.8%). During the clinical course of their
disease, most of the patienfs (60/125; §4%) received antibiotics, and just under half (53/125;
42 4%) received antiviral treatment. Mean hospital length of stay was 15 days (range: 0 to 110
davs), and that of ICU was five davs (range: 0 fo 81 days). Eight patients died (5/125; 6.4%).
Mlost of the 125 samples were from the upper respiratory tract (URT; 113 samples: 99 NS and
14 NPA); others were sampled in the lower respiratory tract (LET; 12 samples: 10 BAL and 2
TBA). All clinical and biological data are summarnzed in Table 1. The median interval
between symptom onset and sampling were not sigmificantly different between muild (1 day)
and severe influenza patients of both climcal groups (1 day for both groups; p=0.03).
Similarly, no statistical difference between repartifion of influenza types and subtypes could

be observed between muild and severe influenza patients (p=0.03).

Phylogenic analyses
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Maximum likelihood trees were produced by Neighbor Joimning Methods using consensus
sequences, for sufficiently sequenced samples (Supplementary Figure S1). to compare wiral
clustering and clinical data (Supplementary Figure 52). According to the Metadata-driven
Comparative Analysis Tool, no significantly different mutations and clustering could be

considered between samples of both severe groups and mild influenza samples (p=0.03).

For HIN1 wiruses, all but two belonged to the 6B clade (n=29/31; 93.5%). For HIN2. twelve
samples belonged to 3C2a (14.6%) and 15 to 3C3a (18.9%) cluster. For Influenza B viruses,
six of the analyzed sequences belong to the clade 1A of Victonia lineage (50%) and 6 to clade

2 of Yamagata lineage (30%s).

Hotspot and coldspots on the influenza genome

Because no significant difference could be observed in terms of clinical presentation between
each of the tested viral types (Tablel), an analysis of hotspots and coldspots (respectively
highly and poorly diversified genomic regions) was performed. At a 3% filter, 675 amino-acid
coordinates (673/4,246, 15.9%) presented at least one mSNV, independently of the clinical
outcome (summarized in Figure 2 and presented in Supplementary Figure 55). Independently
of the viral type/subtype, prevalence of these mSNV represent less than one third of the
residue coordinates (from 28 8% for NS1-coding segment to 7.9% for Ml-coding segment).
Moreover, mdependently from the clinical group. the NSl-coding segment presented
significantly more variants (66/2290; 28 8% of residues presented mS5SNV) than each of the
other segments (p=0.05). Similarly, respiratory samples presented significantly more minor
variants (mean 43.5 mSNV per genome) than neurological (11.7 mSNV per genome) or mild

influenza (24.7) (p<0.01).

Because specific mSNV shared between two or three of the clinical groups (or befween

different patients of the same clinical group) were rare (69/4.246. 1.6%), it was not possible fo
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1561
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154

investigate the distribution of substitutions according fo clinical outcome. Hotspots of mSMNV
were significantly more frequent (66/252 residues; 26 2% of the total segment versus a mean
of 12 9% for the whole influenza genome; p=0.05) and longer (mean 33 residues per hotspot,
13.1% of the tofal segment versus a mean (.6% for the whole vims; p=<0.01) i the MI-
coding segment. Coldspots were less frequent (43/229 substitutions of minor frequencies,
18.8% of the total segment wersus a mean 37.5% for the whole influenza genome; p<0.01)
and shorter (mean 143 residues per coldspot, 6.3% of the fotal segment versus a mean of
37.5% for the whole virus; p<0.01) on the NS51-coding segment. On the alternative coding
reading frame M52, a single coldspot could be observed, highlighting that this open-reading
frame presented fewer substitufion than the mean of the whole genome (12 substitutions of
minor frequencies on 121 residues, ©.92% of the total segment versus a mean of 37.5% for the
whole genome of influenza; p=<0.01). Nofe that this altemative protein presented shorter
coldspots than the mean coldspot length in the whole viral genome (p=<20.01). Number and

frequencies of residues implicated in cold- or hot-spofs were summarized in Figure 3.

No significant difference was be observed between segment in terms of residues implicated in
coldspot regions (p=0.05). These coldspofs regions were significantly shorter for the
alternative protein M2 (mean 12 7 residues per coldspot, 10.5% of the total segment versus a
mean of 37.3% for the whole virus; p=10.01). Converselv, for both NP- and MI1- coding
segments, coldspots were longer (353 residues; 7.5% and 32.0 residues; 12.7% for NP and

M1-coding segment respectively versus a mean of 21.5; 37 5% for the whole virus; p=0.01)

Diversity comparison between clinical groups

Confounding factors potenfially influencing viral genome diversity, namely viral load, sample
fype, and patient age were considered first. No significant association between diversity and

viral Ct could be found (p=0.05). In addition, LRT and URT samples for patients with severe
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179
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184

influenza (for whom both types of samples were available) were compared and no significant
difference in viral genomic diversity was found (p=0.03), as was the case between pediatric
and adult patients (p==0.05). All analyses on genomic diversifies were subsequenily performed

pooling all samples and analyzed using a 5% threshold.

Considenng respiratory and neurological complications together as severe influenza, at 3%
filtening, H3WN2? diversity 1n such patients was significantly higher than IBV diversity sampled
from patients with mild influenza for segment 2 (PBl-coding segment; p<<0.05), and lower
than all IBV diversity for segment 5 (NA-coding segment; p==0.01; Figure 4). An additional
difference was observed using a 1% filter, and this was between the diversities of HIN1 and

H3N2 that were both sampled in severe patients (p=20.03)

Mo significant difference was found at the whole genome scale (p=0.03). At the segment
scale, a significant difference in mSNV frequencies befween neurological and respiratory
complications was observed on the segment 6 (NA-coding segment) for HIN2 samples (56.4

versus 68.9 for neurological and respiratory groups respectively, p=0.03, Figure 5)

Mote that results were similar using a 1% threshold and are summarized in Supplementary

Figures 54 and 55.
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Figures legends

patients consulting/hospitalized in pediatric hospital (<15 years old).

Population : Patient consulting or hospitalized
between 2010 and 2015
with influenza-positive sample

~~

Selected patients (n=2627,
332 Children)

Figure 1. Selection and iclusion af analyzed samples. Pediatric clinical files correspond fo

Exclusion
(n=2,173)
(261 children)

Included patients (n=454, 71 children)

Exclusion for
sequencing failure
(n=328)

Final analysis
(n=125)
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255

Figure 2. Number (4) and frequency (B) of mSNV per segmeni per viral fypesubtype. Blue:

256 HINI vimses; red: H3N2? vimuses; green: IBV; standard deviation is presented (error bars).
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261  Figure 4. Viral genomic diversity in mild and severe mfluenza clinical groups {mSNV
262 frequency threshold 3%:).** and *** correspond fo significant differences (p=0.0] and

263 p=<0.001 repectively).
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265
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267

268

Figure 5. Viral genomic diversify in neurological and respiratory clinfcal groups (mSNV

Jrequency ithreshold 3%). A/ mSNV jrequencies on the whole genome scale; B/ mSNV

Jrequencies on the Segment 6. * correspond fo a statistically significant difference (p=0.03.).
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262 Tables

270 Table 1. Baseline demographic and clinical characterisiics, clinical course and therapeutic

271 management.

Severe influenza

Baseline demaographics and

Mild influenza Meurclogical Respiratory
Clinical characteristics
[n=58 ; 46.4%) (n=12; 9.6%) [n=55 ; 44%)
Sex: Male (% of the group) 37 (63.8%) 29 (52.7%) 7 [58.3%)
w
-
o =
£ s 11 59.6 74
E ? Median Age in years [IQR]
g [€1-77] [63-77] [60.8-83.5]
=
Sample type:
NPA 7(12.1%) 3(25%) 4 (7.2%)
= NS 51 (87.9%) 7 (58.3%) 41 (74.5%)
=
g
=
£ BAL o 2 (16.7%) 8 (14.5%)
-
o
2
g TBA o 0 2 (3.6%)
]
S
E
= Wiral type (% of the dinical group):
L]
@
= Influenza A virus (HIN1 10(17.2% 3 [25% 18 (32.7%
K
£
-
=
9 Influenza A virus (H3N32) 42 (72.4%) 7 (58.3%) 33 (56.4%)
ki
&
E Influenza B virus 6 (10.3%) 2 {16.7%) 4 (7.3%)
=
L¥]
Clinical presentation:
respiratory symptoms* 47 (81.0%]) 5 (41.7%) 49 (89.1%)
17
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non-respiratory symptoms** 57 (98.3%) 12 (10:0%) 27 (49.1%)

Median interval between

sampling and symptom onset 1[o-2] 1[1-1] 2 [1-2]
[days) [IQR]

Co morbidities o 0 s
Hospitalized in ICU [y/n) v] 6 (50%:) 33 (60%)

Median hospital length of stay, days [IQR]
Hospital 4 [212] 4 [35-21] 18 [6 -33]

Icu : 1[0-19.3] 2 [0-11]

Complication of the influenza pneumonia

Outeome (% of the group )

Viral superinfection” 2 (3.4%) 0 3 (5.5%])
Bacterial superinfection ™ 2 (3.4%) 3 (25%]) 13 (23.6%)
Death 0 3 [25%) 5 [9.1%)
_ Antiviral 16 [27.6%) 7 (58.3%) 30 (54.5%)
=
E 8
5 £
- Antibiotherapy 28 (48.3%) & (50%) 46 (83.6%)
#

* respiratory symptoms: mild dyspnea, cough, rhinorrhea, pneumenia, bronchitis; ** non-respiratory
symptoms: faint, asthenia, adenocpathy, algia, odynophagia, diarrhea, anorexia, vomiting, cutaneous eruption,
seizure; # Co morbidities: untreated schizophrenia (this morbidity never was previously associated with
changes in viral diversity); ~ Wiral co-infection were coronaviruses and respiratory syncytial virus (mild group);
and adenoviruses or cytomegaloviruses [respiratory group); “Bacterial co-infection was Stophylococcus aureus
(both group); Enterococcus, Pseudomaonas geruginesa (neurclogical and respiratory group); Streptococcus
prneumonige and Stenotrophemonas maltophilio (respiratory group).

18
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272

273

274

275

276

Supplementary material legends

Supplementary figure S1. Coverage plot A/ for HIN2 samples. B/ for HINI samples. C/ for
IBV samples. On this figure, coverage plots represent depth of coverage per nucleotide coordinate

{after exclusion of un-sequenced coordinates (<20X) for HINZ samples.
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279 Supplementary figure 52. Phylogenic analyses of sequenced samples (adult IAV samples
280  HINI {4) or HINZ (B); IBV sampies (C) and pediairic samples (D)) based on HA consensus
281  sequence. Clinical group of each sample were indicated at the end of the sequence name (M:
282 Mild in green; R Respiratory m blue and N: Neurological in orange). Pediatnic sample were

283  represented fo assess the correct representation of each epidemics.
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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 a JID)
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Abstract: Background-Influenza wiruses cause a remarkable disease burden and significant
morbidity and mortality worldwide, and this varies between seasons. To understand the
mechanisms associated with these differences, a comprehensive approach is needed to characterize
the impact of influenza genomic traits on the burden of disease. Methods—During 2016-2017, a year
with severe A(H3INZ), we sequenced 176 A(H3IMN2) influenza genomes using NG5S for routine
surveillance of droulating influenza wirnses collected wvia the French mnatiomal influen=za
community-based surveillance network or from patients hospitalized in intensive care units of the
University Hospitals of Lyon, France. Taking into account confounding factors, sequencing and
clinical data were used to identify genomic variants and quasi-species associated with influenza
severity or vaccine failure. Results—Several amino-acid substitutions significantly associated with
clinical traits were found, including WA V2631 and N51 K196E which were associated with severity
and co-occurred only in viruses from the 3c.2al clade. Additionally, we observed that intra-host
diversity as a whole and om a specific set of gene segments increased with severity.
Conclusions-These results support the use of whole-genome sequencing as a tool for the
identification of genetic traits associated to severe influenza in the context of influenza surveillance.

Keywords: influenza; NG5; severity; vaccination; epidemiology; quasispecies

1. Introduction

Seasonal influenza infections remain a considerable health and socioeconomic challenge, as
vaccines uptake and effectiveness are still limited. The resulting morbidity and mortality hawve only
marginally decreased in recent years, with annual epidemics still causing around 290,000 to 650,000
respiratory deaths worldwide [1]. This continuing burden leads to constantly adapt public health
measuras including vaccination policies, which remain the most potentially effective method to limit
the impact of influenza [2]. Howewver, current vaccines have moderate effectiveness, in part because
of major and minor mismatches between wvaccine and circulating influenza viruses, and weak
immune responses elicited in the elderly. Severe influenza occurs most frequently in certain
demographic groups, including the very young and the very old, but also those suffering from
chronic respiratory, cardiac and metabolic diseases, as well as pregnant women and obese patients,
as shown for A(HIN1) pdm09 virus [3,4]. Antivirals that permit to control the infection in some

Virses 3019, 11, x; doi: FOR FEER REVIEW www_ntdpu.cm'jmmuh‘nnms
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patients at risk of complications are available and usually recommended, yet resistant strains often
appear in cases of prolonged treatments. In this context, influenza surveillance is mostly focused on
studying antigenic variants to select vaccine strains [5] or resistance mutations to monitor antiviral
effectveness [6,7]. Many mmtations in the influenza genome have been linked to wirulemce but
clinical studies are scarce and have had, apparently, a minimal impact on clinical management,
unlike what is routinely done in case of bacterial infections [8]. This may be in relation to influenza
pathogenesis that is dependent on complex and still unpredictable mechanisms including
multipenic equilibrium and interactions within the viral population and with the host immunity, in
the context of a fast-evolving wvirus with a high error-prome replication. Moreover, influenza
substitutions can only be considered within a specific viral background, as it was shown that their
impact differed even among strains of the same subtype [6]. Therefore, global approaches
considering virological and immunoclogical parameters associated with clinical severity, as a whole,
are better suited to investigate influenza pathogenesis [9,10].

Recently, the improved accessibility to next generation sequencing technologies has allowed
their use in contexts closer to routine dinical practice such as in University hospital centers and
national surveillance networks. This has led to now consider sach infection as being caused by a
swarm of nearly identical viruses (or quasispecies) rather than by an individual strain. For influenza,
quasispecies were found to have an important role in the pathophvsiology of infections and to be
inwvolved in virulence, intra-host and inter-host spread [11-13]. Several beneficial characteristics of
quasispecies at the host scale have been reported [11]. For example, it was shown that minor
resistance variants pre-exdst any treatment despite lower fitness and that, at least in wvifre, a
cooperation between variants for an improved global fimess exdsts [16,17]. A{H3N2) viruses are
considered to evolve faster than other subtypes [18,19]; in recent years these have been found to
have high clades diversity and increased morbidity and mortality [20,21]. During the 2016-2017
influenza epidemic, the majority of influenza viruses circulating in the northern hemisphers was
A(H3IN2Z) viruse from clade 3c.2a. In France, the dominance of A[H3M2) viruses was associated with
an early season of moderate intensity, but with a high severity particularly among the elderly in a
context of low wvaccdne coverage and sub-optimal vaccine effectivensss [22]. Low wvaccine
effectiveness was related to a hemagglutinin mutation in the 2016-2017 egg-adapted H3N2 (clade
3c.2a) vaccine strain A/HongKong/4801/2014 that altered its antigenicity [23]. As a consequence,
there is a growing interest in performing in-depth gemomic analvsis of these H3MN? wviruses,
including at the quasispecies level.

We describe herein the genomic characteristics of Influenza A (H3M2) clinical strains recovered
via the French national influenza surveillance network or from patients hospitalized in intensive
care units of the University Hospitals of Lyon, France. Several substitutions were significantly
associated with severe cases and/or ineffective vaccination, and only in specific backgrounds for
some of them. Individually, minor variants did not appear to be assocated to any clinical traits,
whereas the intra-host diversity as a whole and on a specific limited set of gene segments increased

with sewverity.
2. Materials and Methods

2.1. Ethics Statement

This is a retrospective study, requiring no additional samples from patients as they were
performed during routine diagnesis. This study is considered as non-interventional, as clinical and
therapeutic data collection was performed retrospectively from a clinical files database respecting
patient confidentiality. This study was approved by the ethics committee of the Lyon University
Hospitals (Hospices Civils de Lyon, France), on May 3, 2017.

2.2, Clouieal Samples

Samples included in this study were recovered between May 2016 and April 2017 via the
French natiomal influenza surveillance network or from patients hospitalized in Lyon University
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Hospitals. This cohort was designed to inwvestigate molecular evolution of influenza virus and
studied herein in a secondary analysis. The French national influenza surveillance network recruits
patients with influenza-like illness in ambulatory care and in University hospitals. Only data from
the southern half of France were included. In the Lyon University hospitals systematic surveillance
was set up for influenza cases hospitalized in intensive care units, and for influenza in vaccinated
patients. When several samples were retrieved andfor sequenced for a patient, only the earliest
sampled after the onset of symptoms was included. For the present study, only treatment-naive
patients infected by A(H3IMN2) strains for which we obtained at least partial sequences for each
genomic segment were included. Clinical data were retrieved from questionnaires filled out by the
healthcare professionals who tock the sample and from computerized clinical files, for the
surveillance network and Lyon University Hospitals respectively. All patients had sufficient clinical
data reported to classify them as having either mild or severe influenza. Clinical criteria leading to
classify patients as severe included admission to intensive care for respiratory complications, need
for confinuous supplemental oxygen or hypoxemia, neurological signs (seizures, fainting with loss
of conscientiousness, evocative imagery or lumbar puncture) or any type of shock. Severe cases
without any major respiratory sign were subclassified depending on their main symptomatology
(Table 1).

Table 1. Included patients baseline demographics, dinical and sequenced samples characteristics.

Mild Severe
Patient Characteristics
Outcome Cutcome
Baseline Mumber of patients (% of total) 97 (65%) 79 (45%)
Demographics Ape in median years (range) 34 (0-91) 73 (1-97)
Male 48 36
Sex
Female 48 43
Lyon University Hospitals [+] 65
Surveillance network 91 14
Sample NPA 2 6
Characteristics NS g5 49
Sam =
Pletyp TBA 0 13
BAL 0 11
Median time since onset of symptoms, days "
: 100-5) 3 (0-8)
(range)
Wiral load — median cycle thresheld (range) 197 (149-30) 233(17-35.3)
Clinical WVaccinated against Influenza
Characteristics for the current season 1 7
Severe outcome risk factor® 17 65
Respiratory 70
Main severity
t' Meurological - 5
COmMpPOTEn
Multiple organ failure 4

"Risk factors included age > 65 years, immunodefidency, ongeing cancer, chronical pulmenary, cardie-vascular
or neuro-muscular disease, BMI > 35, diabetes and ongoing pregnancy.

NPA: Nasopharyngeal Aspirate; NS: Nasal Swab; TBA: Tracheobronchial Aspirate; BAL: Bronchoalveolar
Lavage.
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2.3. RNA Extraction, Viral Load Determination, and Full-Genome Amplification

The following protocol was followed for all included samples, irrespective of source,
sequencing date, or patient origin (Lyon University Hospital, or French national influenza
surveillance network). ENA was extracted from clinical respiratory samples conserved at —20 °C
using Nuclisens EasyMag automated extraction platform (biolMériewx, Marcy-1'Etoile, France). In
order to lower human and bacterial DINA content of the extract, nucleic acids were then incubated
with 1 pL of Turbo DINAse, 2 uL of Turbo DINAse buffer (Life Technologies, Carlsbad, C4, TUSA)
and ENase 0.5 uL of ENasin plus EMase Inhibitor (Promega Corporation, Madison, WI, TUSA) for %0
min at 37 °C before stopping enzyvmatic reaction through immediate purification by magnetic beads
(0.5X; NucleoMag® NGS5 Clean-up and Size Select, Macherey-Magel, Dhiren, Germany). Each
segment was retro-transcribed and amplified using a published multi-segment reverse transcription
protocol, optimized by adding 0.5 of RNasin plus ENase Inhibitor [24].

2.4 Mhumina Sequencing

The DMNA library was prepared using the commercial MNextera™ XT DN A library kit (Ilumina,
San Diego, CA, USA) consisting of an enzyvmatic tagmentation, barcoding by PCR (12 cycles), and
size-selection using magnetic beads. Then, the sequencing run was performed on a NextSegh00
using a mid-output cartridge resulting in 2 = 150 nucleotides paired-end reads. Fluorescent images
were analyzed using the Hlumina ETA18/5C52.8 base-calling pipeline to obtain demultiplexed
FASTQ-formatted sequence data.

2.5, Bunmformatic Analysis

As described previously, the sequencing files were cleaned from human reads using bmtagger
(+1.1.0) with human genome database hgl9 [25,26]. Adapters and low quality end of reads (Phred
score <2() were removed by cutadapt (v0.4.4), also removing reads smaller than 50 bases and the
paired reads they were assocdated with[27]. BWA-MEM alignment tool (v0.7.15) was used to verify
sequenced strain subtypes by hemagglutinin (HA) homology, and then to map the reads on the
drculating A{H3M2) strains” commeon ancestor A/Perth/16/2009[25]. This step generated consensus
sequences that were used as the patients’ own mapping reference in further steps. All reads
mapping by BWA-MEM were performed using default settings ewcept for gap opening and
extension penalties set to 10 and 2, respectively, to increase indel stringency. Sorted mapped reads
were manually inspected using FastQC (v0.11.5) to verify read quality. Varant calling files were
generated with naive variant caller (Biomina Galaxy platform) reporting all necessary base metrics
for each position on the A{H3N2) genome ignoring low-quality bases [29]. A homemade wef analysis
python script applied filters to validate possible SMNPs and generate end-user workable files. These
filters comprised a quantitative strand bias (5B) score estimating am uncertainty for wvariant
frequencies when compared to the consensus bases disequilibrium and a depth-adapted threshold.
This depth-adapted threshold was calculated following a t-test distribution derived from the
commeonly approved 100X threshold necessary to exclude heterozvgote mutations, and was verified
empirically [25]. We determined minimal depth thresholds for variant calling as 2000 and 10000
reads for variants above 5% and 1% frequencies, respectively, and a relative strand disequilibrium
lower than the variant estimated frequency.

2.6. Stafistical Analysis

Statistical differences between experimental groups were analvzed using chi-square tests for
amino-acid substitutions. The diversity analyses were performed using Wilcowon rank sum test
comparing the count of minor variants on nucleotide level for each segment. In each case, p-values =
(0.05 were considered significant. Phylogenetic trees were generated using Mega? Neighbor-Joining
method, as performed by the European center for disease prevention and control, Poisson correction
method and considering deletions pairwise [30]. Eeassortment events were identified using
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159 Graph-incompatibility-based Reassortment Finder (GiRaF) (v1.02) considering an event as validated
160  if three pairwise segment comparisons supported the hypothesis with a confidence =0.95 [31].

161 2.7. Accession Numbers

162 The Sequence Read Archive (SEA) accession number for the raw sequences is SEPXI X and
163  all genomic sequences used in this study are available on GISAID databank.

164 3. Results

165 3.1 Sequencing Efficasy

166 Among the 176 samples, 155 whole A{H3N2) consensus genomes were successfully sequenced
167  when considering only those with more than 95% coverage. Overall, sequencing afficacy waried in
168  function of segment size; shorter segments were sequenced to a greater depth. However, sequencing
169 depth was constantly low on two thirds of segment 2 (coding for PB1) and, for some patients, lower
170  on the central part of viral polymerase coding segments (segments 1-3; Figure 1). After excluding
171  segment 2, a mean depth on all segments above 10000= was obtained for 78 A(H3IN2) genomes, and
172  amean depth of 2000x for 142 A[H3N2) genomes. These depths of coverage allow calling variants
173 abowe 1% and 5% frequencies, respectively.
16

174

175 Figure 1. Segment coverage of A(H3NZ) influenza virus genomes. Mean depth line for each segment
176 is framed by thinner lines corresponding o first and third quartiles of depth of coverage. Minimal
177 depth threshold for 5% (2000X) and 1% (10000X) variant calling are represented by dot lines.

178  3.2. Distribution of Consensus Variants According to Clades, Severity or Vaccination

179 Substitution associations with severity or vaccine failure were sought. All 155 A[H3N2) whole
180  gemome sufficiently covered for the generation of consensus sequences were used in phylogenetic
181 and consensus variant analysis. Among them, 121 wviruses belonged to genetic clade 3c2al, &
182  belonged to 3c.2a?, 24 belonged 3c.2a3, 1 belonged to 3c.2ad, and 1 belonged to genetic clade 3c.3a
183 (the only virus not part of the 3c.2a clade; Figure 7). Within clade 3c.2al, different subgroups could
184  be further defined based on additional HA substitutions. 1 virus belonged to the recently defined
185 subclade 3c2ala (T135K, HA2 GI150E); 32 viruses belonged to a clade 3c.2al subgroup, close to
186  wvaccine strain A/Singapors/Infimh-16-0019/2016, defined by N121K and, for 14 of them, by G150E
187 (HA? mumbering); 8B wviruses belonged to amother clade 3c.2al subgroup, close to
188 A/England/®18/2016 (a Bolzano-like strain), whether defined by R142G or other wvarious
189  substitutions (A/England /919/2016 cluster; Figure 2).
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191 Figure 2. Phylogenstic tree constructed using hemagglutinin genes from the 155 subjects of
192 2016-2017 season for whom the whele influenza consensus genome was successfully sequenced and
193 A(H3N2) clades representatives. Every substitution concerming antigenic sites were reported on
194 branches. NA V2631 or N51 K196E presence, severity, and vaccination status of the patient they are
195 associated to, and the clade in which they belong is reported next to each strain.
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Ohrerall, severe, vaccnated, and Lyonm University Hospitals cases were broadly distributed,
pericd- and clade-wise. MNome of the well-described treatment resistamce substitutions
(neuraminidase, NA: E119V, D151E, 1222V, R224K, E276D, R292K, and R371K) [32] were present in
any consensus gemome, except for the conserved amantadine resistance substitntion 531N
Howewer, several substitutions across the whole genome could significantly distinguish mild from
severa cases and vaccinated from non-vaccinated cases. These substitutions were distributed on the
whole influenza proteome, however most were on HA (n =8), NA (n=7) and non-structural protein
1 (N51; n = 4). Substitutions associated with vaccination status exclusively (n=19) were moras varied
but had a weaker statistical significance than those excusively associated to severity. For the latter, 2
substitutions, V2631 on NA and K19%6E on N51, were particularly significant (p < 0.0001; Table 2a). As
represented in Figure 2, NA V2631 and N51 K1%6E were mostly found in a specific 3c.2al clade
background (as defined by HA phylogeny). The MA substitution was only present alone in 2 strains
associated with mild disease outside this background, whereas the N51 substitution was not
necessarily in NA-substituted strains. However, when co-occurrent these mutations distinguished
mild from severs casss more precisaly (Table Zb). Based on 3D structures, it could be noted that
some of these substitutions were found: On HA positions 131 and 144 which are close to its receptor
binding site (Figure 3a), on 51 pB5f binding site positions 99 and 146 (Figure 3b), and on NA
position 149 which is close to its sialidase active site (Figure 3c). Additionally, reportad substitutions
were verified not being linked to depth-specific features of the respiratory tract sites. When
comparing Lyon University Hospital cases, comprising both lower and higher respiratory tract
samples (50 and 21 samples included in the analysis, respectively), none of the reported
substitutions were associated to sample type.

Figure 3. Contexiualized locations of substitutions described in our study (in magenta). (a) Om HA
(FDB accession no. 405N) with antigenic sites A (red), B (green), C(blue), Dyyellow), E(crange)
highlighted and the receptor binding site in cyan. (b) On N31 (FDB accession no. 3EES) with the
pESE-binding site colored red. () Om NA (PDE accession no. 6BE6) with sialidase catalytic residues
in red and framework residues in blue. The image was generated with PyMOL software (Delano
Scientific).
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229 HA cdustering of the strains did not seem to originate from within-subtype reassortments,
230  possibly implying the substitutions could hawe hitchhiked another event rather than being
231  implicated directly in observed correlations. Phylogenetic trees generated from proteins other than
232 HA found that the same strains clustered consistently, however without being similar to such an
233 extent as to indicating a possible common index case. When verified by GiRtaF, only one strain was
234 detected as possibly resulting from a reassortment event. This strain, A/Poitiers/517/2017, presented
235 genomic segments closely related to A/Switzerland/9715293/2013, the 3c.3a reference strain, except
236 for its N51 coding segment corresponding to a 3c.2al genotype.

237 3.3 Diversity and Quasispecies Analysis

238 When analyzed individually, no significant role of minor wvariants was observed in
239  distinguishing the clinical groups. These minor variants were rarely at the same positions as
240  theconsensus substitutions. An exception to this was found on the HA: the HA 160K substitution,
241  resulting in the loss of a glycosylation site for these quasispecies, was found in 14 cases (with
242 frequencies ranging from 1.2% to 8%, median 7.1%) and was significantly associated with severity
243 {n=11;p <= 0.05). Otherwise, the same minor variant was rarely found in several patients and at most
244 in three patients (n < 4) and a major part of polymerase-coding segment diversity corresponded to
245 deletions. In order to discern potential associations between viral particle diversity and clinical
246  features, we had to perform the analysis on global diversity by segment in each case. Considering
247 that sequencing depth was variable, groups were defined according to segment and targeted depth
248  threshold. The mean diversities of segments 3, 4, and 6 {coding for polymerase acidic (PA), HA and
249 MA proteins, respectively) were significantly higher for severe cases than in mild cases (Figure 4).

s 1 =
B 1= e

250 - ~ -

2?1 Figure 1. Box-plots comparing viral diversity, when considering variants above 1%, for segments

252 with a significant p-walue. *p < 0.05, ™p < 0005, *™*p < 0.001.

253 Mote that a considerable number of mutants had frequencies comprised between 1 and 5%, thus

254  lowering the depth threshold to 1% was necessary to notice the diversity difference for segment 6. In
255  comparison, diversity did not vary significantly with vaccination status (Table 3). Once more, as a
256 control, diversity was verified not being significantly associated with respiratory tract sampling

257  depthin the cases from the Lyon University Hospitals.
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4, Discussion

In the present study we conducted a comprehensive genomic characterization of H3INZ viruses
from either the French natiomal influenza surveillance network or hospitalized in the Lyon
University Hospitals intensive care wards using a combination of several approaches. This allowed
the impact of antigenic prosdmity, genomic substifutions, quasispecies diversity, and reassortment
events could be studied concomitantly, and the results therefore provide a comprehensive wiew of
mechanisms involved in the severity of the 2016-2017 seasonal influenza in France.

These data were generated from a secondary analysis of a cohort desipned to investigate
molecular evolution of influenza vims. The size of the study did not permit to perform multivariate
analysis correcting for sample nature, comorbidities, geographic, or temporal confounding factors
that could influence influenza severity, a limitation that iz shared with previous studies [8].
Furthermore, most severe cases were, by design, from the same region albeit with several hospital
centers. Howewver, sequencing was performed directly on clinical samples, avoiding any cell culture
or experimental infection bias [33,34]. Clinical samples from this study were collected exclusively
from treatment-naive patients. They were fairly equally distributed between mild and severe cases,
and can be considered to be representative of the spectrum of influenza diseases in 2016-2017 season.
It should be noted that the specimens of surveillance network patients were mostly collected in
upper respiratory tract and earlier after the onset of symptoms than those from hospitalized cases.
However, there was no significant difference according to site of respiratory tract sampling within
the Lyon University Hospital cases, as this group comprised both upper and lower respiratory tract
sample types which could be a source of diversity by itself or by being correlated to wiral copy
number. In addition, we did not find any substitutions in the HA receptor binding site contrary to
what could be expected if influenza viruses' mutations were driven by location on the respiratory
tract. Nometheless, these results should be interpreted as hypothesis generating and future studies
validating the impact of mutations described here are warranted.

Several substitutions were associated with severity or vaccination status in the study
population. Among these, most had not been extensively studied in wvitro or in virs, hence
determining their actual involvement would need further investigations. The two most significant
ones, NA V2631 and N51 K19E (p < 0.001) have previcusly been described in other contexts and
were strongly associated in the severe group. Mote that these substitufions were mostly found in
strains belonging to a subgroup of the 3c.2al clade. This subgroup differed from the others in 3c.2al
clade by not harboring commonly found substitutions HAT N121K and HA? G150E. Interestingly,
both substitutions were reported co-varving along substitutions altering p85f binding by N51 in
HIN]1 strains [35]. Additionally, the substifution M51 K196E was reported to increase virulence in
mice when induced in an H5N1 backbone [36]. To the best of our knowledge, NA V2631 has not been
studied in am H3N2 background vet. However, a comprehensive study of NA V2631 involvement at
the structural level suggested the isoleucine, which is two methyl groups higher than a valine, could
allow important changes by altering hindrance effects [37]. It was also suggested that this site was
part of an epitope that was suitable for therapeutic monoclonal antibodies, and that an amino-acid
change at this position modified the immune response [358]. We also reported substitution on V1494
on MA which is close to the active site, may have some impact on the sialidase activity. Substitutions
significantly associated with vaccination status comprised many cade-defining HA substitutions
(HAl NI1Z1E, 514K, NI171K; HAZ? IF7V, G150E), reflecting strains antigenically less related to
A/Hong Kong/4501/2014, the 2016-2017 H3N2 vaccine strain. Notably, substitutions were found on
position 131 and 144 dose to positions 155 and 145 which have been showm to be crucial for the
evolution of H3N2 viruses [5]. As vaccination efficacy relies on the antigenic proxdmity with vaccinal
strains, these associations with putative antigenic changes, albeit statistically weaker, make sense
and tend to support the validity of the results presented herein.

NG5 has brought to light new areas of research in microbiology, in particular on genetic
diversity and on the implication of quasispecies in physiopathology [39-44]. For instance, certain
influenza virus quasispecies have been reported fostering cell-to-cell mechanisms under treatment
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311 pressure [13], but also to change viral tropism [8]. When analyzed on a global genomic diversity
312 scale, we found an association between severity and high diversity whereas vaccination status had
313 no impact, as previously described [45,46]. Herein, we also found that this association concerned
314  segments 3, 4, and 6 {coding for PA, HA, and NA respectively) only. This is likely to be in relation to
315 specific selective pressure experienced by each segment that is dependent on the “swarm” needs,
316 viral particles constitution and coded proteins, mainly [11]. For now, hypothesizing why these
317 segments show a significant difference would not be supported by any experimental evidence. Thus,
318 we believe genetic diversity should be considered for each segment independently. As explained in
319 the sequencing efficacy description of the samples herein, an inconsistent read depth was observed
320 on polymerase-coding segments, which could suggest the existence of defective particles in certain
321 cases [15]. We could not conclude as to the reliability of these observations as the study was not
322 designed to explore this complex problem. An approach focused on anticipating the difficulties
323 related to molecular biclogy and bicinformatic analysis in this case is required.

324 In conclusion, the global approach of influenza sequencing results reported herein indicate that
325  multiple factors needed to be considered to understand the causes of the 2016-2017 seascn epidemic
326  severity, and support the potential added value of whole-genome sequencing for influsnza
327 surveillance.
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Chapitre 6. Existe-t-il des différences de diversité génomique virale
minoritaire a I’état de base ou au cours de la diversification chez les

hotes a risque de formes graves ?

1. Objectif

Dans cette étude, nous décrivons I’évolution de I’infection grippale sévére a virus HIN1 chez
un patient présentant un Déficit Immunitaire Commun Variable, aboutissant a une excrétion
de plus de 6 mois et permettant I’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(HIN1)pdm09 infection in the context of a severe combined

immunodeficiency. Antiviral Res. 2018 Oct 11;160:1-9
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Fpwaris Ingroduction: A child with sevens combined immunodeficiency (SCI) had an influeres AHIN Dpdmi® infe-
lndloessa AJHINI Jpdos vines tion with viral ewoetion longer tham & months, doring 21132014 infinerea season, despite cond hlood trams
A W TS S plantation and antiviral trestments.

T [ P T .1 Mathnde Comentional res l4ime HT-PCR methods were used i estimate viralload and i detect the presence of
s e the comman N1 newramindess (HA) HEP5Y substitution resporsible for osedtamivir resistence. Wext generation

NA-HITSY sobainotion

MA E1194 subsSiuon sequencing (NG ) of influmza vimses was performmed retnospectively to characterize via] quasispecies in spe-

cimens.

Reube: The patient was first treated with oral osslemivir, lading o dewction of lowelevels of NAH275Y
substitution. Cononmitant cord blood o] transplantation, intravenous administration of zanamivir and im-
mumaglobuling lad to 2n inaezseinwhit blood c2lls 2nd influenza viral laad decrease. A viral reébound ocomed
a5 somn 25 the antiviral trestment was discontimed. Eventually, influenra viral load wes negatsd with immne
reconstitubion NGS fund influenza quasispecies harbaring NA-E119A mbstiution {103%) Mareover, NGS
showed that viral genomic diversity evolved under anthviral trestment 2nd immune s2ms.

Comcludons Comvenbional virakgical echniques were sufficient for influmza infection follow-aup but NGS
performancs allowed characterzation of virzl variants evalution in this specific case of prolonged influmza
vins infedion New and oficient trestments against influera in immunoompromised patints ane needed.

1. Imtroduetion In immunocompromised patients, infleenza vine infections ame mome
severe, with an elevated rsk of antiviral resistance after selection in

The duration of influenes viral shedding is wsually abow & days in treated patients (Memoli o al., 2014).
immnetompetent patients but increase in fmetion of the immumnity Neuraminidate (MA) inhibitors (MAT) are the only anti-influenes
impairment (Baz et al, 2006; Boivin e al, 2002 Memoli e al., 2014). drigs recommendsd by WHO. In France, only ol oseltamivir and

" Comesponding authar. labarataire de ¥Wiralogie = Institut des Agents Infectiemx, Groupsment Hospitalier MNord, P469317, Lyon Cedex (M, France.
E-mail addrexs vanessa esmret@icho lvonfr (V. Escuret)
1 CHL Cemtre Mational de réfrenos de fdye hémuor ragiques virales, Umnit de biologie des infecbions virales émergentes, nstitot Fasteor, F6&9007, Lyon, Frances
* carmespand i pressnt addres: of authar no langer at the instittion where the wark was performed.
A These authaors contributed squally to the work

bty /i g /101 10116, antiviral 201 8.1 0,009
Remived 11 May 2018; Rewmived in mevised form 3 Ocinber 2018 Accepied 8 Gomber 2018
Available online 11 Octaber 2018

0166-1542/ & 201E Elsevier B.V. All rights reserved.

173



Partie B. Résultats

M Pocderwe &t al

intravenows (V) sasamivie (upon special authorization) are available.
T immunoramproam Sed  patients, TV zanamivie may be considersd an
option for the fimt line of reatment (Marty et al., 20017), but them is
curently no congensus recommendation. However, oeltamivie and
sanamivic combined # nol recommended a2 it could lead o a compe
titive antagonism (Duval et 4, 20100 Furthermone, 8 phate T clinieal
trial comducted in patients at fisk of complications that investigated the
combination aeltamivir, amantadine and rbavidn veras osellamivie
monotherapy did not find any clinical benefit of the ocombination
treatment; the median duration of symptoms was 45 days in the
com bination am and 4.0 days in the monotherapy am (Beigel e al,
2017 )

The 2007/ 2008 winter sason was marked by the emergence of
seasonal A (HIND) influenes viruses bearing a NA-HITSY substitution
mspongible for osellamivir msigtance in untrested patients However,
simoe  the 2009 pandemic, oseltamivie  trestment  in ime
mumnoecompromized patients is the leading come of oseltamivir e
sstance (Hurt et al., 2012 Okoemo-Adhkiambe e al, 2015 Takshita
et al., 201 3)

Curently, influenzs vins genomic diversity study is focuwsed on
hemagglutinin antigenic evolution and matching with cument vaocines.
Mexl-generation sequencing (MNGS) allvws precise influenza genomic
diversity stsesmment of individiual specimens and a longitudinal eva-
heation over the cowse of infection and the immume gans of a patient.
However, NGS has been rarely wed to chameterize prolonged influeneza
AHIN T pdmird oo AL HINZ) infection in imm uneoomprommised patiens
(Ezhaghi et al, 20014; Ghedin et al., 2011, 2012 Trebbien et al., 2017),
and only two papers report viral quasispecies investigation in severe
it Il §rrum wnvode fie je ey (SCTD) patients, infected with respiratory
syncytial vins (FEV) (Grad et al, 2014) or influensa A{HINZ) viru
{Rogers et al., 2015

Tn this paper, we deseribe severe influenzs AHIND pdm09 virus
infertion in a SCID child with more than & months of viral exeretion.
Viral gemomic diversity under immmene and antiviral trestment selection
s studied wing conventionsl techniques and NGS.

2, Materials and methods
27. Ethics

This stwdy was approved by the ethics committes of Hospices Civils
de Lyon on July 18, 2017. To protect anonymity of the patient the
recige dates of specimen collection was nol given. e tory samples
viere collected for regular disesse mana gement during hospital stay and
iy additional samples wene taken.

22 Vinlgea dggneis of inflenza virus infection

A wotal of 12 neasopharyngesl aspirates (NPA) and 21 nasophar-
ygeal swabs (N5) wem oollected fom Mamh o Augus 2014,
Subsequently, virus cultere mediom was added 1o obtain at least 1.5 mL
fimal volume All dinical samples were semened for the presence of
influenza vims wing the mspimtory MWS Infheenza A/B FB-GENE real
time reverse trangeriptase quantitative polymerase chain reaction (1
FTqPCR) asy {Amgéne bioMédeux, Mamy-I'éode, France) that can
detect both influenza A and B vinises. RMA was extracted from 300 ul
of sample using the awiomated NuecliSENS easyMAG system
(bioMérieux, Mamy-1'éodle, France)l Ehstion was perirmed in S0pL.
Tnfluenza A aubtyping was performed wsng in-lvouse BT-gP (R (VR des
virus des infections respiratoines, hsting Pastewr, Paris).

23 Gells and virml culare

Madin-Darby canine kidney (MDCE) cells (obtained from ATOC;
OCL34) were maintained in serum-free mediom (EMEM; Lonza,
Verviers, Belgium) supplemented with 1% LeGluiamine (200 nhd;
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Lonzx), 2% of penicillin-sreptomycin (10,0000 penicillingml;
10, (0L streptodeyeinmL; Lonea). Cells were maintained at 37 °C and
5% 00y, Respiratory samples were cultured on MDCE cells 1o isolate
vine; twio passages were performed prior to NA inhibition asays. Viral
cul ture wiag perfirmed at 34 °C and 5% 00,

24 NA activity ond inhibition oesays

Dseltamivir carbosylate was provided by Hoffmann-La Roche
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), and zanamivie by
GlaxoSmithKline (GSK, Brentford, UKL The fluaremetdc inhibition
asays were performed using a MEX luomme ter (Dynex technologies,
Clantilly, VA, U5A) a8 deseribed previously, except MES buffer was at
pH 6.4 (Ferraris e al., 20050 The NA inhibition asay was performed
using a standardized amount of NA activity (10 nmal/hymL). The NA
activity was caleulated ag the quantity of 2°-{4-methylwm bellifery }-a-
D-M-acetylnewraminic acid (MUMANA) substrate (Sigma-Alddch, 5t
Lowis, MO, USA) degraded to 4-methyhem belliferome in 1 h per mL of
viral suspensions (nmol/hymL). The inhibitory concentrmation (I0.,) &
the drig concentration (nM) able to inhibit 50% of the NA activity and
was caloulated uwwing SigmaPlot software v BD (Systat software, San
Joge, CA, USA)L

25 RTgPR for quantificution of the NA-HZFSY ahatingon in clinical
samples

RT-qPCR for NA-HI7SY substitution quantification in N1 was per-
formed on 28 specimens as previously deseribed (Escuret e al, 2012
Briefly, probes weme specific for 2757 (FAM-probe) o HITS (VIC-
probe). The asy was pedormed on the ABITS00 thermorycer (Ap-
plied Biosystem, Foster city, CA, USA) that wat programmed s follows
50 °C for 15 min (RT), 95°C for 2 min (polymerase activation), then 45
cycles at 95°C for 15 5 (denaturation), and 60T for 405 (annealing
elongation; reading of fuorescence). A Ot valee higher than 45 was
considered a5 negative for the rest of the study.

Z& Influersa A{HINT JpdmD9 next-peneraton sequencing

Six NPA samples (callected on post-infection day 14, 99, 111, 115,
121, and 136) and two NS specimens (collected on post-infection day
A and 7Z) were included in this study, Extmction was performed as for
the diagnoss step. Nudeic acids were stored at — B0 0 Sequences
oor e pomding 10 each inflisenes A genomic s gment wen oblained by a
commenial multiples BT-PCR using the PathAmp™ Flu A reagents kit
(Life Technologies, Cadsbad, CA, USA), contralled on a 1% agaroie gel
Afver purification using Agencowrt AMPur NP beads { Beckman Coulter,
Bevery, MA, USA). Cuality and quantity of DNA was evahsated using a
NanoDrop] (00 spectrophotometer and Qulbit 20 HE DNA Kt (Themo
Figher Scientific, Wallam, MA, USA)

Sequencing of these amplicons was performed wting two diffenemt
NGS methoddogies. On the one hand, samples were sequenced using
PGM technodogies, as previously deseribed (Pichon et al, 2017 Li-
brary was prepared mansally uwsing 100ng of DNA; wsing Ton Xpres™
plus Libeary Prepamtion kit (Life Technologies). After purification
using Agencourt AMPure XP beads, quality and quantity of each librasy
wag verified using the 2100 Bimnalyzer (DMA High Sensitivity Chip,
Agilent Technologies, Santa Qara, CA, USA) They wemn then diluted
and poded in equimolar amounts (26pM) before emulsification and
sequencing. Emuldfied libmrie: were finally loaded onto a Ton 318v2
chip (Life Technologies) then sequenced on an Ton-Tormen! sequencer
v prodocol, Life Technologies).

Om the other hand, amplicons were squenced using an Mumina
sequencing platform {Mumina, San Diego, CA, USA) 1o reinforee ol-
served malis on PGM platform. Briefly, after mechanical shearing on
MM Feoused-ultramndical o™, (Covans Inc., Woburn, MA, USA), end-
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mepair, adenylation, and adapter ligation were pedormed wsing
HexiFlex™ Rapid DNA Sequencing Bundle (Bio Scientifie, Awstin, TX,
UBA). Siee selection was pedommed to obtain 150-250 1o 700 bp DNAC
(oo ponding 1o a 150-bp-insert). Amplification was performed ac-
cording 1o the manufBeture's recommendations, quality was then
checked wing Agilent 2100 Bimaalyzer (Agilent Technologies) and
fellowed by quantification of each library on Lab Chip” GX Towch DNA
High-Sengitivity (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)L All libraries were
pooled and sequenced on Muming NexSeq 5007 (Mumina) wing a
Midhtput cartridge (Mhemina) The reads obtained omn the sequencing
fatform wem submitted o NCETs Sequence Read Archive and can be
fund under project number SUBIT0G326.

27 Bioinformatic analyss

The sequence reads, obtained fFom Ton PGM and Muming MexiSeq,
were analyred sepamely but followed the same bioinformatic proce-
dhare eseeepi for te chnol ogy-dependent settings. The reads wee trimmed
wsing cutadapt (w04 4) (Martin, 2011), fr adapters and low bage
queality removal (Phred soore = 30). Reads smaller than 50 bases and,
for Nhemina NextSeq only, the paired mads with which they were as-
sociated, wers excluded. Since the sudied stmin belonged wo cade 6, i
mepresentative, A/South Africa/3626,/20173 (GISAD lsoate 175880),
s used a8 peference for ferther steps {Supplementary Figure) (Bogner
e al., B006). Mapping was conducted with the BWAMEM algorithm
(wL7.15) (Li, 2014) uwsing default seiings except for gap opening and
extension penalties get to 10 and 2, mspectively, o increase indel
aringency. Sorted mapped reads were manually inspected thmough
Fagtage (wU11.5) o verily read quality. Single nucleotide polymorphism
(SMP) calling was divided into two steps. First, vadant calling files (vef)
veere generated with naive variant caller (Biomina Galaxy platform)
(Blanken berg et al, 20047), only excheding bases poesenting a base- or a
i pping- Phred scome = ). Second, a homemade vel analysi prthon
seripl wit wsed that applied flies 1o validate SNPs metrieved previowsly
and generate endager workable files. Briefly, to this purpose, a qusan-
titative stramd biss (SB) score was caleulated 1o estimate an uncefainty
for variants frequencies reported (Guo et al, 20128, 3012h). For each
mosition, a depth-adapted threshold was caleulated following a srea
distribution and cormspomnded 1o the lowes variant frequency detected
with %9% power of detection for a given depth. These SNPs required to
hawve a 5B soore lesser than 1.0, cormesponding o an uncertainty at least
amaller than reported frequency, and an egimated minimal frequency
greater than both an adsitrary (5%) and a depth-adapled threshold. 5B
soore coild only be caleulated for paimedend fleg thereom, no oo
meetion oould be applied to Ton PGM SNP frequencies. Results e ported
in thiz study were ased on validated SNPs found in both Jon PGM and
Dluming Mextseq sequencing and thelr etimated minimal frequeency.
Sepment sequences with a low coverage (mean depth < 2000 were
exchaded from analyss

3. Results
R 1. Patient clinical history

A five-month-old child was admitbed for oxygen-mquiring inter-
aitial prewmonia asociated with bronchiolitis symptoms. These e
apirtony symptoms had stamed 14 days before hand (oconsiderad s Day
0, Do) sl woere diuse to an influenes vires infection diagnoded on NPA 2t
D14 (Fig. 1A). Within his first months of life, he had presented two
episdes of acute pyelonephritis and an episode of wheering compli-
cated by omal candidiasis due 1o emdd restment. These iterative in-
Rctiong led to immumological analyses o be peformed that found
agammaglobulinemia and a defect of T and NK cells suggesting an X-
BCID.

I order to coreect the SCTD, and despite the ongoing influenzs in-
fection, the patient underwent allogeneic coml Hood transplamation on
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D&, previously conditioned by Aoedarabine, melphalan and anti-lym-
phocyte serum association. Tmmunosappressive themapy was based on
cyclosporin and stemids Aplasia ended on D97 with an increase in
neutmphils and monocytes bt lymphopenia persaed wntd lymplo-
cyles incrated on D173 and from D206 1o D219 (Fig. 1BL The patients
condition deteriorated in the weeks following cord blood transplanta-
oy seven respirmiony distress (due (o inflsenzs infection coneomitant
with innate immmemndty reconetitution bt with persistent ym plopenia)
leading to intensive care unit (I0U) admision from D99 o DI3E. A
grafi-wem-host-disase (GrHD) wat suspected dve to hepatic im-
pairment chamcterized by moderate hepatic cytalysis (2-fold increase
of liver transamineges on D123) and important cholestags (35-fold in-
crease of gamma ghiamyl tandemses on D129 Ths, im-
mundsuppresion with eycosporin and Aeroids was maintained bt
these drugs were msponsible for hypertengion. Dse o pemitent co-
lestamiz, the patient was admitied again to the ICU on D230 to undergo
plasmapheresis, and eyclosporin was replaced by tacrolinmes omn DEEE
The patient was alw infected by a bocavires and nomvines T whose
viral loads also varied acoording to the immumdty and were still de
tected on D236 and D240, Finally, the patient died on D243,

3.2 Influersa viral infartion and angvirl sreatment

Infleenss virus detection remained positive in respirabory Smples
for & months (last positive specimen on D177) despite NAT trea tment
(Fig. 1AL Oral oseltamivir ( 15myg twice daily) was administered from
D35 wo D40, A temporary suthorzation for the compassionate we of TV
zanamivir was obtained on D100 since an oselamivie-redaant sub-
population was detected. This treatment, swciated with IV im-
mundglobuling, was extended during 15 days. This treatment, oon-
comitant with partial immune reconstitution, albwed an inflvenezs viral
load decrease arownd 2 logo copies/mL on NPA (Fig 1A, Table 1L
However, insufficient data on a potential taicity during extended e
Tl oy el conati s TV ey vir and initiate another ool tamivic therapy
from DI1E o D123, as the oselamivir-rsigant subpopulation had
lowened, bast this treatment was inefficient. The viml lbad was comre
lated to immune peconstitution (Fig 1) The white blood cells decresse
between D117 and D146, asociated to the antiviral stop led 1o viral
load mebound (very cloge Ot for NPA specimens af D136 and D100
Finally, the vimal clearance was oltained when immune reconstiution
was sufficient.

3.3 Evaluafion of suceptibility of influenza vims bo NAT ising conventonal
techrigues

During the clinical mansgement of the patient, 11 NPA and 17 NS,
onllected betwesn D14 10 D177 after the onset of symploms, wene found
1o b posdtive for influenza A vinses (Talle 1) and secondarily sub-
typed as an A{HIN Dpdm09 vires The viral loads for NPA samples
were luigher & this sampling method allows recovering more cells than
N5 ({Fig. 1A) A propodion of 11%29% of infleenza vinge bearing a
NAHITSY substitution were detected, after aieltamivir therapy, on NS
performed on D40, Dd4, D51, D66 and D72 bt not DSE when viral load
was very low (O = 34). This subpopulation appeared just after onel-
tamivir treatment {fom D35 o D40), persisted ot least wp o D121
(Table 1) during which there was low immune pretaure (Fig 18] After
cord blood allograft transplant, on DEL, the respiratory distres wor-
gened i viral load increased at DBG a1 which time no 275Y varianis
could be detected. On D107, the highest proportion of 275Y variants
(24%) were detected and the viral load was the lowest sinoe transplant
(Ct = 2% Table 1)

The I75Y substitution was detected on several specimens but only
at a low proportion {=29%) (Table 1, Table 3) and only wild-type
virses wene selected after cell cultere. Fourteen influenes virus ol e
were obtained after culture and all presented nommal inhibition by
oemlamivir (mean = 5D oselamivic e 0038 + 0L1EaM) and
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Fig. 1. Influerza viral load in climim] spescimens {1A)
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zanamivir (mean = 5D zanamivir [C.y 051 = 0,13 nM).

4. Iaflienza A(HINI D virus deep sequencing

Whaole genome sequencing of infheenza A was peformed by NGS on
the first specimen (D14) after the onset of symplons and on a slection
af the next following specimens with a possible variam selection by
amtiviral teatment (D40, D72, D9, D111, D115, D121, and D136)

The smquencing depth and coverage was better inspecimens with a
higher viral load (D14, D99, and D136 specimens Fig 2A) and for
shorter wgments (Fig 2B) In particular, PE1 and PA segments had a
low mean depth (= 20000) a1 D111 and D115 (Fig 2B). Viral gendodic
diversity wat the grestest inthe D115 specimen 8 the end of £anam i
treatment, especially on the NP segment (Fig 20) Hemagglutinin (HA)
amnd MA segments pregented the highest number of substitutions on the
first D14 specimen oompared 1o the A/Sonh Africa/2636/2013 virus

reference strain (GISATD refemnes 175880) { Table 2). PE2, NP then PA
and M51 segments presented four and thres substinmtions respectively;
PE1, N52 and M segments wen very conserved (Table 2). Within-host
inflsensa vires gentmic divesity revealed that NP, HA, PEZ and N51
segments wen the most variable (Table 30 The analysis of PB1 and PA
gefulan e siegime s foind a limited momber of mnstations and two distine
deletions on PE] segment at D136 (Table 2) Matrix segment harbsomed
few minor poymorphisms bt no amino-acid substitetions of their
congengis sequence. The NA sequencing was congittent with the spe-
cific H27SY RT-gP (R with 2% of 275Y varanis in specimen s D72
amd only H275 variants in specimens at D111 and D115 (Talble 1,
Table 31 A low proportion { 10.3%) of NA-E119A substitstion was de-
tected 8t D111 during IV zanamivic treatment (Table 3]
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Table 1
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Influenza AHIN1pdm{9 analysis and phenotypic cha racterization of sequential specimens colkscied from the patient and course of antiviral therapy.

Days Specimes origin  Hor Y275 MA aotetinoion guassf sation® (kg copees e, of Viral Coltore MA acmivity fo ool 4oy Meam g £ 5D (2
e oo el wal )
HITS YITS() coellaniy  ranasdvic

14 MPA 735 o WY 164 021 o+ 001 03 & 004
24 o 484 o WY 17 035 + 001 043 + 005
S - T 771 o WY 124 022 + 001 044 + 004
Fraai 389 300 [125%]) ] o1 1] NI ND

4 N5 304 265 (Z95) M j511] 511 ND

51 3 235 273 (19%%) WV =5 063 + 018 049 + 001
£ N5 2491 Q M j511] j511] ND

3 3 235 245 (11%%) N D D ND

72 M= 471 416 (%) WY = 041 £ 015 QS & 038
7 3 418 o WV 76 08l + 016 050 + 003
a5 N5 509 o WY 101 030 + 04 063 & OIS
a3 3 210 o N D D ND

o MPA 653 o WY % 051 & 000 060 & 005
100 MRA 777 o WV a5 035 + 011 057 + 007
W07 MPA 513 463 (245%) M D 1] ND

1M1~ MPA 630 o WV 19 025 + 003 045 + 006
15 MPA 573 o M D 1] ND

18 MRA 503 379 (%) M 1] D KD

121Y MPA 495 293 (%) WY S 027 + 04 050 & O35
127 MS o o M 1] D ND

135 NS L] o M j511] 511 ND

128 MPA 755 o WY S 035 + 008 043 £ 016
142 MS ERE] o WY j511] 511 ND

150 NS 347 o M 1] D KD

1% NS o o M j511] 511 ND

160 MPA D D WY 1] D KD

153 NS ] 511 M j511] 511 ND

T NS D D M 1] D KD

177 NS ] 511 M j511] 511 ND

‘W wused reference strains for validation of the NA inhibition assays.
Far A/California07/2009 reference strain {rek
U565 = QL15nM

for wilddype H275 HNA), the mean oseltamivir Ksg wes 084 = 0,21 oM and remamivir [Cgy was

Far A/LyonChu 443072009 izalate (reference for variant 275 NA) (Escuret =t al., 2012}, the measn asebtamivir [Cay was 14787 = 45,80 nM and m=namivir [Cs

was (152 = O14nM

Abbrevia tions: Ct, qrde threshald; 1€, NAI concentration able to inhibit 50% of the NA activity; AV, Influenza & Vims; N, Negative; NA, neuraminidase; NI, not
determined, NPA Naso Pharymge] Aspirates, N5: nasal swahs; dMu, 4 methylumbelliferone
Samples D184, D190, DA, DAOS, and 1219 were not represeniesd 25 influerra detection remained negative at these time poinis.

* Days after beginning of influmza symptoms.

= The quantification of the proportion of a wild type H275 NA ar variant 275Y NA substitution were performed using an in house RT-gPCH As anly low proportian
{=29) of ZP5Y NA substitution were detected, anly wild type vimses wers selacted after c2ll culture.
© The MA adtivity and ICsy were deermined using the MUNANA substrate 25 described in materials and methods section. The mean IG5y + 5D of influenz A

isnlates are duplicates.
4 Lampled under anthviral treatment {oseltamivir L
* Sampled under antiviral trestment (Fanamidrl
* Samples that wene ssquenced using NGS.

A, Diseussion

The present study combines specimen whole infleenes genome e
quencing, clinical data, and antiviral treatment of a S0D patient in-
fected by infhsenes A(HIND) pdmid vins.

The late 5CTD disgnosis led 1o pediorm the oord blood transplasta-
tion with an engoing infection, which is known o have a poor outoome
(Rivers amd Gaipar, 2015) Infleenss  infections  in im-
mmaoompromsed patients mgquire effective ativiral agems but onby
aeeltamivir and zanamivir ame available

IV zanamivir as lave add-on thempy has been deseribed 1o have a
limited effectivenss |however mos  patienls  were  im-
mnsndempr o wed (Fraaj etal, 20110 Tnthe cate pretented e, we
alserved a pamtial viral mesponde with a 2 log,, copies'mL decrease in
sven days. This observation is congistent with a median decrease in
viral load of 1.81 loge copist/mL after 2 days of TV zanamivir teeat-
ment of children | phege I amy) (Badley e al |, 20171 In previosshy
ullished cases TV zanamivir was ako asociated with viral load de
creage although with WE cells increate and permsistent lym phopenia

(Dulek et al, 20100, It was meported 1o be efective in gem cell irans-
planted 1eenagers however, although TV anamivic decrased infliseneas
viral load, genome dearing was only observed more than 4 months
later, following immune meconstitution (Ghosh et al, 20120 IV zana-
mivir wiat discontinsed after the uwhzal 15 days of treatment {Dolina-
Schwake eral., 20010 Dulek et al, 2010 Gawr et al., 2000). In andther
clinical case, IV zanamivir was adminigtered for a votal of 34 days
without notification of panticular adverse events (Ghash et al | 201Z) In
this snhsation, owing o important cholestasis on D129, the hepato-
s city of TV zanamivic was questioned. Hepatotaoicity of TV zanamivie
was hypothesized in a case o pediatde lver transplant (Dobmna-
Sehwake et al, 2010) without any serous adverse events detected in
other patients (Dulek et al, 20105 Fraaij o al, 2011). TV Zanamivirc in
adilts led to liver engyme clevations during a Phage 1T evalusation
(Mary etal, 20014). However nd increased hepatotoodcl ty was noted in
the IV sanamivic groups o the phase 11 tdal i adule (Mady et oal,
2017) and in the phase I trial in children (Bradley e al., 20070 In this
childs history, the ld4day interval between IV zanamivic ireatment
discontimsation and appeamnee of liver injury signs suggess that
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hepatotoxicity resulted from GVHD and/or from immmesupiresive
dribgs oaieity.

Az only few amtivirals were available, conventional virelogical
techmidqises were sufficient to allow the nfluenes infection Kllow-up

Annviral Ressarch 160 (20181 19

Fig. . Influenza viral ssquence coverage and genomic di-
versity. {2A) Influerza viral sequence coverage and genomic
diversity: viral ssquence coverage amespands to the mean

bher of reads obtined for influ virus @ seg
ments for sach spadmen, and global penomic diversity is
the sum of nudeaotides identified for 2l] the s=gments with 2
me=zn depth = 200030 (28) M=2n depth by influsma viral
genamic segment. (2C) Viral genomic diversity aconrding o
segment viral genomic diversity i the sum of mudeotides
identified with a valid pohymorphism on sach genome s=g-
ment. Only the remults of diversity obiined when mean
depth was = 2000X are presented Due o inmfficient
coverzge, data for specimens at D40 and D121 were not
presented Reslts for PE2, PE] 2nd PA s=gments 2t D72 2nd
115 and for PE] ssgment at [ 11 are not shown. Day of
spedmen sampling aorrespond tothe day after beginming of
influmza symphams.

and antiviral adapation. However, we only had very partial informsa-
tig thist woe performed mimspectively an NGS analysis 1o chamcler e
viral genomic diversity along the course of this prolonged influenza
epidode. NGS allowed the study of infheensa viral quasipecies, wmder
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Table 2
Amino add homology betwesn the patient's first specimen and the A/South
Africa/ 3626,/ 2013 reference strain sequences.

Promein Subosim Soes (wria %) in firss sy & T4 by coepasene with
e A o bk riea, /526, 2013

PRZ MK (7.7%), E72D (£.9%], T102, T129f* (12.7%)

PR1 RESTD

PA RESEH, D529, KT16M

HA K119R (1465, F137D, HIZSQ, AV3D (76%), KI43R (1265%])
N1&35, S1S3P (44.55%), AIS5T (11.5%), DISTG (2.45) 51901 {2.8%),
DIEK [52.2%), EZ24V [36.9%), VER4L

NP GITE (37.9%), 141TF (21% ), MIOID, V1190 {45.5%)

MA 1401, VST (5.3%), 1551, M243T (15.5%]), G249R, N307K

M e

Mz e

K51 MR [57.5%), TT6A, VITE] (I5.4% )

Ns2 MR (57.5%)

The A/South Africa, 3636,/ 2013 strain (GEAD ssquence n* 1758800 was used
2% a reference. For HA, the mumbering system was hesed on the mature HA
sequence, withont the 17 amino-acid residues of the signal peptide.

Variant populations detscted by Qluminz ssquencing anly are indicated with a
1]

* When 2 mix of wild type and variant amino acids was dewectad, the pro-
partian (%) of variant substimtion was indiczted batwesn parenthesss

antiviral and altered-immime presuns, cmachecked on two different
pathorms, which suppon the validity of ol meported. However,
differences in viral populations could be inflsenced by the smpling die
a8 it wias shown for NGS analysis of bronchoalveolar lavages and NS
ocallected the same day (Trebbien e al., 2017 Momeover, the longer
swgments (FE2, PBELl, and PA) presented a lower covermge in both
techniques. This technical limitation led 1o an absencs of conchsion as
1 whether lamge deletions were due o a technical problem or truly
reflectad the presence of defective interfering particles { Dimmock and
Esston, 2014; Saim et al, 2013). Similady to RSV studies, genomic
diveersity was dhown unequally distributed along the viral genome with
highly-congerved mgions and highlyvarying regions (Do e al | 2015).
I this stwdy, we olierved vadation in genomic divesity among seg-
ments, with most of the vadation soowrring in protens exposed o
antibody neutralization (HA or NA) but dlso in NP and les in M or PA
spments. The high genomic diversty detected in NP may reflect a bias
of selection as the coverage was the lowest for this D115 specimen
(Fig. 2A) Viral genamic diversity semed b increate oonoomitantly
with slection by immumity and lymphocytes recovery after coml blood
dllegraft or by antivical treatment, &8 previeasly reported for RSV in-
fection in an SCTD patient {Grad et al, 2014 We did not detect the
D223 substitution in HA known 1o be asmociated 1o illness severity
(Cazalegne e al, 20014 Goka et al., 2014). Severs respiratony distress
was conoomitant with parial immune meconstitetion leading o in-
Mammation; viral clearmance was observed only when lymphocytes in-
creaged (Gooskens et 4., 2016).

HGE allowed a bener chameterzation of inflheenza variams selected
by antiviral testment. The NA-H27SY substitution is the most e
quently encountersd in N1, under eeltamivir pretsume, despite low-
erng viral fitmess (Aled o al, 2014) These data are congistent with the
present stsdy where NA 275Y varants were repeatedly detected only as
a minority wnder antiviml pressure; cormsponding influenss virs iso-
laves were osellamivir-senstive suggeding that NA Z75Y varianls were
outeompebed by wild-type vinge: Our resulis were omsistent for
specimens lested both with RT-qPCR and NGE Our resulls are oon-
detent with previows stsdies demonstrating that 275Y varanis were
fresent al concentration below the theshold valve in fims specimens
and wem selected by meltamivir treatment {Ghedin et al, 2011, 2012).
I vitro studies suggested that osehamivir could expand divesification
of indlwenzs ving by facilitating socumulation of virions in intercelhilar
paoes (Mor e al, 2015) This sccumulation allows oelbo-cell trans-
migion and co-infection between defective and helper virses (Mo
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et al, 2015). In the case presented hemin we could nol ascerain
whether oselamivie trestment coukd inerease vimal genomic diversity,
as coverage was ingufficient koo specimens al D40 and D121 (sampled
just after the end or during eeltamivie ireatment). However, a5 dis-
cuged above, oseltamivir was respongible for selection of osellamivir-
resistant variants and then for evolstion of vimal genomic diversity.

Tin the pregent case, NGS allowed E119A minor varants detection
undber ganamivir slection. The emergence of aibstitutions E119G and
E1180 in N1 lawe been deseribed in two cases of very im-
minicompromised plients under TV zanamivir treatment (L Fhillier
e al, 3015 Tamum e al, D015). Mainly mixes of E119G and E119D
substitution were detected but E119A was ako detected in ome spe
cimen at a very low peroent (0.5%) (LHuillier et al., 2015 In virg,
sensonal A(HIND) infleenes viruses bearing a NA-E1194 substitution
were wlected with landnamivie (Samsn o 4, 2004). A reoombinant
AHIND jpdodrd virs harboring a NAE1194A substitntion exhibited a
O and 17-kld increase in sanamivie and aveltamivic ICag mapectively
amnd a reduced NA activity (36% compared to wild type NA) {Samson
et al, 2004)

5. Conclusions

To eonchade, the present repont demonstmted that NGS & pantics-
larly mlevant in specific dtstions, ad major immne defec s, whem
mingr viral vadams could reveal a rsk of antiviral efficacy loss
However, b modify clinical management of influenes infection in im-
mncompromised patients, the uwe of NGS would meed implementa-
tion of bisinformatics pipelines and softwares 1o oliain resuls mpidly
and the development of allemative efficient antiviral agents against
infheenes
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M. Pickar et al Anmviral Ressaroy 1600 (20080 1-9
Table 3
Amino add homaology betwesn the first and subssquent specimens ssquences.
Proein S | waT i sy ¥ crmpared 10 fis an D14
specimen ar D72 specisesn a1 TG sperieeen at D111 specises @ D115 specisen @ D136
FEZ 1 T1EF (700 M1 Ve
TIEG (71.4%) TIZ90® [57.5%)
DSE0G [134%])
YTOLH (12 95)
IT1ER (535
ATEIT (10L4%%)
L7E5F (30.3%) I7Z5F (575
FE1 M M Ml K11 (SE65]) (2a1)
E297D (17T}
K74K @2 7%) (1))
PA 5| EZ3TK (41 65%) EZ3TK (59.05) M1 EZ3TK
HA
VISL {11.15%)
K143R° (S4.00%) K143R°% KI43R* (B4.3%) KI43R* K143R°
S1EIP S1EIPe SIEIP (E495) S1EIPe S1EIP
ALSST® (S5.00) A1E5T* AMBSTE4 %) A1EET* ALBST*
E1EK (86.25%)
X3V (1205)
VESOA (T3] VESOA [R5.05%)
S0V ([ EL0FR)
NP GITE® (54 3%) GITE® (F4.1%) GITE® (Ta8%) GITE®
3T [ 5.45)
T41T® (5.7%) HIT* [53.1%)
oy (5Ews)
VNS (EEE) VIIS® (11.0%) VIISI (215%)
AZEEE® [I54%) AZBEE® ([ 4095%) AZEEE (19.T%) AZEES®
Rkt (215
REE4G (19.0%]
K400R (15.7%)
HOET (5.55%])
sammd® (6 798)
MA msst S
GREE (72)
E119A (100F5%)
M (93] ML (42 E5) M43 (290E%) MR (E1.5%)
HITOK
HITSY (25.1%)
1] Mo Mo N o FEIV (52 4%)
Mz VEEM (5.1%) Mo B
sxmdt 5] RN
m51 AR [ 0E5%) MER * (9.50) MR §55.75%)
w5 7o)
MIOSV (15 865%)
QUK (B.9%)
NIIT B
VISTT (575}
VTS (SRS VITEL® (S05]) VITEI® E1 %) VITER (35.2%) vITar
52 MR [ B0.E5%) Mo MER * [9.5%) ISR 5575
s Eam)
KE4E (5.4%)
MEE] (6.55)

‘We considered anly the result obtained for segments with 2 mean depth > 2000 XX Due o nsufficent coverage, data for spedmens at D40 and D121 wers not

pres=niesd. Par HA, the numbering system was based an the mature HA ssquences, without the 17 amino-add residoes of the signal peptide.

Specimen at 72 was a NS, Other specimens at 199, D111, 115 and 136 wer= NFA.
Variant populations detected in first spedmen at D14 by comparison with A/South Afrie/3626,201 3 reference strain but with various propartions in subssquent
specimens are indicatsd with *.
Variant populations detected by [lumina ssquencing anly are indicted with a g
Dedetions of two muclsotides and one muclsotide detected in PE] ssgment 2t D136 were responsible for amino acid delstions K11X and K744 respectively.

Abbreviations: [, Day; NL naot interprewbls; NPA, nasophanyngeal sspirate.

* The proporton (%) of variant substmton was indicted hetwemn panenthesss,
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Partie C. Conclusion

1. Propos général

Avec 1I’émergence des technologies de séquencage a haut débit, il est devenu évident que
la simple caractérisation d’un pathogéne comme le virus Influenza, aussi précise soit-elle,
n’est pas suffisante. Ne prenant en compte que le pathogeéne responsable ou suspecté comme
tel, Robert Koch, dés la fin du XIX® siécle, a établi le postulat qui classiquement porte son
nom (« Postulat de Koch ») afin d’établir la causalité entre infection et pathogéne. Avec
I’émergence des technologies de biologie moléculaire a la fin du XX° siécle, la caractérisation
de génes de virulence présents chez certains individus d’une population microbienne a fait
évoluer ce postulat. Le lien « pathogene — maladie » devenant un lien « géne de virulence —
maladie » le postulat devient ce qui pouvait étre qualifié de « Postulat moléculaire de Koch ».
Enfin, avec I’émergence de technologies permettant de générer une quantité trés 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, I’intégralité de 1’organisme hote de la maladie
infectieuse €tant prise en considération, étant considéré comme un écosystéme. La maladie,
quel que soit son origine, et particulicrement en cas de maladie infectieuse, étant
principalement due a une dysbiose de la niche écologique considérée, le postulat évolua pour
se dénommer « Postulat écologique de Koch ». Ce travail de thése, bien que ne comportant
que l’analyse des populations virales et bactériennes dans le cadre d’étude de la santé
humaine, soutient 1’idée d’élargir le paradigme de prise en charge des pathologies
infectieuses. Ce paradigme classiquement concentré sur I’immunité de 1’hdte et 1’élimination
du pathogeéne, pourrait donc se voir évoluer en profitant de ce qui pourrait étre 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 pathogene,
son environnement et 1’hote infecté. Ces interactions doivent étre appréhendées comme
faisant partie d’un « tout » dont les caractéristiques sont plus importantes que la somme de
chacune d’entre elles (208). A ce titre le microbiome était encore un facteur faiblement pris en
compte, un « parent pauvre » devant revendiquer son importance dans les modele de

pathogénie du virus grippal, appartenant a plus d’un titre a son environnement (209,210).

La survenue des complications de grippe ainsi que leurs pathogénies restent imprévisibles,
particuliérement en termes de gradation de sévérité. C’est pourquoi 1’identification précoce
des patients a 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 1’hote n’est aisément, et avec des performances satisfaisantes,

disponible pour prédire cette évolution au cours de 1’évolution clinique.

Dans ce contexte, le premier travail de ce manuscrit a consisté en la caractérisation et
la détermination de 1’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 I’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 premicre étude étudiant I’association entre sévérité grippale et

composition du microbiome respiratoire chez I’enfant.
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2.1. Microbiome respiratoire et population pédiatrique : une
preuve de concept

Les études commencent a décrire la composition du microbiome respiratoire des enfants

« sains » comme des enfants malades. Certaines ¢tudes ont, par exemple, pu montrer que,
chez I’enfant de moins de deux ans en bon état de santé, le tractus respiratoire supérieur est
principalement colonisé par ’'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 espéce de bactérie a 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,
a une évolution plus sévere. Il a par ailleurs déja été montré que la présence de bactéries
a Gram positif était associée a un controle de la colonisation par des germes associés
a un sur-risque d’otite moyenne, de bronchiolite, ou méme de pneumonie (214-216).
Le genre dominant le plus fréquemment retrouvé dans notre population était Moraxella, avec
deux principales especes retrouvées (Moraxella catarrhalis et Moraxella nonliquefaciens).
La présence de cette dernicre a été déja associée a une prévalence augmentée des pneumonies
virales & Adenovirus, Rhinovirus, Enterovirus ainsi qu’aux infections a8 MPV ou VRS (213).
Dans ce dernier cas, la présence de Moraxella nonliquefaciens était associée a un sur-risque

de complication comparativement a la colonisation par Alloiococcus (104). Du fait
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de I’absence, pour des considérations éthiques, de prélévements issus de patients strictement
sains, il nous a été impossible de déterminer si la colonisation a Moraxella était associée
a I’infection virale mais nous avons pu montrer que ni Moraxella catarrhalis ni Moraxella
nonliquefaciens ne sont prédictives de 1’évolution clinique, en prenant en compte

les covariables d’ajustement.

Dans notre étude, les infections grippales séveres peuvent étre 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 séveres comparativement aux patients sains (Prevotella,
Streptobacillus, Porphyromonas, Granulicatella, Veillonella, Fusobacterium, Lachnospiracea
et Haemophilus spp.). A ’exception de ce dernier, ces genres contiennent exclusivement
des bactéries anaérobies (facultatives ou non). Prevotella et Veillonella sont des genres
bactériens dont certains représentants, a Gram négatif, sont présents de facon usuelle dans
la sphére oropharyngée ainsi que dans la sphére respiratoire (217,218). Ils ont aussi été
associés a des infections pulmonaires  anaérobies, des  méningites et
des endocardites (217,219). Granulicatella, faisant partie des Streptococcae a culture difficile
présents dans la flore oropharyngée, a aussi ¢été associé a des endocardites et
des septicémies (220). Seul un des OTU présent dans la signature retrouvée était
préférentiellement abondant chez les patients aux formes bénignes, a savoir Staphylococcus
aureus. Cette constatation est concordante avec les publications de Wang et al. qui ont montré
dans un modele 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 1’inflammation, souvent responsable de
la 1étalité (125). Sur la base de notre étude pilote, ’abondance augmentée de Staphylococcus

aureus dans les prélévements des patients aux formes bénignes peut donc expliquer

186



Partie C. Conclusion

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 séveres (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 fagon
commensale dans la sphere respiratoire et oropharyngée. Principalement décrites dans
les pneumonies et les parodontites, ces bactéries peuvent aussi étre responsable d’infection
ostéoarticulaire et d’endocardite (221-223). De fagon intéressante, Dolosigranulum pigrum,
associ¢ au développement de kérato-conjonctivite, a ¢été retrouvé dans le microbiome
respiratoire de communauté bien portante (191). A noter que cette analyse manquait
probablement de puissance, au vu du faible nombre de patients dans chacun des groupes
séveres (218). 11 est a noter que la prédiction par la signature microbienne peut étre réduite
a seulement deux ou trois OTU, permettant le développement d’une PCR associant diagnostic

et pronostic par un panel quantifiant a la fois bactérie et virus.

Alors que notre étude était, a notre connaissance, la premicre étudiant 1’association
d’un microbiome respiratoire pathologique et du virus /nfluenza, de nombreuses études sont
maintenant publiées sur [’association bronchiolite et microbiote respiratoire.
Si Staphylococcus aureus est plus abondant chez les enfants sains (corrélation négative
a la sévérité), 1‘association du genre Streptococcus aux VRS, de méme que 1’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 a des patients sains ou guéris, sans association a 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 criteres d’inclusion et d’exclusion,
empéchant un appariement par age et sexe pouvant étre pertinent. Ces deux parametres étant
déja décrits comme des facteurs impactant de facon importante le microbiome
du nasopharynx nous avons réalis¢ des analyses multivariées prenant en compte
ces covariables (104,212). Nous avons ainsi retrouvé 1’age comme facteur majeur impactant
le microbiome. Le sexe en revanche n’impacte pas, comme attendu, les enfants prépuberes.
De plus, si le microbiome a déja été décrit comme variant avec les saisons, dans notre étude
les périodes de collecte des prélévements ¢étaient globalement superposables d’année
en année, limitant I’impact d’un tel effet (212). Enfin, du fait de la nature rétrospective
de cette étude pilote, aucune comparaison de performances n’a pu étre réalisée avec les scores
cliniques de diversité déja décrits (PRISM III par exemple). A noter par ailleurs que
la différence de nombre de patients aux formes séveéres neurologiques et respiratoires
(10 versus 4) peut s’expliquer par I’administration rapide d’antibiotique pré-hospitaliere,
excluant les patients de I’analyse. Par comparaison, les patients aux formes neurologiques ont
recu des antibiotiques, au cours de [’hospitalisation, aprés prélevement, [’urgence

thérapeutique étant plutot au traitement antiépileptique.

2.2, Microbiome respiratoire et population adulte: wune
standardisation complexe
L’¢tude 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’étre extrémement séveéres quant aux criteres
d’inclusions, justifiant la petite taille de la cohorte (bien que deux fois plus importante que
la cohorte pédiatrique) en partant d’une population ¢ligible de plus de 2 000 patients
potentiels. Nécessitant d’étre pour partie a nouveau séquencés pour compenser un déficit de
profondeur, certains résultats sont déja exploitables. Sur la moitié des échantillons
suffisamment séquenceés, la diversité était retrouvée, comme sur la population pédiatrique,

associée aux conséquences de la maladie grippale et a la catégorie d’age 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’a [’exception
de ce dernier, connu pour donner des infections respiratoires pouvant étre séveres, les autres
sont des germes connus pour coloniser la surface cutanée et certains respirotypes.
Ces résultats suggerent une continuité tractus respiratoire - peau ou une colonisation
des prélevements. I1 a par ailleurs pu étre montré que ces bactéries ont un effet
immunomodulateur ou inflammatoire, bien décris dans 1’acné mais aussi dans les maladies

néoplasiques (226)

Les OTU retrouvés différemment abondants entre les formes bénignes et séveres étaient
moins nombreux que dans le cadre de la population pédiatrique. Un genre bactérien était
toutefois retrouvé a savoir Veillonella sp. Les autres especes bactériennes, Turicella sp.,

Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum ¢&taient 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 a mettre en place dans le cadre de I'étude
du microbiome respiratoire grippal

Une future étude devra prévoir le prélévement 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 applicabilit¢ en routine clinique. Par ailleurs, une validation de 1’évolution
longitudinale des microbiomes respiratoires semble nécessaire, 1’étude de la résilience
de ceux-ci pouvant apporter des informations non apportées au temps initial. Dans ce travail
de thése, il n’a pu étre complété la validation, au sens industriel, de 1’utilisation de la signature

microbienne dans le cadre de la prise en charge clinique des patients.

Comme rappelé dans I’étude bibliographique du présent travail, une approche intégrative,
comportant 1’analyse de I’ensemble des intervenants de I’interaction microbiome viral et
bactérien — virus — hote seront aussi a compléter (Protocole ViBraFlu, thése en cours
de Marina Sabatier, équipe VirPath). Ces études, associées a des études mécanistiques, sont
aussi nécessaires pour déterminer 1’influence du microbiome respiratoire, par ses interactions
avec le virus, sur les conséquences cliniques de I’infection virale. Ces études sont
un prérequis indispensable au développement de thérapies innovantes impactant

ces parametres.

Enfin, il est nécessaire de prendre en compte les interactions a distance des microbiomes
extra-respiratoires avec le systéme immunitaire. En effet, ces microbiomes (principalement

le microbiome digestif), bien qu’a 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 mod¢le 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 a la grippe (229).

3. Diversité génomique virale: impact d'un marqueur viral

intrinseque

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 particulierement 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 a contamination
entérique comme les Norovirus, Adenovirus ou virus de I’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)

A notre connaissance, 1’étude présentée dans ce travail était la premiére a 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 a 1’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 a 100000 copies par échantillon (60). Ainsi la saturation du systéme est
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I’un des principaux inconvénients observés avec la PCR digitale, limitant son utilisation en
diagnostic direct. Le dépassement de ce seuil entraine 1’'impossibilité pour le systeme
de distinguer gouttelettes positives et négatives, comme c¢’était le cas pour les échantillons au
Ct inférieur a 23 qui ont di étre 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, particulierement dans les échantillons a 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 étre
utilisés pour classer les gouttelettes ambigués, limitant ainsi le nombre de faux positifs, méme
si aucun n’est complétement 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 a toutes situations, et limiter I’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, 1a ou 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 a 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). A noter que la persistance de sous populations
résistantes est limitée par le colt 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 pathogeénes a faible charge, ou de variants
minoritaires, la PCR digitale reste d’un apport considérable (238). Néanmoins, le bénéfice
a profiter d’une détection a sensibilité si importante reste a valider en pratique de routine.
En effet, si les techniques usuelles comme le pyroséquencage ou les RT-qPCR ne permettent
pas la détection des sous-populations inferieures a 10%, ce seuil reste un seuil suffisant,
I’adaptation thérapeutique n’étant recommandé¢ que dans le cadre de modifications

phénotypiques de I’antibiogramme (63,240).

Dans cette étude, les résultats de séquences autant en termes de faisabilité (exclusion
des échantillons au Ct supérieur a 27 par RT-qPCR) que de diversité observée (associée
a la diversité analysée) ont pu étre impactés par la charge virale initiale. Cette limite peut
aisément étre dépassée par 1’utilisation d’une plateforme de séquencage 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 colt des expérimentations, les études de ce travail de thése ont montré
I’efficacité de ces mémes protocoles aux Ct supérieurs a 27 (241). Par ailleurs, et malgré
ces considérations, cette premiere ¢tude a montré une détection jusqu’a 1% des variants
minoritaires. Il faut néanmoins garder a D’esprit que ces populations sont possiblement
des artefacts techniques introduits par la PCR ou le séquencage et qu’a I’inverse de la NGS,

les techniques de PCR (digitale ou non) ne sont capables de détecter qu’une mutation précise.

Au vu de I’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 é&tre 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 étre d’un grand intérét
pour détecter les variants minoritaires associés a la sévérité¢ de la maladie comme retrouvés

dans le cadre d’une étude décrite ci-apres.

3.2. La diversité initiale du génome viral : description précise
dans le cadre d’'une excrétion longue de 'immunodéprimé

Dans cette étude longitudinale d’un cas unique de patient immunodéprimé du fait

de son DICS, la transplantation a conduit a son décés, 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, méme si seul 1’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
I’¢tude de cette excrétion longue, ou, en absence de traitement, les variants résistants sont
supplantés par les variants sauvages ainsi qu’avec les études détectant les virus résistants a
bas bruit des les premiers préleévements avant toute évolution thérapeutique (155,156).
Dans ces ¢études comme dans la notre (méme si aucune preuve robuste n’a pu étre établie a
coups sir du fait d’un défaut de profondeur), 1’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). A noter
néanmoins que 1’absence de couverture homogeéne suffisante dans notre étude a empéché
de conclure quant a la présence de particules interférentes défectives (245,246). 11 aurait pu
étre intéressant de vérifier si la présence de ces particules conduisait a des cas plus séveres
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 séveres, dont I’introduction dans des virus de
génomique inverse réduit le taux de ces particules. Cette mutation, associ¢ a une diminution

des interférences était liés a des formes séveres respiratoires (247).

Les différences observées d’identification des populations résistantes peuvent aussi avoir
¢té influencées par le site de prélévements 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 ¢tude dédiée de ce travail de thése (n’ayant pas pu étre contributive par
défaut de recrutement) méme si non retrouvées sur les autres études de ce travail, il est licite
d’anticiper que cette différence de diversité serait associée a 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 a la sévérité de la maladie (249,250).

Enfin, comme pour les études sur le VRS, la diversit¢ 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 étre le reflet d’un biais analytique,
la couverture étant le plus faible pour I'un des échantillons. I 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 a associer a un avantage sélectif de mutation
de ces segments supportant 1’évolution de ces virus (251). Nos données supportent donc
I’intérét de surveiller les segments non-HA et non-NA dans I’épidémiologie des virus
Influenza. Enfin, cette diversité génomique virale augmente lors de la restauration
immunitaire apres greffe, comme cela avait été rapporté pour le VRS chez un patient au

facteur de risque similaire (172).

En conclusion de cette partie, cette ¢tude a montré que le NGS pouvait étre intéressant
dans les situations particulicres comme les altérations immunitaires, 1a ou les variants
minoritaires représentent un risque d’échec thérapeutique. Néanmoins a I’heure actuelle,
malgré les performances de détection de tres 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 étre un besoin majeur. Ainsi et du fait
de I’absence d’alternative thérapeutique fiable, les techniques conventionnelles de détection
des variants résistants restent suffisantes a I’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 parametre de
virulence ?

Apres un premier cas d’étude de la diversification des virus grippaux dans le cadre d’un

patient immunodéprimé, cette étude était la premiére, a notre connaissance, a décrire la

diversification du virus [Influenza au cours de [I’évolution clinique des patients

immunocompétents, au moyen de séquencgage profond.

En effet, avant I’émergence du NGS, le séquencage par méthode de Sanger ne permettait

pas une caractérisation si précise des populations virales, et particulicrement
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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 séquencage et du fait de la relative briéveté du génome du virus Influenza
(~13.5 kb), la couverture et la profondeur obtenue satisfont pleinement
a cette problématique (255). Toutefois, la nature segmentée de ce génome rend difficile
une couverture a profondeur suffisamment homogene 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 a la fois pendant la (RT-)PCR,
le séquengage en lui-méme mais aussi pendant les analyses informatiques), 1’utilisation
de controles de qualité validés est un élément crucial a mettre en place pour valider
le processus (pré-) analytique (256). L’¢étude présentée dans ces travaux de thése propose
I’utilisation de controles de qualité adaptés a 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 ’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, méme si aucune différence supplémentaire n’avait été
retrouvé a 1%, dans 1’étude de diversification de la diversité. De plus et contrairement
a une autre approche déja publiée, 1’utilisation de plasmide est une méthode d’évaluation des
performances des études de diversité encore plus robuste que ’utilisation de virus de plages
de lyse (259). Les plasmides étant exempts de mutations non attendues, un seuil de fausse

positivité peut donc étre 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 a la profondeur de séquencage, ces résultats confirment
la robustesse des différences observées, indépendamment des performances analytiques.
Cette information est fondamentale pour les futures é&tudes, permettant d’assurer
la comparabilité d’échantillons issus d’études aux performances de séquencage différente,
méme en cas de profondeur de séquencage plus faible au-dela d’un certain seuil

de performances.

Dans le cadre de ce travail de these, quelle que soit 1’é¢tude (a I’exception des études
de I'immunodéprimé), nous avons limité les échantillons respiratoires sélectionnés
aux spécimens prélevés avant toute thérapie antimicrobienne. Ce critere d’inclusion permettait
I’analyse de la diversité virale sans le facteur confondant majeur qu’est la prise d’antibiotique
préalable. Ce critére est de standardisation difficile et présente un impact conséquent
sur le microbiome (dont les virus pathogénes font partis par ailleurs). A I’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
I’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 1’évolution de la diversité
virale suggere que la diversification des virus Influenza pourrait €tre 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 a 1’utilisation de virus génétiquement
modifiés (a la polymérase de fidélité augmentée), en vue de produire de vaccin a sécurité
et efficacité augmentés) (263). En effet, les populations moins diversifiées engendrant

des manifestations moins séveres, il pourrait €tre envisagé 1’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 a la clairance virale ainsi
qu’une amélioration de la symptomatologie, serait consécutive au dépassement de ce seuil,
conduisant a ’extinction de la population virale par elle-méme. Ainsi, cette observation
supporte ['utilisation de la ribavirine comme thérapeutique antigrippale, déstabilisant, entre

autre, la polymérase grippale, comme c’est le cas pour les Hantavirus (189).

A T’échelle des segments pris individuellement, la diversité génomique virale évolue
différemment. La diminution significative observée au niveau du génome entier €tant causée
principalement par 1’évolution des segments codant PB2 et NS1. Ces différences ont été
associé¢es 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 a I'inverse du segment NS1. Les mutations du segment codant NS1 sont associées
a une différence de devenir clinique, par exemple dans les modeles équins ou de virus H5SN1
et les segments non antigéniques (tous les segments sauf ceux codant HA et NA) sont associés
a une capacité d’augmentation du fitness viral (264-266). Il a ét¢ montré que les mutations
dans la nucléoprotéine jouaient un role majeur dans ’adaptation et la virulence virale,
permettant au virus d’échapper a I'immunit¢ médiée par les lymphocytes T (267).
Ainsi, notre étude apporte des ¢€léments concernant la diversité par coordonnées
nucléotidiques comme un ensemble et pas seulement au niveau de la mutation ponctuelle.
Elle suggére donc que les segments porteurs d’une diversité importante sont associ€s au

devenir clinique, apportant de potentielles propriétés émergentes a des virus néoformés.

Cette étude de diversification génomique virale souffrait néanmoins de quelques limites,

principalement dues a sa nature rétrospective. La principale étant sa taille limitée, réduisant
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la précision de I’observation des variants sur une coordonnée nucléotidique donnée, sans pour
autant impacter de fagon majeure les résultats obtenus. De plus, du fait de la nature non
interventionnelle de cette étude, aucun prélévement n’était réalisé en dehors de la prise en
charge usuelle des patients infectés, méme si dans le cadre de cette étude, il aurait pu étre
intéressant de prévoir des prélevements supplémentaires, rapprochés dans le temps, pour
peaufiner les variations de cette diversité. Néanmoins et indépendamment de toute
considération clinique, il a déja été rapporté que les variations sur une €chelle plus courte
qu’une journée peuvent étre 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 premicére fois a celle-ci les informations cliniques et
biologiques de I’infection d’un hdote humain. Les informations qu’elle apporte ouvrent un
large champ d’investigation dans la prise en charge des infections au moyen du séquencage a
haut débit. Elle suggere de plus I'utilit¢ de nouvelles thérapies ne ciblant pas les protéines
antigéniques des virus grippaux et renforce 1’utilit¢ de générer des virus modifiés

génétiquement.

3.4. La diversité initiale du génome viral : une discrimination
possible des souches virulentes ?

Apres avoir considéré la diversification des virus grippaux dans une dimension

temporelle, ce travail de thése a considéré la diversité de ces virus dans une dimension

interindividuelle en I’é¢tudiant a un temps précoce de la maladie grippale.

Comme suggérée par des études de transmission inter-hdte, il a ainsi pu étre observé que
le nombre de coordonnées nucléotidiques impliquées dans les variants minoritaires est plutot

faible, environ un sixieme 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 hétérogene
des régions comportant des substitutions a ét¢ mis en évidence dans le génome du virus
grippal, quel que soit la conséquence clinique et ce des le temps initial de la maladie (196).
L’intérét 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; i1/ 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 modeles murins, il a ét¢é montré qu’a une restriction de diversité était associée
une létalit¢ diminuée (181,182). Néanmoins, avant 1’étude présentée dans le présent travail,
les études réalisées chez I’humain ne 1’étaient que chez les patients immunodéprimés, a

I’excrétion prolongée plus simple a 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 prélévement ont été inclus. De plus, et malgré les difficultés
inhérentes a 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 symptomes,
soit 4 jours post infection au maximum). En excluant les patients a 1’évolution clinique
plus ancienne, il a été possible d’analyser la diversité virale initiale en association avec

I’évolution clinique sans facteur confondant, comme aurait pu I’étre 1’age du patient (268).
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Dans nos observations, cette diversité initiale a ¢ét¢ 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 a 2200 substitutions par
coordonnée nucléotidique par an pour les IAV contre 450 a 800 substitution par coordonnée
nucléotidique par an pour les IBV) (269). Ces études ¢étudiant la transmission inter-hote,
cette discordance apparente semble donc étre plutot le reflet d’un goulot d’étranglement

de la transmission, plus qu’une diversification intra-hdte précoce (158).

La différence observée entre les formes bénignes de H3N2 et séveres de HINI était
principalement due au segment codant NP. Le développement de nouvelles molécules
antivirales, ciblant ’interaction de la protéine NP avec le génome viral pour limiter le taux
de réplication virale semble étre d’intérét, 1’émergence de variant résistant étant moins

probable, car moins diversifi¢ (270).

De plus, une différence de diversité initiale n’a pu étre observée entre les formes
neurologiques et respiratoires de grippe qu’en termes de diversification du segment codant
la neuraminidase. Apres une validation extensive sur une cohorte prospective, ce parametre
pourra étre utilis€é comme facteur de prédiction du devenir clinique des patients, en vue d’en
optimiser la prise en charge. Ainsi par ce mécanisme, il pourrait étre intéressant d’envisager
I’association des INA, a I’action directe associée a une action de diversification génomique,
et de molécules antivirales déstabilisant la polymérase, en vue d’un dépassement du seuil
d’erreur toléré a visée thérapeutique. Cette observation permet aussi d’insister sur le bénéfice
a utiliser les inhibiteurs de neuraminidase de facon plus modérée. En effet, la limitation
de la libération des variants, associée a une augmentation massive du taux d’erreur

par les INA peut étre I’explication pour laquelle sous certaines conditions (comme
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une inflammation excessive ou un systéme immunitaire altéré) les patients traités présentent

un sur-risque de complication respiratoire (244).

Il a aussi ét¢é mis en évidence que la plupart des variants minoritaires s’exprimaient
par des substitutions en dehors du site d’attachement a la cellule ou du site catalytique pour
les virus HINI1. Supporté par 1’existence d’une diversification en dehors de régions
antigéniques, cette répartition justifie I’existence de ces hotspots, ainsi que leur impact,

indépendamment de (préalablement ou non a) toute décision thérapeutique.

Comme dans I’étude de diversification, aucune différence pertinente en termes de
diversité n’a pu étre associée au choix du seuil de diversité retenu (271). Une seule différence
a pu étre 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, li¢ a un faible nombre de patient par groupe clinique est le principal

probléme de cette étude, limitant la stratification par type/sous-type viral.

Face a ces résultats, deux hypothéses 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 I’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 a distance de la sphere 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 méme période d’inclusion, d’inclure plus de 10 couples tractus haut — tractus bas, avec
seulement de rares prélévements chez les patients sains et n’a donc pu strictement conclure
a une différence significative. A noter néanmoins que 1’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 prélevement (272). Cette étude a par ailleurs montré que 1’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 déja montré pour les virus H3N2 (180).

En conclusion, ces études sont importantes pour comprendre la diversité initiale des virus
Influenza infectant 1’étre humain. Malgré les limitations techniques décrites ci-avant, celles-ci
ouvrent un large champ d’investigation, renfor¢ant le bénéfice a 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 infecticuse séveére, dont la présentation

polymorphique, conduit a des formes séveres voire a des déces.

Depuis I’identification du virus de la grippe, il a longtemps ¢été considéré que
cette infection, monolithique, était enticrement due a ce seul pathogeéne. L’évolution
des technologies de biologie moléculaire d’abord, puis plus récemment des technologies
de séquencage a haut débit, a modifié considérablement les paradigmes étudiant cette maladie
infectieuse. Il est maintenant évident que la susceptibilité et la sévérit¢ des infections
respiratoires aigiies, dont la grippe fait partie, est une résultante des interactions entre
les différents régnes des cellules eucaryotes de 1I’hote et des micro-organismes présents dans
I’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-méme.

Dans ce contexte d’évolution rapide des connaissances, ce travail de thése, réalis¢ a partir

de cohortes standardisées de patients inclus au stade précoce de la maladie et en dehors

204



Partie C. Conclusion

de toute antibiothérapie, apporte des données nouvelles permettant d’améliorer
la compréhension de 1’évolution clinique des humains infectés par le virus grippal.
Dans une premiére partie, 1’étude des microbiomes bactériens des enfants et adultes infectés a
permis de mettre en évidence, dans des prélevements 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 a une différence d’abondance de nombreuses
OTU, dont certaines permettent la constitution d’un score « microbiotique » a 1’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 a vérifier pour sa pleine utilisation en routine.

Dans un deuxiéme axe, ce travail de thése 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, modeles d’étude plus simple grace a la prolongation de leur
excrétion virale. Ces travaux ont pu mettre en évidence le bénéfice a étudier précisément les
populations virales minoritaires, du fait de I’émergence trés 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
étre un parametre a 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 a utiliser comme souches vaccinales une population
virale a faible diversification associées a une issue clinique plus bénigne. Par ailleurs,
ces données de diversifications peuvent aussi étre utiles en situation de traitement,
par le développement de nouvelles thérapeutiques ciblées sur les régions non diversifiées,

limitant I’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 thése a permis d’étudier en profondeur deux intervenants
majeurs de I’infection grippale : le pathogéne lui-méme et la communauté bactérienne
résidente. Dans le cadre d’une approche intégrative de toute maladie infectieuse,
les interactions avec les régnes fungique (mycobiome) et viraux (virome) restent a établir en
corrélation avec les réponses transcriptomiques de 1’hote. En ’absence d’évolution en terme
de faisabilit¢ (cout-efficacité, simplicité d’analyse bioinformatique, ...), il est difficile
d’imaginer a court terme une évolution des pratiques clinico-biologiques s’appuyant sur un
séquengage des communautés bactériennes et du séquencage 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 1’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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Virus influenza
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>

Virus influenza

Famille : Orthomyxoviridas

Genres : Influenzovirus A et B

(8 segments) ; 10 3 15 kb au total

Genome : ARN monocatenaire linéaire de polarité negative segmente

Taille : 20 a 120 nm

1 - Historique

La famille des Orthomyxoviridoe est composee de
7 genres : Isowirws, Quaranjovirus, Thogotowirus et
les 4 genres Infiluenzavirus A, B, C et D. Bien que les
virus influenza de types A, B et C puissent étre isolés
chez I'étre humain, seuls les virus de types & et B sont
responsables de la grippe, les virus de type C &tant
responsables de simplas rhinites.

La grippe est une infection respiratcire épidémigue
survenant chaque hiver dans les régions tempeérees
et toute lannée dans les régions intertropicales.
Cette infection virale entraine une mortalité et une
merbidité trés élevées, avec 290 000 a 650 000 déces
par an (estimaticns de I'OMS3). Les virus de type
A sont classes en sous-types en fonction de leurs
glycoprotéines de surface : 'hémagglutinine [H) et la
neuraminidase (N). Seuls les sous-types A[H1N1) et
A(H3N2) circulent annuellement chez Pétre humain
méme si les autres sous-types, d'origine zoonotique,
peuvent exceptionnellement I'infecter. Parmi les virus
de type B, 2 lignages appelés B/Yamagata et B/Victoria
coexistent et cocirculent a Peéchelle planetaire depuis
les annees 1980. La survenue annuelle depidemies
s'explique par Févolution permanente de ces virus a
ARM, par un mécanisme de glissement antigénique a

des rythmes différents et non linéaires. Ce glissement
est le reflet de la modification des glycoprotdines
de surface du virus, cibles principales de la réponse
immunitaire. Chague hiver, un virus plus ou maoins
variant antigéniguement, non reconnu par la réponse
immunitaire préexistante de la population, est capable
de réinfecter des individus ayant déja £té infectés dans
le passé.

Bien que la plupart des infections observées
n'entrainent pas de complication, le pouvoir
pathogéne de ces wirus est important. Chez certains
individus présentant des facteurs de risque, la grippe
peut entrainer des formes graves et um diagnostic
rapide dewvient un enjeu majeur pour une prise en
charge adaptés. Des antiviraux spécifiques sont venus
compléter efficacement Farsenal thérapeutique qui ne
comportait que le vaccin jusqu'au début des années
2000.

La grande variabilité des virus grippaux, le risque
pandémigue et leur pouvoir pathogéne imposent
une surveillance tres etroite des virus circulants 2 la
fois chez Fétre humain et chez I'animal, ainsi que le
développement de nouveaux moyens thérapeutiques
ou préventifs.

Dans ce chapitre, nous décrirons uniquemeant les virus
présentant un intérét en pratique médicale - les virus
influenza A et B.

Tralte de Wirnlogie Madicale
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B B dite & espagnole ®, Lorigine de ce virus responsable
2 - HIEtﬂrlql.lE de plusieurs dizaines de millions de deces dans le
monde, n'est pas complétement élucidée, mais il
pourrait provenir directement du réservoir aviaire.
En 1957, une 2*® pandemie dite @ asiatique » a ete
responsable de prés d'un million de moris dans le
monde. Le virus A{HZN2) issu du réassortiment entre
un virus aviaire et le virus circulant A(H1IN1) de 1918,
s'imposa et circula jusguien 1968, Cette année-l3, le
virus A[HZN2) de 1957 a &té remplacé par un virus
AlH2ZNZ) responsable de la 3* pandémie cu « grippe de
Hong Kong » avec environ 4 millions de morts dans le
monde. Ce virus pandémigue proviendrait également
d’un réassortiment entre des virus aviaires et le virus
humain circulant A[HZN2). En 1977, |a réémergence de
Ensuite, en 1781 puis en 1830, ont été décrites virus A|H1N1) proches des virus ayant circulé dans les
des épidémies massives débutant en Asie avant annees 1950 a dnnné‘ lisu 3 Fépidémie mondiale dite
de diffuser en Russie puis en Europe, rappelant la de la & pseudo-pandemie russe ¥. Depuis cette date,
diffusion mondiale des virus pandémigues. Lla 1™ En FI."'E' des virus de type H'-_ m—clr:ule_nt 2 sous-types
description détaillée d'une pandémie date de 1890,  9¢ virus de type A chez Fétre humain : A[HIN1) et
& Foccasion d'une épidémie majeurs en Russie due A[H3NZ] {Fig. 1).
vraisemblablement 3 un virus A{H3Nx), le type de N
etant toujours débattu.

La grippe est une maladie infectieuse particuli¢rement
contagiewse circulant chez Pétre humain depuis
trés longtemps. Les 1™ descriptions d'épidémies
dlinfections respiratoires durant plusieurs semaines
[évocatrices d'épidémies de grippe) ont &té faites
par Hippocrate en 412 avant JC, puis au Moyen-Age
dans les armées de Charlemagne. C'est en Angleterra,
en 1510, qu'a été faite une description précise des
epidémies de grippe survenant par episodes frégquents
mais irréguliers et d'intensité wvariable touchant
préférentiellement les personnes agees.

La 1™ pandémie du XXI* sigcle ou « grippe porcing @
fut causée par la transmission & I'étre humain en 2009
d'un virus A[HIN1) {note A{HIN1)pdmO9] issu d'um
réassortiment entre 4 virus dont 3 ne circulant que
chiez le pore et le virus humain A(H3IN2). Depuis 2009,
le wirus A{HIN1l)pdm02 continue & circuler lors des
eépidémies saisonniéres. |l a complétement remplace

Au cours du XX sigcle, les connaissances sur la grippe
se sont améliorées @ distinction entre épidémies
saisonniéres et pandémies, description de l'agent
eticlogique d'origine virale par Richard E. Shope en
1520, puis isclement du virus influenza A humain par . S -
Wilson Smith, Christopher Andrews et Patrick Laidlaw 125 5ouches A{H1N1} pré-pandémiques (Fig. 1).
en 1933. Les virus influenza de type B ont £té isolés en

1940, de type C en 1947 et de type D plus récemment De nos jours, la grippe est encore I'une des principales
en 2011 [Fig. 1). causes de morbidité et de mertalité par maladie

infectieuse en France et dans le Monde.

Depuis le début du XX*® siecle, plusieurs pandémies ont
eté décrites chez I'étre humain. En 1918, Fémergence
d'un virus A[HIN1) a été responsable de ks grippe
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Figure 1 : Les virus influenza dans I"histoire depuis le début du XX* siecle

En couleur sont représentées les périodes de circulation des sous-types de virus influenza de type A au cours du Xx® siédle.
Ces nouveaus sous-types de virus influenza ont été & I'origine des pandémies de = grippe espagnole », de « grippe asiatique »,
de « grippe de Hong-Kong » et de « grippe porcine » ou de 'épidémie dampleur mondizle de = grippe russe ». * Les données
concernant le virus A[HINx) sont issues d'études de séro-archéologie. Sont encadrés les événemants marguants concernant
la grippe.

1aw : virus influenza & ; 1BV - virus influenza B ; 1CV © virus influenza  ; 10V © vires influenza o
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3 - Structure du virus

3.1. Nomenclature

Les types de virus influenza sont définis selon les
caractéres antigéniques de leur nucléoprotéine (NP) et
de leur protéine de matrice (M).

Depuis 1980, les virus influenza sont classés selon
I2 nomenclature internationale de I'OMS: type
antigénique viral A, B, C ou D / héte d’isclement de
la souche si non humaine / lieu (ville) d’isolement
initial / numéro d’identification de la souche / année
du 1% isolement; par exemple C/Paris/1/67. Pour
les virus de type A, le sous-type en fonction de la
nature antigénique de leur hémagglutinine et de leur
neuraminidase {HxNx) compléte ce nom : par exemple
Aflyon/1224/2017 (H3N2).

La dénomination des virus B se fait sur le méme

modeéle ; 2 lignages de virus B circulent depuis les
années 1980 : B/Yamagata et B/Victoria (Fig. 2).

3.2. Structure des virions

Les virions sont majoritairement de forme sphérique,
enveloppés, a capside hélicoidale mesurant entre 80 et
120 nm. Les formes plus allongees peuvent atteindre
jusqu’a 200 nm (Fig. 3). Trois protéines rnajal'es sont
intégrées dans la membrane de la Gpstde: virale,
formant les glycoprotéines de surface des virus de

type A : 'hémagglutinine (HA ou H), la mlmdase:
(NA ou N) et le canal a proton mmenﬁanalre,{

L am am an an an vgvv'v vvvvvv

Fromomoi et arasoe S0 ¥ 5 23 % 2050 87 8039 00 071 0F 30 o4 @ o CF

Figure 2 : Evolution genet!que des virus influenza B depuis 1977

Larbre phylogénétique représenté ci-dessus montre le schéma d’evoluoon des virus influenza B. Deux llgnaga de virus
influenza B (Victoria et Yamagata) co-circulent mais n’évoluent pas de la méme facon. Le lignage Yamagata évolue beaucoup
plus vite avec Fapparition et la co-circulation depuis les années 1990 de 2 clades.

Traite da Virviogie Médicaie
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B Glycoprotéines §
de surface
(HA et NA)

C D
Virion Virion Ribonucléoprotéine
allonge sphérigue

Figure 3 : Cryo-microscopie electronique de virus influenza de type A

A et B. Photographiesde virions AJHAIN1), les spicules 3 la surface correspondent aux ghycoprotéines. C et D : photos de virions
A[H3NZ) de formes diverses. D'z coupe de virion permettant d'observer les 8 ribonucléoprotéines.

Lenveloppe lipidigue du  wirus, obtenue par
bourgeonnement 3 partir de la membrane cellulaire
est couverte sur sa face inteme par des oligomeéres de
protéine de matrice de type 1 (M1) (Fig. 4). Les virus
de type B présemtent unme structure proche avec 4
protéines d'enveloppe : HA, NA et NB-BM2 remplacant
la protéine M2 présente chez les virus de type A.

3.3. Genome viral et role des protéines virales

Le génome des wirus influenza est constitué d'un
ARN monocaténaire linéaire de polarité négative,
denwviren 13,5 kb, pluri-segmenté (2 segments pour
les virus de types A et B, et 7 pour les virus de types
C et D). Les segments d’ARN viral (ARNv) sont liés 3 |a
nucléoprotéine (NP), Fensemble interagissant avec les
protéines du complexe dela polymerase virale (protgine
acide ou PA, protéine basiqgue 1 ou PEL et protéine

Tralié e Viroiogle Médicale

basigue 2 ou PB2} pour former les ribonucléoprotéines
virales (RMPv, Fig. 4). Les segments codent jusqu'a 17
protéines wirales présentant des fonctions variables

(Tab. 1).

3.4. Glycoprotéines d'enveloppe

Les wirus influenza présentent 3 leur surface des
glycoprotéines possédant des fonctions a la fois
complémentaires et antagonistes au cours du cycle de
multiplication (Fig. 5). Ces glycoprotéines permettent
Iattachement et Finternalisation duvirus dans la cellule
(HA) mais également sa libération en fin de cycle (NA)
grace 3 Iutilisation d’'ume cible cellulaire commune,
l'acide sialique [ou acide N-S-acétylneuraminigue).
Une multiplication virale efficace depend de la balance
HA/MA, c'est-a-dire de I'équilibre entre les fonctions
de ces glycoprotéines eévaluées par la mesure de
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Figure 4 : Représentation schématique d'un virus influenza de type A

Les glycoproteines (hemagglutinine [HA] et neuraminidase [MA]) =t la proteine de matrice M2 qui possede une activite de
canal ionique sont insérées dans Menveloppe virale. La protéine de matrice M1 tapisse |a face interne de Fenveloppe virale
qui est également associée 3 des protéines mon structurales : NS1 [protéine non structurale 1) et MEP (protéine d'export
nucleaire). La particule virale de type A renferme & nbonucléoproteines constituees des segments FARN viral recouverts de
nucléoprotéine [MP) et assodés au complexe polymérase [PE1, PEZ et PA){Claire Bulteau).

I'affinité de la HA et de Factivité sialidasigue de la NA.
La balance HA/MA jouerzit un réle important dans
I'évolution des virus au sein d'une espéce, notamment
pour Padaptation d'un virus influenza 3 un nouvel hite
et pour Fémergence de résistance aux inhibiteurs de la
M& [INA). Les acides sialiques sont fixés a Pextrémite
des glycoprotéines ou glycolipides cellulzires par des
limisons de type a2,3 ou a 6. La distribution des acides
sialiques a2 3 et @2 6 dans 'arbre respiratoire varie en
fonction des espéces (voir paragraphe 7.1).

Uhemagglutinine  [MA).  U'hemagglutinine  [HA)
représente environ 20% des glycoprotéines de surface
desvirus A. Les 16 sous-types de HA, dits € classigues B
sont répartis en 2 groupes et 4 clades : le groupe 1
contenant les clades H1 (H1, H2, H5, HE, H11, H13,
H16) et H3 (HE, HS, H12) et le groupe 2 comprenant les
clades H3 (H32, H4, H14) et HT (H7, H10, H15). Il est 3
noter que depuis 2013, 2 nouvelles HA ont &t décrites
chez des virus isolés de chauves-souris (H17 et H1E).

Les HA somt organisées en homotriméres dont
chague monomere se compose des 2 chaines
polypeptidigues - la chaine HAl, composée d'un
domaine globulaire contenant un site dattachemeant
aux acides sialiques (RBS pour receptor binding site] et
des sites antigéniques ; la chaine HA2, composée d'une
tige fibreuse permettant ancrage de |2 prot€ine dans

Fenveloppe virale et du peptide fusion. La libération
de ces chaines polypeptidiques se fait par clivage
d'un précurseur, HAD, par les protéases specifiques
sécrétées par les cellules non ciliées du tractus
respiratoire humain et digestif aviaire. Lefficacite
du clivage dépend du sous-type de HA, du pH et des
proteases presentes dans le milieu. Les virus influenza
aviaires hautement pathogenes (JAHP) (Encadre 2)
possédent une séquence polybasigue entre les
polypeptides HAL et HAZ pouvant &tre clivée par des
enzymes ubigquitaires telles que des sérines protéases.
Ce clivage facilité permet la multiplication de ces virus
en dehors du tractus respiratoire favorisant ainsi la
diffusion systémigue dans Morganisme infecte.

La neuraminidase ([MA). Les neuraminidases
representent 20% des glycoproteines de surface
des virus de type A. Elles sont isolées ou groupées
& la surface du virus. Ce sont des enzymes & activité
sialidasique hydrolysant le lien entre I'acide sialigue
et le sucre adjacent. Les MNA possedent 3 rdles
majeurs au cours de la multiplication wvirale. Elles
degradent le mucus riche en acides sialiques, aidant
ainsi la progression du wvirus et "accés aux cellules
eépithéliales dans le tractus respiratoire, elles facilitent
I'activation des HA et permettent le detachement des
nouveaux virions de la surface des cellules hdtes aprés
bourgeonnement.
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Tableau 1 : Fonctions des protéines codées par les 8 segments des virus influenza de types A et B

Chapitre 39 - Virus influenza

Fonctions des protéines

1 PE2 Sous-unité du complexe polymérase permettant la reconnaissance de la coiffe
5" des ARNm
PEL Sous-unité du complexe polymerase permettant 'élongation de 'ARNm et avec
activité endonudéasigue
- PB1-F2° Activité pro-apoptotique et facteur de virulence
PE1-Na0" Regulation de expression de FBL par rapport 3@ PE1-F2
PA Sous-unité du complexe polymérase avec activité protéasique
PA-X* Modulation de la réponse immunitaire et facteur de virulence
3
PA-M155* Fonction inconnue
PA-M182* Fonction inconnue
. HA Glycoprotéine de surface et antigéne majeur ayant un rile dans la liaison aux
acides sialigues et dans |3 fusion membranaire
5 MNP Réle dans |z limison, la synthése et fexport nucléaire des ARN
- Glycoprotéine de surface avec une activité sialidasique permettant la libération
& des virions
NB* Glycoprotéine servant de canal ionigue
M1 Protéing de matrice permettant Pexport nucléaire des RMPv et le
bourgeonnement en interagissant avec les RNPy et les glycoprotéines
7 mA2*
BM2= Canal a proton permettant [ fusion membranaire et P'assemblage du virion
MA42*
e Inhibition de la réponse antiviale par antagonisme de IIFN et role dans
I'expressicn cellulaire
2 MEF {ou N52) | Export nucléaire des RNPv
NS3* Réle dans I'adaptation du virus a ka souris ?

* poncernie bes virus detype 4 et® conceme les virus de type B. HA - hémagglutinine ; M : matrice ; NA - neuraminidase ; NEP : protéine
diexport nucléaire ; N5 ; protéine non structurale ; PA : protéine acide ; PB : protéine basique ; RNPv © ribonucléoprotéine virale,

Les 10 sous-types de MA, dits # classiques ¥, sont
classés en 3 growpes: le groupe 1 (M1, N4, N5 et
ME], le groupe 2 (N2, N3, N6, N7 et N9) et le groupe
3 compose des NA des virus de type B. Comme pour
les HA, 2 nouvelles MA ont &té décrites chez des virus
isolés de chauves-souris en 2013 (N10 et N11).

La NA est un homotétramére dont chague monomére
se divise en une tige ancrée dans 'enveloppe virale
et une téte globulaire portant un site actif qui se fixe
aux acides sialiques. Seule la forme tétramérique de
la MA présente une activité enzymatigue qui dépend
des conditions environnementzles telles gue la
température etfou le pH.

Tralié de Viriogle Medcale

3.5. Nucléoprotéine (MP), complexe polymérase
(PA, PB1 et PB2) et protéines mineures

La NP est une des protéines les plus abondantes dans
la particule virale et chague molécule de NP peut
s'associer 3 24 nucléotides. Cette protéine se fixe 3
ARNv en exposant ses bases vers Pextérizur et permet
la formation des RMPw. La NP posséde également 2
signaux de localisation nucléaire permettant Fimport
nucléaire des RNPv.

Le complexs de ARN polymérase ARN-dépendante est
un hétérotrimére formé de 3 protéines - 2 protéines
basiques (PB1 et PE2) et une protéine acide [PA).
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La protéine PBLl porte le domaine catalytiqgue de
lactivité de polymérisation ARN-ARMN dépendante,
ainsigue 2 sites de liaison - un pour les ARNv et un pour
les ARNm. La protéine PB2 se lie 4 la coiffe des ARNm
cellulaires avant clivage par la protéine PA (Fig. 5). La
protéine PA joue un rdle dans la localisation nucléaire
de la synthese d&RMv, 'activité de replication de la
polymérase et Fassemblage du génome au moment
du bourgeconnement.

La plupart des virus de type A aviaires et humains
possédent une protéine PBL-F2 codée par le
segment 2 (Tab. 1) sur un cadre de lecture alternatif
en aval de I'ARNm de PBl. Lexpression de cette
protéine est corrélée 3 une excrétion massive de virus
sans medification de pathogénicité notable. Toutes
les spuches pandémigues humaines qui contiennent
un segment PE1 d'erigine aviaire, A{HIN1) de 1918,
A[HZN2) de 1957 et A(H3NZ) de 1968, codent une
PB1-F2 fonctionnelle. La protéine PE1-F2 posséde une
activité pro-apoptotique sur les cellules monooytzires
et neutrophiles, aprés recrutement par activation de
la voie NFEB pro-inflammatoire. Il est démontré, dans
le modéle murin, que PB1-F2 favorise la surinfection
pulmonazire par les bactéries & Gram positif.

PBL-N40 est la forme tronguée & Fextrémité
M-terminale de PEL. Cette protéine découverte en 2009
a ete observée dans de nombreuses souches de virus
influenza A issues de différentes espéces. PB1-N40
ne semble pas indispensable 3 la multiplication du
virus mais permet une régulation de Fexpression des
protéines PE1 et PB1-F2, favorisant la multiplication
virale.

Chez le wirus A[HIN1)pdm2009, le domaine
M-terminal de |z protéine PA [PA-X) a2 &té identifie
comme un facteur responsable de la suppression de
Iexpression de certains genes cellulaires permettant
une modulation de la réponse immunitzire. Cette
protéine est un facteur de virulence.

Enfin, PA-N155 et PA-N182 sont 2 formes tronquées 3
Fextrémité N-terminale de PA. Ces protéines ont &té
détectées dans plusieurs souches de virus influenza A
issues de différentes espéces. Ces protéines n'ont pas
diactivité polymérase et leur réle n'z pas encore pu
&tre déterming.

3.6. Protéines de matrice (M1 et M2)

La protéine M1 tapisse |a totalité de la surface interne
de Penveloppe virale pour en asswrer la rigidite,
formant ainsi des lizisons avec la partie intracellulaire
des glycoprotéines HA et NA ainsi guavec les RMPv.
Laccumulation membranaire de la protéine M1 en fin
de cycle viral est une étape crucizle de la maturation
des virus.

Pour les virus de type A, les tétraméres de protéines
M2 forment un canal a8 proton transmembranaire
permettant |acidification de la particule virale
indispensable pour le changement de conformation
de la HA lors de la décapsidation (Fig. 5).

La protéine M42 est un variant de la protéine M2,
transcrite & partir d’'un 2" cedon d'initiztion. Ce
variant n'est présent gue dans une minorité de
souches du virus influenza A mais elle conserve les

domaines majeurs de la protéine M2 lui conférant la
méme fonction.

Les virus influenza de type B posseédent 2 camaux
ioniques formés par la protéine BM2 et la protéine NE
codées par 2 segments différents (Tab. 1).

3.7. Protéines non structurales (NS1 et NEP)

W51 est une protéine non structwrale du wirion
exprimée a de trés fortes concentrations dans le noyau
de la cellule infectée. Cette protéine est un facteur
de virulence par ses fonctions de régulation de la
synthése dARNm cellulaires et d'inhibition du systéme
interféron mais jous aussiun réle dans la régulation de
la morphologie du virion.

La proteéine d'export nudészire (nucleor export protein,
MEP) (anciennement N52) jous un réle dans la sortie
des ARMv hors du noyau puis dans le transport des
BMNPv wers la membrane cellulaire, en interagissant
avec la protéine M1 dans le cytoplasme [Fig. 5). En
effet, NEP posséde un domaine reconnu par facteur
cellulzire d'export nuclézire, le CRM1 [chromosome
region maintenance protein 1).

N53 est une isoforme de la protéine N51 observée
dans une minorité de souches du wvirus influsnza
A. Uexpression de cette protéine est généralement
associée a ladaptation de ke souche virale 3 un
nouvel hite et a été principalement cbservée lors de
I'adaptation de sowches humaines chez la souris.

4 - Multiplication du virus : de la cellule
au modeéle animal

4.1. Multiplication du virus in wivo

Le virus se fixe a la cellule cible grice aux interactions
entre la HA et les acides sialiques. Aprés fixation, le
virus estinternzlisé dans la cellule hite par endocytose.
Lenvironnement acide de la vésicule endosomale
va zlors jouer 2 roles fondamentaux - i) initiation du
changement conformationnel des HA permettant
Fexposition du peptide de fusion situé 3 Fextrémité
N-terminale de la chaine HA2, et ii) ouverture du
canzl & protons M2 permettant Facidification de la
particule virale. Lactivation du peptide de fusion de
la HA va enclencher le rapprochement et la fusion
de la membrane endosomale avec 'enveloppe virale.
Lacidification de la particule wvirale induit &galemeant
la séparation des RNPv de la couche protéigue M1 et
la libération des segments viraux dans le cytoplasme
cellulzire. Les protéines constituant les RMPw [MP
et complexe polymérase] possédent des signaux
reconnus par les facteurs de transport nuclézires

Tralté de Viriogle Madicalie

231



Partie E. Annexes

"{neaqng aNED) (v MY SSEpILIEINGU B] 3D UO{}IE,| B 20EIE saniyje s sapyde sap aBenD JEd suoy S3p UORERGE | 0 UL uOARMOg (U "3Nj R0 & 3P sanbypdi| meapel

90 NESAM NE XNEIW SJUBSoUeD $3) SN0 30 2B pQUISSEE 19 U o BBy (W JUSWau uosEin og 30 SUCT B] 90 WO 8NP US AJNY S9P Lodsuen o Bansse nb Ty sumsgoud 8 & swsedojd> o suep
uop e ossy (| TIWED N0 T4y oud SO0 BUSHNG A UOIBSY SLUOSOWIeATT) S 1 EREnU Jiod e, pne ey ne soeiE swsndogd 8 S5 5990004 5 2008 JU0A 3N #P S0ussiad U IND AN Y S8 JSWI0E)
anod {dn) seueioidosRnu $2p ¢ lvd 19 7 8d 'Tad) #seswidod sxapdw oo NE SHUICIOPU AN Y $90 UDREROSSY [N SN Y Sep Jed gAY un,p asayuds (1 {anay) sapeBau spueed 2p xneaa
N 90 Jpued g [2ay) 2aned seed Sp SUIBIURLS e N Un B SESRIuAs {1 TR0 D op peurdde) BIA (TN @ W WH] SSUBURIGWSW SR e S8 p LodsuRE 19 UoRRInIen (Y TN 18 YN
"yt W s oo S ancd S nbws epd Spus W NRSEE) 3 SUER BO% AN 15 TSR TN UM v (T84 294 spuopsngcd B ancd swsepdo 18 ) SuEp P05 SRNEN |50 S csoqu 55 Jed s icad us Xnesa
WY 5P uspanpeil (B swsedois & s s uodis sind st usp el od Juos e WNEY 550 () CT8d SYUN-Nos B Jed e WNEY 550 uopesswied B sp uopepl) swsd S0 pE0
S UCREISON IR B Wd FUUN-N0S ) Jed 33N BEE IND SRR WNAY S50 S00 8] | ) 35 Z8d FUNN-SN0S B S80S WNEY 5] 0E oo sunp samded (3 netou 3) sie (Adny) SR
TR DI dOFINUC O S0 UOHESOTURL 13 UORRSGIT (P HPWOTORUS SURI QIS 13 BN SURIQUISW 3 US UDITY B 13 YH Bl 30 UDHELUCIUDD 3P USWSTURD 3 Juepswsd 2 RURD # EA
suojudap sanus Jed HEn ANHLE B)E P UONEXYREY (3 S5 040D S TEd SN np USEN#IRd (] ek |EE SSp0E 59 © SaIjE N D snaldaca 550 ns SEns (YH) suupnEReussy ) 3p uopegd (e
v adAy ap snua sap wogex|dgmw ap aph 1 g aundly

TEW

Feah o ot

(Ti2u 20y Jodsa,p anese)
() Wy P e

ERLET TR T LT

T
auE b anmguU

ie e,

wH .

o
L

2
i,

Trama de Vinaiogle Medcale

232



Partie E. Annexes

Chapitre 39 - Virus influenza

de la cellule hote permettant e transit des RNPv du
cytoplasme vers le noyau. Aprés le passage des pores
nucléaires, les ARNv vont servir de matrice pour la
transcription et la replication.

La tramscription en ARNm commence par la capture
d'une coiffe sur les ARNm cellulaires par le complexe
polymérase. La sous-unité PB2 se lie 3 la coiffe des
ARNm cellulzires qui sera clivée par la sous-unité PA.
La récupération de la coiffe permet I'initiation de la
polymeérisation des ARNm wviraux par la sous-unité
PBEl. A la fin de la transcription, les ARMm wiraux
sont polyadenyleés puis exportés vers le cytoplasme
pouwr la traduction en protéines. La synthése de PE2,
PEL, P&, NP, M1, N51 et MEP se fait directement
dans le cytoplasme tandis que celle des protéines
ancrées dans l'enveloppe virale (HA, NA et M2) se
fait dans le réticulum endoplasmigue. Ces protéines
membranaires subissent ensuite des modifications
post-traductionnelles  puis sont transportées wig
I'appareil de Golgi vers la membrane cellulaire.

Les ARMv wvont également étre utilisés pour la
replication du génome virzl par la synthese d'un ARN
complémentaire de polarité positive (ARNc). Les ARNc
restent dans le noyau et s'associent aux protéines
MNP et au complexe polymérase pour former des RNP
complémentaires [RNPc). Enfin, les RNPc vont servir de
matrice 3 la synthése des ARNv de polarité négative
pour reformer des RNPv.

Lexport nucléaire des RNPv vers le site dassemblage
est possible grace a des interactions entre les ARNv, la
protéine NEP et un facteur cellulaire dexport nucléaire,
le CRM1. Une fois dans le cytoplasme, la protéine NEP
présente sur les RMPv va interagir avec la protéine M1
pour permettre le transport du génome viral vers la
surface cellulaire. L'assemblage des particules virales
se fait de fagon ordonnée au niveau des radeaux
lipidiqgues de la membrane cytoplasmigue =t se
termine par le bourgeonnement des virions grace aux
interactions entre les proteines M1, M2 et les parties
cytoplasmiques des glycoprotéines. A I'extérieur de la
cellule, les virions sont liberes par I'activite sialidasique
des NA.

Ce cycle de multiplication virale est similaire pour
tous les types de wirus influenza (Fig. 5). Pour les virus
de type B, 'acidification de la particule virale se fait,
comme pour les wirus de type A, par l'activation de
canaux ionigues : les protéines NE et BM2.

4.2, Culture cellulaire in witro

Différentes lignées cellulaires sont utilisées pour
l'isolement des wirus influenza, ainsi que des autres
virus respiratoires - LLC-ME2 (cellules de rein de singe
rhesus), Vero (cellules de rein de singe africain], A543
{cellules de carcinome de poumon humain), Hep-2
[cellules de carcineme de larynx humain) et MRC-5
[fibroblastes embryonnaires de poumon humain).
Certaines lignées sont spécifiguement dédiées a la
culture des virus influenza commie les MDCE [cellules

de rein de chien Madin-Darby] gui sont les plus
performantes pour amplification de ce virus. En effet,
ces cellules possédent & lewr surface de nombreux
acides sialiques a2, 3 et al 6. Par ailleurs, les cellules
293T (cellules embryonnaires de rein humain) sont
utilizées dans les protocoles de génétique inverse
pour la production de virus recombinants dans un
contexte de recherche. Des lignées modifiées ont
eégalement été développées telles gue les MDCK-
SIAT qui surexpriment par rapport aux cellules MDCE
standards, les acides sialiques a2,6. Ces ligneées
favorisent Iinfection cellulaire par des virus influenza
humzins et réduit le risque d’apparition de mutations
d'adaptation sur Fhémagglutinine du wirus amplifié en
cas de passages successifs sur cellules. Plus récemment
ont &té développeés des systémes de culture em 2D
constitués de protéines et de composants de matrice
extracellulaire. Ces systémes permettent de reproduire
plus fidélement Fexpression proteique, la survie et la
prolifération, la différentiation et ke metabolisme des
cellules au cours de Finfection.

4.3. Multiplication virale sur modéles animaux

Plusieurs modéles animaux existent et sont utilisés
pour diverses applications. Leur sensibilité a IMinfection
virale, les sites de multiplication des wirus, le
developpement de symptomes et la letalite dependent
de k2 nature et de la répartition des récepteurs acides
sialiques dans Porganisme de chaque animal.

Bien gque la souris ne soit pas naturellement infectée
par les virus influenza, elle est un modéle largement
répandu pour I'2tude moléculzire des interactions
virus-hote. La plupart des wvirus influenza humains
n'entrzinent pas de maladie letzle sans adaptation
préalable. Em revanche, les wirus aviaires se
multiplient dans le tractus respiratoire de la sowuris. Le
developpement des souris knock-out permet de misux
comprendre la contribution de la génétique et de la
réponss immunitaire de hote dans la virulence et Ia
pathogénicité des wirus influenza.

Le furet est le modéle animal de choix pour 'étude de
la dinique et de la transmissibilite des virus influenza.
En effet, le furet infecté par un wirus influenza
développe une rhinite fébrile plus ou moins associée 3
des atteintes bronchigues et pulmonaires.

Le cobaye est egalement un modéle intéressant
pour Pétude de la transmission des wirus influenza
et de leur pathogénicité. Les virus humains, porcins
et aviaires peuvent étre détectés dans les poumons
et le nasopharynx des animaux infectés, suggérant
une multiplication efficace du virus, sans pour autant
présenter de signes cliniques de la maladie. Ces
animaux ne meurent pas d'infection grippale, méme
aprés infection par des souches trés pathogénes telles
que le virus A{HSN1) hautement pathogéne ou le virus
A[(HIN1) pandémigue de 1918.

Les wvirus influenza infectent divers primates non
humzins tels que les chimpanzés, les gibbons, les
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babouins, les macaques crabiers [ou cynomolzus),
les rhésus et les singes-écurewils. Ces modéles
développent des symptames de grippe identigues a
ceux observés chez 'étre humain et constituent donc
d'excellents modéles pour étudier la pathogénicité des
virus influenza bien qu'ils soient plus difficiles 3 utiliser
[codt, conditions de confinement ). Des travaux ont
deja ete realises dans ces modeéles pour evaluer la
pathogénicité des wirus influenza A[HIN1) de 1918,
A[H5M1) aviaires et plus réecemment A[H1N1)pdm03.

5 - Epidémiologie des infections
grippales humaines

5.1. Circulation, saisonnalité et impact des virus
influenza

La grippe est une maladie infectieuse virale aigué
associeée chague annés 3 wne morbidité et une
mortzlité trés importantes. A Péchelle mondiale,
I'OMS recense entre 3 et 5 millions de cas sévéres et
290 000 a 650 000 décés par an. En France, au cours de
I'épidemie grippale 2015-2017 qui a duré & semaines,
ont €té enregistrées plus de 2 millions de consultations
ambulatoires, 40000 admissions aux urgences et 7 600
hospitalisations. Parmi les patients hospitalisés, 1 surS
{1 200} a présenté une forme sévére nécessitant une
prise en charge en réanimation. En plus de Fimpact
meédical, la grippe est associée 3 un colut financier
annuel majeur (plus de 100 millions d'euros) pour la
socigté [arréts de traveil, absentéisme pour garde
d'enfants ).

Chagque épidémie saisonniére est différente, allant de
la circulation d'un seul sous-type de virus de type A ou
B 3 la co-circulation de 2 & 3 wirus (Fig. 6). Dans tous
les pays tempérés de hemisphére Nord, Fépidémis
de grippe saisonniére peut débuter dés le mois de
décembre et durer 6 3 12 semazines. Dans les zones
tempérées de I'hémisphére Sud, I'épidémie de grippe
est observée pendant I'hiver austral (janvier & aot)
selon une dynamigue similaire 3 celle de Fhémisphére
Mord. Enfin, dans les zones tropicales et intertropicales,
le wirus circule toute Fannée, préférentiellement
durant la saison humide. |l arrive donc qu'il y ait dans
ces régions, deux pics épidémigues significatifs durant
la méme annee. Ainsi, les zones temperées sont
probablement réensemenceées chague hiver a partir
des zones intertropicales.

5.2. Mécanismes d'évolution des virus influenza

Les wirus influenza connaissent wume évolution
génétique et antigénique rapide. En effet, sous la
pression de sélection immunitaire de la population
humaine principalement, les glycoprotéines de surface
HA et NA évoluent selon deux mécanismes : la dérive
antigénique ou © grift » et plus rarement la cassure
antigénigue ou © shift ».
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Dérive antigénigue. La dérive antigénique s'expligue
par des modifications mineures ou majeures dau
mains 1 des 2 glycoprotéines de surface [HA etfou NA],
au niveau des acides aminés des sites antigénigues.
Ces substitutions dacides aminés sont trés fréquentes
pour les virus influenza car ils possédent une
ARN polymérase ARM-dépendante sans fonction
correctrice, ce qui entraine des mutations aléatoires a
la fréquence de 1/10 000 nudéotides.

Les HA et NA humaines évoluent bien plus rapidement
que les segments internes (PE2, PB1, PA, NP =t M1)
car la pression de sélection exercée par le syst2me
immunitzire de 'hite est plus importante vis-a-vis de
ces protéines de surface. Chez 'Etre humain, une dérive
antigénique est observés pour les 3 types de wirus
selon des modéles différents (Fig. 7). Par exemple, les
virus influenza du type A évolusnt rapidement au sein
d'un méme lignage. Ceci explique que le virus circulant
durant un hiver n'est pas totalement neutralise par les
anticorps de la population parce qu'il est différent du
virus responsable de Feépidemie de hiver precedent.
Les wirus du types B et Cevoluent plus lentement.

Cassure antigénigue et emergence d'un  virus
pandémigque. Une cassure antigénique survient quand
le changement cbservé modifie le sous-type de la HA
ou de la NA du wirus. Généralement, elle est le résultat
d'un phénoméne de réassortiment génetique suite a
I'échange de segments dARN génomigue lors de la
coinfection d'une méme cellule par 2 virus influenza
A différents (voir chapitre 2). Les 2 génomes issus de
chacun des virus influenza sont alors répligués puis
transcrits dans les mémes compartiments cellulaires
(Fig. &) et vont pouvoir s'associer en fin de cycle pour
donner un nouveau virion potentiellement composé
d'un mélange de segments dorigines différentes.
Lorsque ce mouveau virus arbore une glycoprotéine
différente des wirus circulant dans la population
humaine, il s%Bgit d'un nouveau sous-type wiral
potentiellement pandémique.

Ce phénoméne de réassortiment génétique peut &tre
ohservé entre des virus issus d'hdtes différents. Par
exemple, le réassortiment entre des virus humains et
aviaires est & I'origine des virus pandémiques A[H2ZN2)
de 1957 et A[H3IN2) de 1968 tandis que le wirus
pandémique A[H1N1) de 2009 est issu d'un gquadruple
réassortiment entre des virus d'origines différentes
[porcine, aviaire et humaine) [Fig. 8).

Une cassure antigénique peut éEgalement &tre
chservée lors de Fapparition de changements majeurs
au niveau des HA ou MA d'un virus influenza A &
I'origine de I'émergence d'un nouveau virus dans une
population immunologiguement nalve vis-a-vis de
e sous-type. En 1918, un virus A[H1N1) aviaire s'est
progressivement adapt€ 3 Fétre humain suite 3 une
medification majeure du site de reconnaissance RB3S
de son hémagglutinine. Ce virus aviaire a &t introduit
chez I'étre humain par transmission directe depuis
le réservoir aviaire provogquant ainsi la pandémis de
@ grippe espagnole * de 1918 (Fig 1).
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Figure 6 : Circulation des virus influenza de types A et B en France entre 2012 et 2018
A. Uhistogramme représante la circufation des virus influenza A et B en fonction des semaines entre 2012 et 2018. Pour
chaque saison un diagramme circulaire résume les taux de virus influenza A et B détectés. B. Taux relatifs de circulation des
sous-types viraux en France pour chaque saison de 2012 3 2018 (données du réseau OMS, FluNet).
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Figure 7 : Evolution de la composition vaccinale au cours du temps

Liste des souches prototypes sélectionnées dans la composition vaccinale de 1998 3 2017. Ces modifications annuelles sont
le reflet de 'évolution antigénique des virus influenza. Les virus A[H3MZ) évoluent plus rapidement que les virus A[H1M1).
En 2009, le virus prototype du virus pandémigue. a{H1N1)pdmz2009 (a/california/7/2009] a remplacé les souches A[HIN1]
pré-pandémigues. Ce vinus a peu evolué pendant 7 .ans par Fabsence de pression de sélection dans une population encore
partiellement naive. Depuis 2017, il évolue progressivement. Concernant les virus de type B, le graphigue évoque une évolution
rapide mais il sagit en fait d'une zlternance de souche B/Victoria ou B/Yamagata dans la composition du vaocin trivalent.
Depuis 2012, I'OMS propose 2 souches de virus B pour |2 formulation de vaccins quadrivalents (la souche représentée en violet
fonceé est présente dans les vaccins tri- et quadrivalent et la souche représentée en violet clair est présente uniguement dans
les formulations quadrivalentes).

5.3. Réseaux de surveillance des virus influenza
et de la grippe

En raison de leur variabilité et du risque d'émergence
de nouveaux virus, les wirus influenza sont parmi
les virus les plus surveillés a Pechelle mondiale. La
surveillance virologique des wirus influenza a2 powr
objectifs ;i) la détection et la caractérisation des 1=
virus circulant chague année, ii) I'identification de la
population cible [dge), iii) le suivi hebdomadaire du
nembre de cas, et ) Pévelution des virus influenza
circulants sur le territoire ainsi que etude des
variations antigéniques et géndtiques des wvirus
circulants pour évaluer la concordance entre virus
circulants et vaccin. Cette demiére mission suppose
aussi d'envoyer des souches représentatives de
I'épidémie vers les centres de référence mondiaux de
I'OMS afin de déterminer la composition vaccinale
pour Fhiver suivant. Enfin, les CHMR doivent aussi

Trafié de irdiogle Médcale

caractériser des virus émergents (virus zoonotiques
isolés chez I'étre humain par exemple) et donner
I'alerte en cas d'apparition d'un événement inhabituel
[comme I'émergence de résistance aux antiviraux, de
formes cliniqgues inhabituelles ou d'émergence etfou
la diffusion d'un virus zoonotique). Les acteurs de la
surveillance sont exposes dans Pencadre 1.

6 - Physiopathologie et pouvoir
pathogéne chez I'étre humain

6.1. Pouvoirs infectieux et pathogéne

La grippe est une infection des voies aériennes
supérieures pouvant evoluer vers wne infection
des wvoies aériennes inférieures. Le principal site
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Figure 8 : Origine du virus influenza A(HlNl)pdmZOOS

Des analyses pbym ont pelmus d'établir I'origine de chacun des segments du virus pandetmque A{HIN1)pdm2009.
Les segments NA et M deérivent d'un virus porcin du lignage eurasnanque Les autres segments dérivent d'un virus porcin
A[H1N1) ou A(HIN2) « triple rﬁssomm pordn » qui est constitué de segments d’origines aviaire (paz et PA), humaine (PB1
d'un virus A[H3N2)) et porcine {HA, NP, M, NS) dérivant d'un virus A{HIN1) du lignage classique {d'aprés Munier et al., Pathol

Lignage porcin
Eurasiatique
HiN1

g

H3N2

de muitiplication des virus est I'épithélium de la
mugueuse du nasopharynx (Fig. 9). Uinfection peut
ensuite se proner de proche en proche le long de
Farbre lasphtoure jusqu’aux alvéoles pulmonaires
et provoquer un tableau de pneumonie virale dont
Iz complication ultime est le syndrome de détresse
respiratoire aigué (SDRA).

6.2. Mode de transmission

La transmission est principalement aérienne mais elle
peut étre également manuportée. La transmission
se fait par inhalation ou contact au niveau des
conjonctives de gouttelettes de salive infectée. Le
patient infecté est contagieux durant 5 3 8 j, avec un

maximum d’excrétion virale 3 48 h. Il est également
contagieux 12 3 24 h avant le début des symptomes
(Fig. 10).

Des travaux récents ont montré que le virus pouvait
rester infectieux plusieurs jours sur des surfaces inertes
(tables, poignées de porte) ainsi que sur des piéces
de monnaie et des billets de banque permettant une
transmission manuportée.

Le RO, indicateur mathématique évaluant Ia
contagiosité d’un virus, est pour le virus influenza
estimé entre 1,4 et 2,8 selon les études, il reste donc
plus faible que celui d'autres virus comme celui de la
rougeole (RO = 18) ou des oreillons (RO = 10).
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6.3. Pathogenése

D'une fagon générale, les enfants sont plus
fréquemment infectés car plus exposés que les adultes
avec un taux d'attaque, que! que soit le virus, jusqu’a
10 fois supérieur. Cependant, le nombre de formes
graves et de décés est beaucoup plus faible chez
I'enfant que chez les individus de plus de 65 ans, ces
derniers présentant trés souvent des facteurs de risque

Chapitre 39 - Virus influenza

cliniques (Tab. 2). Chez certains virus, la plus grande
pathogénicité observée s'explique par I'acquisition par
ces virus de facteurs de virulence (Tab. 3).

Le pouvoir pathogéne des virus influenza est différent
en fonction du type et du sous-type viral. Le virus
A(HIN1)pdmOS présente des similitudes antigéniques
avec les virus A(HIN1) ayant circulé entre 1945 et 1555

(Fig. 1).

Encadré 1 : Réseaux de surveillance des virus influenza et de la grippe

Au niveau mondial, le systéme global de surveillance et de réponse de I'OMS (WHO globai influenza
surveillance and response system, GISRS) réalise ses missions via des laboratoires de référence. En 2017, le
réseau comportait environ 140 CNR (dont 3 en France : 3 I'Institut Pasteur de Paris, 3 I'Institut des Agents
Infectieux des Hospices Civils de Lyon et a I'Institut Pasteur de Guyane), 6 centres collaborateurs (Melbourne
en Australie, Beijing en Chine, Tokyo au Japon, Londres au Royaume-Uni, Atlanta et Memphis aux Etats-
Unis) ainsi que 4 Laboratoires de régulation essentiels (Woden en Australie, Tokyo au Japon, Hertfordshire
en Angleterre et Silver Spring aux Etats-Unis). Certains outils sont utilisés pour Ia collecte de données de
surveillance en temps réel tel que le réseau FluNet.

En France, la surveillance repose sur les prélévements réalisés par un réseau de médecins généralistes et de
pédiatres (Réseau Sentinelle). Les données virologiques sont associées a des donnees épidémiologiques de
terrain (activité médicale, vente d'antipyrétiques ...). Ces données cumulées permettent d’estimer chaque
semaine le nombre de cas de grippe, ainsi que la dynamique de Fépidémie grippale. En complément de
cette surveillance communautaire, il existe aussi une surveillance hospitaliére basée sur le Réseau National
des Laboratoires Hospitaliers (RENAL) qui rapporte chaque semaine le nombre d’analyses réalisées sur des
prélévements respiratoires, ainsi que le nombre d'infections confirmées. Ces données ne comportent pas
d’information diinique mais complétent celles de la surveillance communautaire. Enfin, ces informations
sont centralisées par Santé publique France et les centres dinterventions en régions. Des données
complémentaires (nombre de passages aux urgences pour syndrome grippal via le réseau d’organisation
de la surveillance coordonnée des urgences (OSCOUR), nombre de cas de grippe grave hospitalisés en
réanimation, et nombre de cas de syndrome grippal vus par SOS Médecins) sont également collectées afin de
préeciser 'impact de Ia grippe sur le systéme de sante lui permettant zinsi d'adapter son organisation en temps
réel. Enfin 'ensemble de ces informations sont communiquées sous la forme de bulletins hebdomadaires
transmis 3 I'ECDC et 3 'OMS.

Epithélium non Infecté Epithélium infecté

Figure 9 : Modification de Ia muqueuse nasale de furet au cours de I'infection par un virus influenza
Aspect en microscopie 3 balayage électronique. A. Epithélium cifié de furet non infecté. B. Aprés infection, on observe la
destruction des cils et de I'épithélium ainsi que |a sécrétion de boules de mucus (source : Aventis Pasteur).

Trare ge Viriogie Medicie

238



Partie E. Annexes

Chapitre 39 - Virus influenza

Charge virale
(echelle logarithmigque)

7 T périnde

L

i Agés

I Patients ) . Adultes

Périnde

e
~.__ Enfams

‘\\ . Délai

. [en jours)
. ] '

1 2 3 a4 s

& 7 & 9 10

Figure 10: Représentation de la charge wirale nasale par dasse d'age en fonction du délai depuis la

contamination

La période 1 correspond 3 la période d'incubation et la periode 2 3 la période symptomatique. La charge virale nasale est le
reflet de I'excrétion de virus influenza dans les sécrétions respiratoires (et donc de la contagiosité interhumaine). Lexcrétion
virale commence avant la periode symptomatique et est d'autant plus longue que Findividu est jeune. Le niveau et la duree
d'excrétion sont inverssment corrélés avec Fage. De plus, le niveau dexcrétion virale atteint son maximum au début de la

pericde symptomatique.

Les personnes de plus de &5 ans somt donc moins
touchées lorsgu'elles sont exposées 3 Ce SOUS-TYpE
car ils ont une immunité résiduelle qui les protége
d'une forme sévére. Le wirnes A[HIN1jpdm03
continue 3 toucher essentiellement les adultes jeunes
{immunclogiqguement naifs) de 40 a 55 ans et cest
dans cette classe d'dge gque sont majoritairement
chserves les SDRA.

Les wirus A[H3M2) circulant actuellement sont
significativement  différents des wirus  ayant
prealablement circulé dans la population. De plus, ils
evoluent plus vite sur le plan antigénigue (Fig. 7) etsont
donc & Forigine d'épidémies de plus grande amplaur
avec un impact trés important chez les personnes de
plus de 65 ans. Au cours des épidémies dues au virus
A[HENZ) sont observés de nombreux foyers dans les
établissements hospitaliers pour personnes agées
dépendantes (EHPAD) avec des taux dattague allant
jusgu'a 70% pour une létalité de 5% 3 8%,

Les virus influenza de type B, quant 3 eux, sont a Forigine
d'épidémies plus modérées, touchant principalement
les enfants d'dge scolzire (entre 5 et 15 ans) sous la
forme de tableaux clinigues simples associés a des
douleurs abdominales. Ce type d'épidémie épargne
relativemnent, mais pas complétement, les adultes et
les personnes agees.

6.4. Formes clinigues de la grippe

La grippe ast une rhinopharyngite polymorphe, o2 qui
rend impossible la description d'un tableau unigue
caractéristique de Finfection par le wvirus influenza.
Différentes définitions de cas probables de grippe
existent. La définition de FECDC repose sur 'association
d'au moins un symptome systémique (fidqvre, maux de
téte, altération de I'état général ou myalgie) et d'un
symptime respiratoire (toux, pharyngite, dyspnée).
La definition de 'OMS considére comme une forme
dinique de grippe toute toux fébrile dans les 10 j
précédant la consultation. Face 3 ces hétérogéneitas,
il est important de comprendre gu'il existe de
nombreuses formes clinigues de grippe, d'évolution
variable et dont le diagnostic de certitude repose guasi
exclusirement sur la confirmation virologique.

La grippe dite @ simple * est une infection due au
virus influenza qui ne nécessite pas d'hospitalisation.
La triade fievre, toux et fatigue est le plus souvent
retrouvés. En fonction de I'dge, la fidwre peut &tre
plus cu meins elevee [faible chez la personne agee,
majeurs chez l'enfant). Il est possible de wvoir une
grande wvarieté de symptomes allant de formes
symptomatiques majeures 3 des tableaux cliniques
frustres (Tab. 4). Plus de 30% des personnes infectées
restent asymptomatiques, sans que leur participation
& la dissémination du virus soit certaine.
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Tableau 2 : Principaux facteurs de risques diniques et biclogiques prédisposant a des formes severes de la

maladie grippale

Facteurs cliniques
constitutionnels

Age superieur a 65 ans

Cardiopathies congénitales cyanogénes ou avec HTAP
‘alvulopathies graves

Drépanocytose

Thalassémis

Déficit immunitaire primitif

Prématurité jusqu's I'dge de 1 an

Facteurs cliniques
acquis

Patheologie chronigue (asthme, BPCO, insuffisance respiratoire chronique, dysplasie
brenchopulmonaire, mucoviscidose, valvulopathies grawes, troubles du rythme
cardiague, coronaropathies, antecedent d'accident vasculaire cerebral avec ou sans
paralysie, affections neurc-musculzires graves, néphropathies chronigques grawes,
diab&te, deficit immunitaire ...}

Vie dans un etablissement de scins de suite ainsi gue dans un etablissement
miédico-social d'hébergement (guel que soit I'ige)

- Obesite (IMC 2 40)
- Grossesse

Facteurs génétiques | *

e nombreuses mutations touchant les génes suivants ont ét€ décrites comme facteurs
de risque dans la maladie grippale :

*  \oie des ATPases et GTPases (ATPEVOD1, RabS-Rab? ...}

*  Complexe d'internalisation des vésicules de clathrine

Complexe NuP (MuP28 et NuP153)

*  Protéine de choc thermique (HSPS0 )

= ADM polymérase [ADN pol Ill -.)

*  Proteéines de la cascade du phosphatidyl-inositol

= Cytokines pro-inflammatoires (IL-5, IL-8, IL-10, IL-15, IL-17, TNE )

Facteurs -
environnemesntau -

Microbiome altéré par prise d'antibiotique préalable
Surinfection bactérienne

BPCO - bronchopneumopathie chronigue obstructive ; HTAP © hypertension artérielle pulmonaire ;

corporelle ; NuP - nudéoporine.

Bien gque polymorphe, le syndrome grippal est
classiquement wn - tableau d'asthénie fébrile
douloursuse & début brutal. Dauwres signes sont
genéralement associés @ des signes respiratoires (de
gravité warizble en fonction du terrain), des signes
EEneraux et une ré-ascension de la figwre assez
evocatrice entre le 2* et e 3* ] (@ V grippal #). Le virus
est présent dans les woies aériennes supérisures
guelgues heures avant le debut des symptomes et
jusgua 3 a 5 j apres, chez I'adulte, contre 7 a 10 j
chez 'enfant [Fig. 10). Le risque de transmission 3
partir d'un patient infecte est directement correle a la
quantité de virus excrétée (maximum 3 48 h puis faible
aprés 5 a 7 j). En revanche, les symptdomes, reflets de
la réponse immunitaire dirigée contre e virus, peuvent
étre encore présents a distance, notamment |a fatigue,
les myalgies et les arthralgies. Ce tableau clinique,
spomtanément régressif, ne nécessite généralement
gue repos et traitement symptomatique.

Certaines personnes, parce guelles présentent des
facteurs de risque (d3ge ou pathologie chronigue

sous-jacente) sont susceptibles de développer des

Trahi2 de Viriogie Médicaia
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complications au décours de la grippe (Tab. 2). Les
surinfections bactériennes sont les complications
les plus fréquentes (25% a S0% des complications).
Elles sont observées 3 tout dge mais surtout aux
dges extrémes de la vie. Chez la personne de plus
de 65 ans, ces surinfections sont principalement
dues & des bactéries a Gram positif - Streptococcus
(preumonioe surtout, ou pyogenes dans une moindre
mesure), Stophylococcus oureus et Hoemophilus
infiuenzae (en régression depuis la vaccination). Des
surinfections des woies agriennes supérisures sont
egalement observees chez l'enfant, principalement
ceux ayant des antécédents d'otites moyennes aiguss
a Streptococcus preumonioe ou Moraxella catharallis,
ou les enfants 3gés de & meis 3 1 an. Souvent
bémignes, elles entrainent une persistance de la figwre
au-dela d'l semaine et nécessitent le recours a une
antibiothérapie adaptée.

Les individus présentant des pathologies cardio-
respiratoires (telles que asthme, bronchopneumopathie
obstructive ou insuffisance cardiaque) ont un risque
important de woir leurs pathologies sous-jacentes se
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Tableau 3 : Principaux facteurs modifiant la virulence du virus influenza etfou sa résistante aux inhibiteurs de

neuraminidase

Sepment Mutation décrite dans la ..
Si disparition : défaut de fusion des membranes
[diminution de virulence)
Modification du site de clivage Si présence d’un site polybasique - clivage par des enzymes
HA ubiguitaires favorisant la diffusion des virus dans l'organisme
[augmentation de virulence)
D1S0E - D225G Defaut d'attachement aux acides sialiques
[diminution de virulence)
E6ITK Amélioration de la multiplication virale notamment 3 33°C
[adaptation & I'étre humain)
D701N Amélioration de ka liaison 3 importine des mammifanss
[adaptation & I"étre humain)
FB2
Amélioration de la multiplication virale
e [augmentation de virulence)
E1586 Amélioration de la multiplication virale
[augmentation de virulence)
SEEN Diminution de la virulence des souches virales
Augmentation de la survenue des infections secondaires
FBEL Dl 11 AA Abolition des facteurs de transcription
97D Amélioration de lamultiplication virale en présence d’IFM
[augmentation de virulence)
HZ75Y - [2Z3R/V - 5247N - Reésistance de niveau variable aux INA - A{HIN1)
N2955 [augmentation de virulence)
Resistance de niveau variable aux INA : A{H3N2Z)
A R292K - N2345 - E119% {augmentation de virulence)
R150K - DIS7NJESY - 1222TfL - Resistance de niveau variable aux INA - virus influenza B
524306 - N2945 -R3ITIK [augmentation de virulence)
M L9EF - V274 - A30T - S31N Mutation canal & proton - Résistance constante aux
adamantanes [augmentation de virulence)
Amélioration de la multiplication virale
s Migy [augmentation de virulence)

A4 : acides amine ; Del : dalétion ; INA : inhibiteurs de neuraminidase.

deécompenser au cours de la grippe. Les individus atteints
de pathologies métaboliques (diabéte, obesité morbide),
d'zffections associées 3 une immunodépression [cancer,
infections virales chronigues) et les femmes enceintes
sont identifiés comme 3 risque de developper des
formes graves (Tab. 2).

Des manifestations newrclogigues peuvent &tre
observées. Elles sont dues 3 ume réponse pro-
infammatoire  excessive lors de la  réponse
immunitaire 3 Finfection (& orage cytokinigue 2],
expliquant que la recherche du virus dans le LCS reste
trés souvent négative (50% a 90% suivant les études)
et gue dans 75% des cas les signes neurclogigues sont
absents au début des symptomes respiratoires. Les
complications les plus fréguentes chez le jeune enfant
sont les convulsions simples, d'@wolution favorable,

expliquées par la forte hyperthermie. Des formes
neurclogiques plus séveres telles que des encéphalites
ou des tableaux d'encéphalopathie sont rapportés
associant des convulsions généralisées, des troubles
du comportement ou un coma pouvant entrainer
le décés. Des formes familiales dencéphalopathies,
et unme plus forte prévalence de complications
neurclogiques [encéphalites) observées dans les
populations asiatiques (japonaise et taiwanaise],
suggerent Iexistence d'une prédisposition génétigue
au développement de ces formes neurologiques.

Ces syndromes de Reye peuvent survenir em cas
de prise dacide acétylsalicyligue chez lFenfant au
cours d'une grippe (contre-indication formelle). Ce
syndrome associe des atteintes hépatiques [stéatose)
et neurclogiques |encéphalopathiz).

Tralté de Vimiogie Madicalie
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Tableau 4: Fréguence des signes clinigues d'une
grippe simple

% des cas présentant

cette symptomatologie

Asthénie 85
Figvre - Frisson 85
Ceéphalée 70
Myalgie -1
Toux a0
Rhinorrhee 80
Expectoration (=11
IMal de gorge 45
‘r:l'l::i::e-ment 5
Doulewr abdominale 10
Diarrhés 5

Des myosites, parfois trés invalidantes, sont chservées
lors d'infection chez 'enfant par un virus influenza de
type B. Ces myosites aigués sont souvent rapidement
regressives, sans sequelles.

La grippe est également Fune des éticlogies fréquentes
du syndrome de Guillain-Barre (reaction auto-immune
conmtre le systéme nerveux périphérique entrainant
des paralysies progressives).

Enfin, des complications réne-vasculzires ont été
rapportées mais restent rares: rhabdomyolyses
séveres, syndromes hemolytiques et urémiques,
coagulations intravasculaires disseminges,
insuffisances renales aigués, glomerulonephrites
zigies, tubulopathies interstitielles et syndromes
de Goodpasture. De rares Az de myocardites ont
egalement &té rapportes.

Ezxceptionnellement, certaines formes de grippe
evoluent en 4 grippe maligne * avec un tableau
d'stteinte pulmonaire extrémement severe de type
SDRA. Ce tableau clinique nécessite des manoeuvres
de réanimation com plexes telles que FECMO (méthode
d'oxygénation extracorporelle). Ces formes cliniques
peuvent survenir chez tous les individus bien gue les
fernmes enceintes soient particuligrement a risque du
fait d'une medification des volumes sanguins et des
conditions cardiovasculaires durant la grossesse. Au
décours d'une grippe banale, le patient s plaint d'un
essoufflement plus ou moins prononcé. Cette notion
de dyspnée doit Etre considérée comme un signal
d'alarme devant motiver I'hospitalisation rapide du

Tras de Wiriogle Medicala
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patient. En effet, 'évolution en SDRA est trés brusque
avec une dégradation des fonctions respiratoires, un
cedéme pulmonaire zigu et une défaillance multi-
viscérale. Malgré wne prise en charge adaptés en
réeanimation, avec ventilation meécanique ou parfois la
mise sous ECMO, le taux de mortalité reste trés éleveé
[plus de 30%). En cas de guérison, elle est compléte et
sans séquelles pulmonaires.

7 - Virus zoonotiques

Les wirus influenza de type A peuwent infecter un
grand nombre despéces animales differentes: les
mammiféres dont Fétre humain, la volzille domestique
[poules, oies .. mais leur réservoir est constitué par
les ciseaux sauvages aguatiques [canards, cygnes ).
Chez les mammiféres, il existe une spécificité d'espéce
en fonction des sous-types virawx. Par exemple, les
virus A[H3NE) infectent les phoques, les chiens et les
chevaux tandis gque les virus A[H3N2), plutot les chats,
les chiens, les porcs et I'étre humain. En revanche,
parmi les 198 combinaisons HeMx possibles, seuls 117
sous-types wiraux ont £té décrits dont 115 ont &té
observés dans le réservoir avizire et 2 uniquement
chiez la chauve-souris (Fig. 11). Ces derniers semblent
trés eloignés des autres virus influenza, notamment
du fait d°une HA gui ne s& fixe pas au méme type de
récepteur et d'une NA qui ne posséde pas dactivité
sialidasique.

Les wirus de type B, principalement humains, ont
egalement &té décrits chez les phogues suite
@ un transfert d'une souche humaine en 1335
Expérimentalement, ces virus sont également capables
d'infecter les porcs et les furets.

7.1. La restriction d'hote et la barnére d'espece

La pathogénicité et la restriction d'hotes des wirus
influenza de type A dépendent en grande partie des
specificites de fomtion des HA aux acides sialiques
et de la répartition anatomigue des acides sialiques
en fonction des espéces [Fig. 12). Les HA des virus
humzins reconnaissent préférentiellement les acides
sigliques @26 présents au miveau de ['@pithélium
respiratoire supeérieur chez I'étre humain et seront
donc  principalement responsables d'infections
respirgtoires  hautes (grippes saisonnierss]. A
lopposé, les HA des wirus aviaires fixent avec une
meilleure affinité les acides sialiques a2,3 présents au
niveau de I'intestin et au niveau supérieur des voies
aériennes chez Foiseau, mais au niveau inférieur des
voies aeriennes chez I'étre humain. Les virus aviaires
seront donc plus facilement responsables chez I'étre
humszin d'infecticns respiratoires basses [pneumonies
virales). Le porc possede autant de recepteurs a2 3
que a2,6 au niveau de son tractus respiratoire, il peut
donc étre infectg aussi bien par des virus influenza
d'origine aviaire, humaine et porcine. Le porc est donc
un maillon important de la chaine de transmission et
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Figure 11 : Virus influenza circulant en fonction de 'espéce animale hote
Dans chaque catégorie sont représentes les principaux types de virus influenza circulant chez les espéces hotes. Les
fléches bleues représentent les échanges inter-espéces qui ont été decrits.
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Figure 12: Répartition
des acides sialiques dans
le tractus respiratoire
humain

Le marquage vert représente
les acades sialiques a2,6 et le
marquage rouge, les acides
sialiques a2, 3.
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d'adaptation des virus zoonotiques, facilitant 3 la fois
I'adaptation des virus aviaires aux mammiféres et les
échanges de génes entre différents sous-types. Cette
espéce joues donc un réle majeur dans Fémergence de
virus potentiellement pandémiques (exemple du virus
AHINL)pdm0g).

La spécificité de reconnzissance des acides sialigues
par les HA ne suffit pas 3 expliquer la spécficité
d'espéce des virus influenza, la NA joue un rdle
egalement. Les NA fixent a la fois les acides sialiques
a2 3 et a2 6 mais elles clivent les acides sialiques a2 3
avec une meilleure efficacité, cette efficacité variant
en fonction de Fadaptation du virus 3 son hite. C'est la
balance entre la HA et la NA qui est fondamentale powr
permettre au virus d'aveir un bon € fitness B, Cest-A-
dire de réaliser une infection, une multiplication et une
transmission efficaces (Fig. 13).

Les autres segments dARN génomique jouwent aussi un
réle important dans la spécificivé d'hdte, notamment
les sous-unités du complexe polymérase qui doivent
étre fonctionnelles dans le nouvel hote. Par exemple,
le résidu 627 de la protéine PB2 est un acide aminé
important qui serait impligué dans la virulence et la
restriction d'hote. Les wvirus aviaires qui possédent
une protéine PB2 avec une lysine en position 627 sont
plus virulents et se répliquent & des températures
plus basses favorisant Finfection des voies aériennes
supérieures chez 'étre humain.

Haute
affinité

-

Affinité de fixation
de la HA

Faible | _ djb 4

i feig
v
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Les infections occcasionnelles d'une espéce par un
virus influenza de type A d'une autre espéce peuvent
entrainer Fadaptation et la circulation de ce wirus
dans son nouvel hote. Cette adaptation nécessite le
franchissement d'un certain nombre dobstacles (dits
© barriére despéce ®). Trois étapes fondamentales
doivent &re franchies avant qu'un virus Influenza ne
puisse s'adapter a un nouvel hite - i} la transmission
entre 2 espéces nécessite des contacts Etroits
entre lespéce infectée et Iespéce réceptrice, ii) la
réalisation de cycles de multiplication complets chez
le nouvel hite, et iii) la transmission entre individus
de |z nouvelle espéce. Les 2 derniéres étapes peuvent
se faire par mutations ou réassortiments successifs,
directement dans le nouvel hdte ou dans un hote
intermédizire [porc par exemple).

7.2. Epizooties par les virus aviaires et porcins

Les wirus influenza de type A sont responsables
d'épizooties (infections chez les animaux) chez les
piseaux |Encadré 2} ou les porcs [Encadre 3).

7.3. Infections humaines par des virus aviaires
et porcins

Chez 'étre humain, |2 grippe aviaire et les autres grippes
Ioonotiques entrainent des manifestations diverses
allant de la conjonctivite bénigne 3 la pneumopathie
sévere pouvant étre mortelle. Les caractéristiques

Exces d'activité de la NA

[ | |
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activite

T
Activité enzymatigue
de la NA

[ [ [ !
Forte

activite

Figure 13 : Représentation schéematique de la balance héemagglutinine [HA)/neuraminidase [NA) optimale

pour kes wirus influenza humains

Les virus pandémiques humains (rond rouge) sont disposés autour d'un axe représentant Péguilibre « idéal » entre Faffinité de
la Ha et Factivité de ka NA. Une souche humaine mal adaptée 3 I'étre humain (triangle rouge) et des souches porcines [carmas
verts) non adaptées 3 I'étre humain s'éloignent de cette balance optimale du fait d’une affinité HA ou d'une activité MA trop

forte.
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Encadré 2 : Epizootie due au virus influenza A chez les ciseaux

Chez les ociseaux, on distingue 2 types de souches virzles circulantes de pathogénicité différente : les
wirus influenza aviaires faiblement (IAFP) ou hautement (JAHP) pathogénes. Un virus devient hautement
pathogéne sl posséde un site de clivage polybasique dans la HA etfou 517 provoque une surmortalité au
cours dinfections expérimentzles chez la poule. Indispensable, le site de clivage polybasique n'est pas
suffisant pour expliguer la pathogénicité dans d'autres espéces, notamment chez F'étre humain.

La majorité des virus influenza retrouvés chez les oiseaux sauvages sont des IAFF qui se multiplient au niveau
du systéme digestif et sont excrétés dans les fientes ce qui facilite leur dissémination par contamination
fécale-orale. Ces virus sont généralement responsables diinfections asymptomatiques, d'od leur sous-
estimation, ou de tableaux associant de légers signes respiratoires 3 une diminution du taux de ponte
des volailles d'elevage. A l'oppose, les infections par des virus |AHP sont plus rares mais s'accompagnent
d'une mortalité guasi-systematigue par diffusion systemigue du virus dans tous les organes des volailles
domestiques. En revanche, les ciseaux sauvages présentent une mortzlité plus faible lors d'une infection par
un virus |AHP et participent denc 3 la dissémination de ces virus.

Linfection de la volzille domestique se fait soit par contact direct avec des fientes infectées provenant
des oiseaux sauvages (d'ol Fimportance des élevages couverts), soit par transmission & bas bruit entre
exploitations (mouvement de personnel, de materiels ou d'animaux). Les eépidemies deteciees dans les
exploitations commerciales ont des répercussions économiques du fait de 'abattage nécessaire de tout
I'élevage et sanitzires pour les exploitants et leur entourage.

Depuis 2014, 77 pays ont rapporte la détection de 13 sous-types de wirus aviaires. Actuellement, différentes
souches, A[HSM1), A{HSN2), A[HS5ME), A[HSNS), A[HTME), A[HTNS), sont & PForigine, réguliérement, de
foyers d'infections aviaires sous haute surveillance des autorités de santé publique. En France, les hivers
2015-2016 et 2016-2017 ont €té margués par des épizooties majeures dues 3 la circulation de virus IAHP
dans de nombreuses exploitations du Sud-Ouest. En 2015-2016, une grande diversite de souches, A[HSN1],
A[HSMZ) et A[HSNI) ne provenant pas de la faune sauvage, ont &t responsables d'infections dans plus
de B0 exploitations. Ces virus, apparentés a des virus influenza identifiés comme faiblement pathogénes,
avaient acquis un site de clivage polybasique par accumulation de mutations. Le virus possédant cette HS
devenue hautement pathogéne fut, o prieri, Fancétre commun des différents sous-types détectés qui ont
EMEerge progressivement aprés réassortiments genétigues successifs. En 2016-2017, 'épizootie de plus
de 450 foyers d'infection fut declenchee par Pintroduction et la circulation d'un virus A{HSNE) hautement
pathogene provenant de la faune sauvage. Les virus A{HSMZ) ont ete detectes pour la 1™ fois en 2010 et
diffusent depuis dans le monde entier et particuli#rement en Europe. Ces 2 exemples d'épizootie d'origines
différentes illustrent la complexité des moyens 3 mettre en cewvre pour la surveillance et le controle de la
circulation des virus aviaires.

Encadre 3 : Epizootie due au virus influenza A chez les porcs

Chez le porc, les infections par le virus influenza A sont responsables d'une symptomatologie souvent frustre.
Elles se manifestent majoritairement par des écoulements nasaux, une toux, des difficultés respiratoires et
parfois des conjonctivites.

Le trés grand nombre de sous-types différemts de virus porcins est le résultat de nombreux événaments
d'introduction de virus humains ou aviaires et de réassortiment entre virus chez ce mammifére facilement
infecté par des virus d'origines diverses. Les réassortiments étudiés sont nombreux ces derniéres années,
probablement 3 cause des pratigues d'élevage mais aussi de Fintensification de la surveillance de ces
animaux. A l'opposé, le glissement antigénique est plus lent que chez I'étre humain car leur durée de vie
est beaucoup plus courte. Les virus A(HINL), A[HIN2) et A[H3IN2) sont devenus panzootiques chez le porc
et cocirculent actusllement dans le monde. Ces sous-types viraux sont subdivisés en lignées génétiques
dépendantes de leur région de circulation [Amérigue, Europe et Asie).

L'epidemiclogie des virus porcins est de plus en plus complexe. Entre 2009 et 2013, 14 lignages de virus
differents issus de réassortiments ont &te identifies dans des exploitations porcines en Europe.
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de la maladie (péricde dincubation, sévérité des
symptémes et pronostic clinique) dépendent du sous-
type de virus responsable de Iinfection. L'ensemble
des infections humaines par des sous-types aviaires
rapportées est résumé dans le tableau 5. Les infections
liges awx virus A[HSNE), A[HSN1) et A{H7TND) ont &te
responsables d'un tableau clinique sévére avec une
évolution trés rapide en pneumonie virale associée
dans certains cas 3 un 3DRA ou une défaillance
multiviscérale. Les infections par les virus A[{HSNG)
sont graves mais trés peu nombreuses. Les infections
les plus fréguentes somt dues aux wvirus A[HSM1) et
A[HTNS) [Encadré 4).

Les wirus porcins sont responsables de oonoses

Chapitre 39 - Virus influenza

de rares cas, les infections somt plus sévéres voire
mortelles. Elles touchent environ 75% des personnes
en conmtact avec des porcs. Depuis 2010, le wvirus
A[HZNZ) variant [noté A{H3N2)w) ayant acguis le
gene M du wvirus A[HIN1l)pdm03 est devenu le
principal responsable d'infections humaines en
Amérique du Mord. Plus de 370 cas d'infections
par ce wirus ont &té recensés avec un pic en 2012
[296 cas). Depuis, le nombre de cas a nettement
diminué et reste stable autour d'une dizaine de
déclarations par an grace a la mise en place de
recommandations d'hygiéne clairement expliguées
aux usagers de parcs d'attractions, trés répandus aux
Etats-Unis, dont toutes les activités sont en lien avec
des pores et de contréles de ces installations.

generalement asymptomatigues ou bénignes. Dans

Encadré 4 : Point sur les infections humainespar les virus A[HSN1) et A(H7NI)

Virus A[H5MN1)

Les 1** foyers dinfection par le virus A{HSN1) ont été rapportés en 1937 a Hong Kong avec 18 cas humains
dont & décés. Le virus avait déja été isolé dans des fermes du Sud de la Chine avant le 1* cas humain rapporte.
C'est en 2003 que de nombreux cas humains ont £té de nouvesux diagnostiqués ; depuis, un total de 860
cas ont et signales dans 16 pays avec un taux de mortalite superiewr 3 50%. En 2008, le virus se repand en
Europe de I'Duest et en Afrigue. Cette extension sensibilise les autorités sanitaires de nombreux pays qui
s'organisent pour élaborer des plans de préparation 3 une éventuelle pandémie. C'est en Egypte, en 2015,
gu'a été observé le plus grand nombre de cas d'infections humaines par ce virus (136 cas). Depuis, ke nombre
de cas ne fait que diminuer chague année.

Depuis 2003, la plupart des cas sont de jeunes adultes ou des enfants, tous exposés 3 des ciseaux contaminés
sur des marchés d'animaux vivants ou hébergés a leur domicile, aprés des opérations de plumage ou de jeus.
Seuls un contact troit £t une exposition & une trés forte quantite de virus rendent possible |z contamination
et aucune transmission interhumaine de ce virus n'a pour linstant &té démontrée. Ces individus ont
présenté, en plus du tableau respiratoire, des symptomes extra-pulmonaires [conjonctivites, troubles gastro-
intestinaux etfou cytolyse hépatique). La mortalite, fortement ligée a I'ige, dépend également de la précocité
de la prise en charge.

Virus A[HTNS)

Depuis 2013, le virus A{HTFNZ), apparu en Chine, cause des vagues epidémigues au cours de chaque saison
hivernale. Il est le virus aviaire responsable du plus grand nombre d'infections humaines et tous les cas
rapportés ont un lien avec la Chine. Le virus A{H7MN3) &5t un virus faiblement pathogéne chez 'oiseau, alors
gue chez I'étre humain il cause des infections respiratoires sévéres avec un taux de mortalité d'environ 40%.
Au cours de I"hiver 2016-2017, |a vague épidémigue a été particulidfrement importante, représentant J elle
seule plus d*1/3 des 1 565 cas decrits depuis 2013,

Le wirus A[H7NS) a émerge vig le réassortiment d'au moins & virus aviaires : A(H7N3) pour le géne HA,
A[HZNZ) etfou A{H11NS) pour le géne NA, et 2 sous-groupes génétiquement distincts de virus A{HIMNZ)
pour les 6 autres génes. Les virus A[HSN2) sont trés surveillés car ils possédent un fond génétique stable
capable de se réassortir avec d'autres génes de HA et de NA, soutenant Fémergence de nouvesws virus ;
ainsi les virus A{HSN1) et A[H10ME) ont, comme A[HTMNI), des génes issus du réassortiment avec A{HINZ).
Le réassortiment avec les génes internes des virus A{H3N2) a donc favorisé I'expansion du virus A{H7TMS)
portant des glycoprotéines de surface originaires d'oiseaux aguatiques.

Contrairement aux virus A(HSN1), la plupart des cas humzins infectés par ke virus A{H7NS) sont des adultes
de plus de 40 ans. Ces infections surviennent principalement chez des individus en contact awec les volailles.
I @ par zilleurs &té rapporté une possible transmission interhumaine entre individus hospitalisés. De fagon
préoccupante, des évelutions génétiques du virus A[H7NS) ont été décrites, avec notamment I‘apparition
d'un site de clivage polybasique dans la H7, classant ces souches en virus hautement pathogenes pour les
oiseaux. Limpact de ce changement sur la pathogénicité humaine nest pour Iinstant pas connu. De par sa
capacité a infecter 'étre humain, sa possible transmissibilité et son évolution rapide, le virus A(H7NZ) est un
virus classé comme a fort potentiel pandémique.
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Tableau 5 : Nombre de cas humains et de décés dus 3 des infections par des virus aviaires de 1959 a 2018

Annees de circulation

Nombre d'infections

Virus influenza A - : Nombre de décés
aviaires des virus humaines
A[H5M1) 1997, 2003 - 2017 860 454
A{HEN1) 2013 1 o
A[H7NZ) 2002 - 2017 [ o
AHENZ) 1988 - 2007 40 1
A{HTNZ) 2002 — 2006, 2012 12 1]
A{HSME) 2014 - 2017 7 11
A{HTNT) 2003, 2013 25 1
A[H1ONT) 2010 4 o
A[H1ONE) 2013 3 2
A[HTNS) 2013 - 2018 1585 612

Les wirus notés an gras sont classés comme a risque pandémigue ; leur pidémiologie est détaillée dans Fencadre 4.

Les virus influenza d'origine porcine ou aviaire dohvent
absolument étre 'objet d'une surveillance étroite car ils
peuvent participer 3 F'émergence de nouvelles souches
potentigllement pandémigues. Le meilisur exemple
reste a ce jour le virus A|HIN1)pdm03 responsable
de la pandémie de 2003 (Fig. 8). Des précautions
sont prises telles gue la waccination cbligatoire contre
la grippe des personnels au contact de porcs afin de
réduire le risque de coinfection par un virus humain
et wn virus porcin qui pourrait &tre 3 lorigine de
I'émergence d’un nouveau vims réassortant.

8 - Diagnostic au laboratoire

8.1. Prélévements

Malgré un tableau clinigue évocateur de grippe, le
diagnostic de certitude ne peut &tre fait que par la
détection du virus dans un prélévement respiratoire.
[D'autres agents respiratoires viraux (virus respiratoine
synicytial, métapneumovirus, rhinovirus ..] ou
bactériens (WMycoplasma pneumonioe par exemple)
peuvent donmer un syndrome d'allure grippale. Le virus
semultipliantdans un 1* temps dans lesvoies aériennes
superieures, le prélevement respiratoire peut se faire

par écouvillonnage [de préférence avec un systéme
constitué d'un écouvillon flogué et d'un milieu de
transport adapté) du nasopharynx, ou aprés instillation
nasale puis aspiration de sérum physiclogique. Le
recueil efficace de cellules du nasopharynx [riches en
virus) est la condition indispensable pour un diagnostic
fiable. Ce prélévement doit étre fait rapidement aprés
le début des symptomes, idéalement dans les 48
premiéres heures, en tout cas jamais au-dela de 7 j.
Chez Findividu immuncdéprimé, Fexcrétion virale peut
&tre plus longue.

En cas d'infection respiratoire basse, il est important
d'associer un prélévement profond de type aspiration
trachéale, crachat induit ou lavage broncho-alvéolaire.

La grippe est une infection zigué de courte durée.
Oe ce fait, la recherche du wirus ne peut se faire
que pendant la courte période de multiplication du
virus dans les voies aériennes de Findividu. Chez un
individu immunodéprime, excrétion virale peut durer
plusisurs semaines. La sérologie n'a aucun intérét pour
le diagnostic d'une infection grippale aigus.

En cas de risque d'infection par un virus zoonotigue,
les prélévements doivent &tre achemings directement
au CNR. En effet, les outils du diagnostic orientés
vers les virus humains ne sont pas adaptes pour

Traté de Viniogle Madicaie

247



Partie E. Annexes

la détection de tels wirus, risguant de donner des
résultats faussement négatifs. Par aillewrs, ces virus et
ces prélévements doivent Etre manipulés g pricri en
niveau de confinement de type 3.

8.2. Les différents outils du diagnostic

Le dizgnostic de la grippe bencficie dioutils de
détection de 1™ intention, couramment utilisés
danz les laboratocires de microbiclogie ow  les
laboratoires d'urgence (point of care ou POC)
tels gue les tests rapides d'orientation diagnostic
(TROD), tests de biologie moléculaire (RT-PCR en
temps réel, outils multiplex syndromiques). Des
techniques plus anciennes de détection directe du
wirus par immunofluorescence ou par ELISA dans les
cellules du patient sont encore utilisées par certains
laboratoires. Ces techniques nécessitent 30 min a 2
h de manipulation et des gualifications technigues
approfondies du personnel. Progressivement, elles
disparaissent au profit des technigues moléculaires
de type RT-PCR. Il existe egalement des d'outils de 2°
intention, permettant la caractérisation d'un virus isolé
chez un patient. Ces outils (isolement viral en culture
cellulaire, sous-typage par RT-PCR, ségquencage,
caractérisation antigénigque ...) sont utilizés dans les
laboratoires spécialisés de CHU ou les CNR.

* Tests de diagnostic de 1™ intention

Tests diagnostigues rapides ou TROD. Ces tests
unitaires peuvent £tre réalisés directement au it du
malade ou en 1™ intention au laboratoire. 1l s'agit de
tests immunochromatographigues sur membrane,
développés pour détecter la nucléoprotéine wvirale
MNP, conservée pour les virus de type A comme B,
exprimeée en abondance dans le virus et dans la cellule
infectee. Ces tests donnent un résultat en 15 a 20 min,
specifigues mais significativement moins sensibles
que les tests de biclogie moléculaire. Une grippe
ne peut donc pas &tre exclue sur un TROD négatif.
Certains TROD, sur le méme principe, sont associés 3
un systéme damplification du signal detecte par un
lecteur, améliorant trés nettement les performances
de sensibilité.

RT-PCR en temps réel. La biclogie moléculaire est
devenue |la référence dans le domaine du dizgnostic
des infections respiratoires. Les tests de RT-FCR
en temps résl sont rapides, fiables, spécifiques et
sensibles. lls ciblent essentiellement le géne M dont
la séquence est trés stable, les trousses diagnostiques
permettant ensuite de faire la distinction entre virus
influenza A et B. Une approche semi-guantitative,
donnant une estimation de la dharge virale dans le
prélévement est possible. Dautres outils ont été
développés pour des analyses au Coup par coup.
Ces automates font, en une &étape, Pextraction et
I'amplification et sont particulierement utilises dans
les POC. Les trowusses actusllement disponibles
pemmettent en plus diidentifier le type de virus de
type A ou B, de déterminer le sous-type de virus de
type A par détection spécifique de la HA [H1 ou H3).
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Pour ces trousses, comme pour celles réalisant la
détection générigue [géne M), une évaluation de leur
sensibilité doit &tre réalisée réguligrement du fait du
risque de mutation sur la cible moléculaire.

Approches syndromigues. Ces tests permettent
simultanément la détection des virus de types A et B,
le sous-typage des virus de type A et la détection de 10
& 20 autres agents pathogénes viraux ou bactériens en
mains de 2 h. Aujourd’hui, cette approche syndromigue
est en plein essor avec la mise & disposition des
laboratoires et des POC dautomates trés simplifiés.
Ce type d'outil permet le diagnostic éticlogique rapide
de I'épisode infectieux en cours [woir chapitre 52).
Genéralement faciles 3 metire en ceuvre, ces outils
ont encore un colUt treés eleve en comparaison avec les
eutils utilisés en routine aw laboratoire.

» Tests spécialisés de 2** intention (laboratoires
specialises)

Lisolement des wirus en culture de cellules. Cetie
technigue n'est pas ufile pour la prise en charge
du patient em 1™ intention. Apres incculation du
prélevement sur des lignees cellulzires adaptées
[majoritairement MDCE ou éventuellement LLC-ME2),
'obtention de la souche virale necessite en moyenne
entre 3 et 5 j. I'ECP est peu visible et la présence de virus
influenza est détectée soit par immunoflucrescence
soit par mesure de Factivitéd de FHA. Uisolement de
la souche en culture permet de réaliser des analyses
complémentaires :

-La caracterisation antigénigue par inhibition de
Fhemagglutination permet de détecter une deérive
antigenique du virus circulant par rapport a un virus
de reférence, generalement le virus présent dans la
composition du vaccin de Fhiver en cours [Fig. 14).
Cette technique est wtilisée également pour la
caractérisation des lots de semences vaccinales issues
de I'industrie pharmaceutigue avant la proeduction des
vaccins. Lévolution récente des virus A[H3MZ) wers
des souches faiblement hémagglutinantes complique
l'identification de ces souches, justifiant |"utilisation
d'analyses phylogénétigues.

- La caractérisation antigénique de la neuraminidase,
dont les objectifs somt les mémes gue pour
Fhémagglutining (mesure de la dérive antizénique de
la MA). A noter que cette caractérisation peut aussi étre
faite, comme pour Fhémagglutining, 3 'aide d'analyses
phylogénétiques.

-La sensibilité phenotypiqgue aux antiviraux (voir
chapitre 10). Un test reposant sur la capacité de la
MNA virale a lyser un substrat dont le produit emet de
la flucrescence est souvent utilisé, en présence st an
absence de I'antiviral teste.

- Levaluation de Fimmunite humorale d"un patient vis-
&-vis d’un virus influenza (statut sérologique du patient
ou evaluation de Fefficacite vaccinale). Cette eévaluation
se fait par des tests d’inhibition de 'hémagglutination
ou par des tests de séroneutralisation (voir chapitre 8).
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(1) PREPARATION DES SERUMS ET DES ANTIGENES
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Figure 14 : Caractérisation antigénique d’un virus influenza par inhibition d’hémaggiutination

Le virus A[HIN1) 3 caractériser est mis en contact avec des sérums de référence vaccinaux homologues anti-A(H1N1) et
unsuunheteruoguam-unsuz)pmdantihameanharuMemaputesdsgbbulesmgsde
cobaye (3 noter que pour I3 caractérisation des virus grippaux d'origine aviaire, onqmdaglohﬂesmngesdepode)
I.‘hémggluunne du virus influenza provoque alors I'aggla.mnauondesglobulu rouges (hemgghmnaum)swflotsqu’i est
neutralisé par des anticorps. Pour chaque souche (vaccinale ou a caractériser), une réaction d'inhibition d’hémaggiutination
(1HA) est donc réalisée avec les sérums de référence. Un profil d’IHA, déterming par la derniére dilution de sérum permettant
Pinhibition, met en évidence I'adéquation entre antigénes viraux et sérums de référence. Ainsi, par comparaison des profils
obtenus, il est possible de définir de quel virus de référence le virus a analyser est le plus proche sur e plan antigénique.
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Le séquengage. Quelle que soit la technologie utilisée
[Sanger ou éguencage haut-débit, woir chapitre B),
Ianalyse des séquences de la HA et de la NA ont
plusieurs applications, notamment la recherche des
mutations conférant une résistance aux INA et I3
recherche de facteurs de virulence (Tab. 3). A chague
épisode d'introduction d’un nouveau wirus dans la
population  humaine [A[HIN1)pdmO9, A[HIN2v
porcins en 2013 ..}, le séquengage rapide du virus
émergent @ permis de déterminer la cartographie
de ses segments dARN génomique et danticiper
sa virulence et sa capacité & &tre reconnu par les
anticorps de |z population générale et donc son
potentiel pandémigue. Ces analyses in silico sont
possibles par comparaison des séquences obtenues
avec les séquences de référence des virus d'origine
animale ou des virus ayant circulé chez I'étre humain
les années précédentes.

8.3. Objectif et indications du diagnostic
virologique

La demande de diagnostic de grippe au laboratoire a
pour principaux objectifs de déterminer I'étiologie dun
tableau respiratoire et d'améliorer la prévention des
infections nosocomiales. En effet, mettre en évidence
Ieéticlogie grippale de [linfection aigué en cours
permet de mettre en place un traitement antiviral
spécifigue pour raccourcir la durée de la maladie et
diminuer le risque de complications, surtout chez les
individus présentant des facteurs de risque (Tab. Z).
Il permet également la mise en place de mesures
disolement de type @ air », en plus des précautions
standard afin d'éviter la transmission 3 l'entourage
et de limiter la transmission nosccomiale. || permet
égzlement de mettre en évidence un échec vaccinal
chez les individus vaccinés. Pour le cas particulier
des individus immunodéprimés, le diagnostic initial
pourra étre complété par un suivi de Mexcrétion virale
afin de s'assurer gque le traitement est efficace. Enfin
la notion d'une infection grippale permet de réagir de
maniére adaptée en cas de survenue de complications
[pneumenie wirale, surinfection bactérienne). En
pratigue, le diagnostic virclogigue d'une infection par
le virus influenza devra étre proposé & tout patient
hospitalisé pour un syndrome grippal, notamment
pendant la péricde hivernale, ou s'il revient dun
woyage dans une zone potentiellement contaminée
[hémisphére Sud pendant I'été par exemple). Il devra
aussi &tre propose aux patients connus pour avoir des
facteurs de risgue 5'ils sont suspects d'une infection,
qu'ils spient vaccings ou non. Enfin, lors de la survenue
de cas groupes d'infections respiratoires dans une
structure hospitalidre, ou dans une EHPAD, quelle
que soit la situation épidémiologique, le diapnostic
virologique doit &tre réalisé sur les 1™ cas identifiés.

8.4, Suspicion d'infection par un virus aviaire
ou porcin

Les consignes sont, en cas dapparition de signes
respiratoires ou d'une conjonctivite chez des personnes
au contact danimaux connus pour &tre infectés par

Trans de Viriogks Medicaie
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des virus aviaires zoonotiques, d'adresser le patient 3
la structure hospitaliére la plus proche afin d'y réaliser
des prélevements adaptés (crachat induit, écouvillon
de nez, ecouvillon conjonctival en cas de conjonctivite)
en protégeant le préleveur (port de gants, masque et
lunettes pour le préleveur). Ces prélévements devront
étre acheminés en wrgence au CNR pour confirmer
ou infirmer rapidement la présence par un virus
zoonotigue.

0 - Traitement

9,1. Traitement symptomatigue

La prise en charge d'une grippe simple, chez un patient
ne présentant aucun facteur de risque, repose sur un
traitement symptomatique associant du paracétamol,
une bonne hydratation &t du repos. Un arrét de travail
de quelgues jowrs aura, de plus, Feffet bénéfique de
limiter la transmission du virus.

9.2. Traitement spécifique

Pour les individus présentant des facteurs de risque,
ou une forme grave, un traitement antiviral spécifique
doit étre proposé en complément du traitement
symptomatiqgue et des mesures d'hygiéne. Les
traiternents historigues de la classe des adamantanas
[amantadine ou rimantadine) sont des inhibiteurs de
la protéine M2 des virus influenza de type A. En raison
de la résistance de la majorité des souches virales, ces
molécules ne sont plus disponibles en France.

Diepuis 2010, les INA sont la seule classe d'antiviraux
recommandée par 'OMS dans le traitement et la
prophylaxie des infections par les virus de types A
etfou B. Actuellernent, seuls 2 INA sont autorisés dans
le monde entier : Foseltamivir et le zanamivir. Deux
nouveaux INA, le laninamivir et le péramivir, sont en
cours d'évaluation clinique, mais sont déja autorisés
dans certains pays. Le lanimavir est utilisé dans le
traitement des infections grippales simples sans
complications. Le péramivir et le zanamivir peuvent
&tre utilisés par voie imtraveineuse (IV] dans les grippes
sévéres ou lors dexcrétion prolongée du virus avec
résistance a l'oseltamivir. En France, le seul traitement
antiviral actuellement disponible est Foseltamipir
Administré par voie ocrale, 'efficacité maximale est
obtenue si le traitement est administré dans les 48
premiéres heures suivant apparition des symptémes.
Le traitement classique dure 5 j et peut £tre administré
&tous les 3ges. En cas de développement de résistance,
la seule alternative thérapeutigue est le zanamivir
IV, en ATU [awtorisation temporaire d'utilisation). Le
zanamivir inhalé qui avait &té proposé de 1959 a 2009
n‘est actuellement plus commercialisé en France.

Devant cet arsenal thérapeutiqgue restreint, de
nouvelles stratégies thérapeutiques sont en cours
de test, avec de nouvelles cibles et des mécanismes
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d'action originaw:. Certaines molécules ont un effet
contre les sous-unités du complexe polymérase :
inhibitewrs de PB2 comme le pimodivir [VE-787) ou
le baloxavir marboxil (5-033188), et les inhibiteurs
de PA (L-742,001). Le favipiravir [T-705), antiviral
prometteur a large spectre, actif contre tous les virus 3
ARM de polarité positive ou négative, est un inhibiteuwr
de I'SRN polymérase qui va entrainer Fapparition de
nombreuses mutations au cours de la multiplication
virale, ce qui favorise la formation d'une large
proportion de virus non viables. Cet antiviral est déja
autorisé au Japon dans le traitement des infections par
les wirus influenza aprés échec des INA.

Parmi les nouvelles stratégies thérapeutigues,
I'association de plusisurs molécules antivirales
posseédant des mécanismes d'actions etfou des profils
de résistances différents pourrait limiter I'apparition
de wirus résistants et agir de fagon synergique.
L'asseciation amantadine/ribavirine/oseltamivir pour
le traitement de |la grippe chez Fadulte 3 risque de
complications est en cours d'évaluation. DFautres
associations sont envisagées : oseltamivir/ribavirine,
favipiravir/oseltamivir, ribavirine/péramivir ou encore
antivirauxfimmunomodulateurs. || faut rester vigilant
concernant les associations d'antiviraux | par exemple,
I'association oseltamivir per o5 et zanamivir inhalé
est @ proscrire, ces 2 molécules ayant des effets
antagonistes en raison d'une compétition au niveau
de leur cible d'action commune et ce malgré leur voie
d'administration différente.

9,3. Les résistances aux traitements spécifigues

Pour les adamantanes, les virus inlfuenza de type B
sont naturellement résistants, et 30% des virus de type:
A sensibles développent une résistance empéchant la
fixation des adamantanes sur la protéine M2 apres 3 j
de traitement. Depuis 2009, les virus A[H1N1)pdm03
circulant sont tous résistants aux adamantanes, de
méme que I'ensemble des wirus A[H3N2), justifiant Ia
non recommandation de leur prescription.

Les résistances awx IMA sont dues & des mutations
dans la séquence de la NA entrainant des substitutions
d'acides aminés @ proximité ou dans le site actif de
Femzyme. Ces substitutions dépendant du sous-type
viral, les plus freqguemment cbservées in wivo sont
Iz H275Y dans les N1, la R252K et la E113V dans les
MN2. Les résistances aux INA ont une faible prévalence
variant en fonction du sous-type viral et peuvent dans
de rares cas dewvenir dominantes. En 2007, les virus
saisonniers A(H1M1) se sont séparés en 2 clades : I'un
sensible et I'autre résistant a I'oseltamivir. Ces derniers
sont apparus en Europe, au cours de I"hiver 2007-
2008, et sont devenus majoritaires lors de Ihiver 2008-
2005. En 2008, ces virus ont ensuite &été remplacés par
le virus pandémigue A(H1MN1)jpdm0% qui est sensible a
P'oseltamivir.

Dans ce contexte, la surveillance et Iétude des
mécanismes de résistance sont des éléments
indispensables 3 la lutte antigrippale.

10 - Prévention

10.1. Mesures d'hygiéne

En complément de son traitement, la mise en place
de mesures d'hygiéns et de mesures barrieres simples
telles gque le port d’un masque chirurgical par le patient,
le remouvellement régulier de Fair de sa chambre,
et une friction des mains avec une solution hydro-
alcoolique (aprés un mouchage ou éternuement), sera
trés utile pour limiter |2 transmission du virus.

10.2. La vaccination actuelle

La vaccination est le meilleur moyen de lutte comtre
la grippe. Il existe 2 types de wvaccns disponibles
en France: des vaccins inactivés sans adjuvants
administrés par voie injectable [en intramusculaire
ou en sous-cutanée] ou des vaccins vivants atténues
administrés par aérosol (voie nasale). Ces demiers sont
indiqués chez l'enfant de 2 3 18 ans. Le vaccin injectable
est une alternative dés "dge de 3 mois et nécessite en
cas de primo-vaccimation “injection de 2 demi-doses
@ 1 mois d'intervalle. La campagne de wvaccination,
organisee parla caissenationale de 'assurance maladie
des travailleurs salarigs [CHNAMTS) tous les ans, a partir
de début octobre, vise & réduire |la moralité associée
a la grippe, en proposant la vaccination gratuitement
& I'ensemble des individus présentant des facteurs de
risque [soit environ 10 millions de Frangais). Qutre les
individus a risque, cette vaccination est recommandée
pour tout individu au contact d'un individu 3 risque
(principe de la prévention par € cocooning ®) et pour
tous les personnels soignants. Cette wvaccimation est
aussi fortement recommandée dans les EHPAD pour
les residents comme pour le personnel. La vaccination
permet de réduire significativement la mortalité trés
élevée dans ces structures. Du fait des variations
antigeniques, la compaosition vacdnale est revue tous
les ans. Depuis 'automne 2013, les 2 types waccins
disponibles en France comporteront 4 composantes
vaccinales (dit « quadrivalent ®) avec un représentant
des virus A(H1N1)pdm03, 1 pour les virus A{HINZ) et
1 pour chacun des 2 lignages B (Yamagata et Victoria).

Lefficacité des vaccins dépend de 'adéguation entre les
virus de la composition vaccinale et les virus circulants.
Lorsque le wvaccin comporte des wirus wvaccimaux
antigéniquement identiques aux wvirus circulants,
I'efficacité vaccinale est optimale, de l'ordre de 80%
chez |la personne de moins de 65 ans et de 60% powr la
personne de plus de 65 ans. En cas d'apparition, durant
I'épidémie, d'un variant antigéniguement différent du
virus vaccinal, Fefficacité vaccinale peut baisser de
maniére significative voire &tre nulle comme durant
Fhiver 2014-2015.

10.3. Les vaccins du futur

L'utilisation des vaccins contre la grippe est en pleine
evolution et personnalisable. Il est démontré gque le
vaccin atténué est plus efficace chez les enfants, alors

Tralté de Virlogle Madicaie
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que les vaccins 3 haute dose antigénigque peuvent
induire une meilleure protection chez les personnes
dgées.

De npouveaux wvaccins sont en  cours  de
commercizlisation, comme des wvacdns protéigues
purifies (disponibles aux Etats-Unis), gui semblent
induire une excellente protection post-vaccinale. Des
vaccins dits € universels ® sont également en cours
de développement. lis devraient permettre d'induire
une protection 3 long terme [plusieurs années) méme
contre des virus qui présenteraient des wvariations
antigénigues.

11 - Conclusion et perspectives

La grippe est une infection fréquents, peut-gtre la
plus fréquente des infections saisonnigres. Son impact
est souvent sous-estimé alors gque la mortalité et |2
morbidité induites, maintenant bien mesurées, sont

Tras de Viniogie Medicala
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reconnues comme trés importantes. Le développement
récent dioutils diagnostiques simples, fiables et
largement répandus, a permis aux clinidens de
mieux connaitre cette maladie aux multiples facettes.
Lapport des technologies de nouvelles générations
de séguencage et de protéomigue permettront
d'améliorer les connaissances sur Finfection grippale.

Les wirus influenza sont un parfait exemple du concept
# One Heaith » qui illustre linterdépendance entre la
santé humaine et |z santé animale. Une amélioration
de la surveillance transversale de la circulation de
ces virus dans toutes les espéces animales est donc
un objectif majeur des prochaines années. Mais les
perspectives les plus attendues, apporiées par une
approche intégrative de cette maladie, permettront la
mise 3 disposition de nouveaux moyens de lutte contre
la grippe, actuellement en cours de développement
{outils thérapeutiques [antiviraux] et prophylactiques
[vaccins]) zinsi quune meilleurs identification des
individus qui en bénéficieront le plus.
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& Messages importants &

*  Lesvirus influenza sont des virus dont le génome 3 ARN segmente explique leur capacité d'évolution rapide.

+  Les virus influenza humains de type A [(A[HIN2Z) et A[HIN1)) et B (lignages Yamagata =t Victoria) sont les
virus respiratoires responsables des épidémies annuelles de grippe.

*  La surveillance des virus influenza d'origine zoonotigue deit étre renforcée pour permettre ul
suivi des nembreuses souches circulantes dans les différentes espéces animales. Les virus pandé
ayant touche 'étre humain au cours du sigce dernier sont tous issus de virus zoonotiques.

manifestations sont décrites. ’

+  Lutilisation d'antiviraux adaptés administrés précocement, selon les
d'ameliorer 'évolution de la maladie et de réduire le risque de complicati

*  Chez les individus présentant des facteurs de risque et le personnel soigna
saisonniéres est prise en charge 3 100% en France. La couverture vaccin ible, et justifie
le ciblage des populations & risque et les campagnes de communicati rance Maladie.
La dérive antigénique des virus circulants justifie la mise a disposi

= La surveillance des caracteristiques des virus influenza circulants e par un réseau unique associant
I'OMSE, les laboratoires collaborateurs OMS [CHR Virus de = ires), des medecins (réseaux
sentinelles), les hapitaux (réseau REMAL). Les b :
en temps réel sur 'évolution de Fépidémis pe
egalement sur 'émergence de variants viraux &

2 soins de s‘organiser. |is informent
ion saisonniers ou présentant des

résistances aux antiviraws.
= Les nouveaux outils de biologie m.cula're, oia plifiés et multiplex, sont désormais disponibles
pour amélicrer le diagnostic & i etz : rge des individus.

Tratte: da Virnlogie Médicaie
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Annexe B. PICHON M, Lina B., Josset L. [Caractérisations et impact du
microbiome bactérien respiratoire sur les maladies virales] Virologie 2018,

22 (3):161-72
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Caracteérisation et impact du microbiote bactérien
respiratoire sur les maladies virales

Maxime Pichon Résumé. Longtemps considéré comme stérile, le tractus respiratoire est main-
Bruno Lina tenant reconnu COMME un espace comportant un microbiome 4 fort potentiel
Laurence Jossat évolutif. L'amélioration des technologies de séquencage perme! désormais

S I"étude de la physiopathologie du microbiome bactérien respiratoire et de ses liens
Gentre hospitalier universitaire de Lyon, aves: la sévérité des infections virales respiratoires. Aprés une revoe des méthodes

Laboratoire de virologie, Institut
des agents infectisux (1Al) de Lyon,
Cantre national de référence das virus

de caraciérisation du microbiote bactérien, en général, el respiratoire, en parti-
culier, cette revue s"attachera i décrire I'impact de ce microbiote sur I"immunité
innée et acquise de I'hite infectd. Nous verrons comment 1I'exposition virale,

respiratoiras France Sud, Centra survenant dans un contexte d'altération ou de déplétion totale du microbiote
ds biologie st de pathologis Nord, respiratoire aprés antibiothérapie, influence foriement I'évolution clinique de
Groupement hospitalier Mord I"hiite infecté. La prise en charge des patients infieciés, i risque de complications,
F-89317, Lyon cedax 04, France pourrait bénéficier de ces nouvelles connaissances. En effet, des éudes récentes
Université Clawds Bernard Lyon 1, démontrent que de nombreuses voies de réponse de 'héte 3 Iinfection sont
Faculté de médecine Lyon Est, perturbées lorsque le microbiote bactérien est altéré. Son rééquilibrage, par admi-
CIRI, ENS, Inserm 1111 nistration de probiotiques ou de molécules innovantes modifiant sa composition,

CMRAS UMRS308, équips Virpath,

F-69372, Lyon cedax 08, France . . _ L . .
<maxime.pichon01 & chu-lyon fr> Mots clés : microbiome respiratoire, infections virales, NG5S, ADN 165, méta-

sénomigue

pourrait améliorer le pronostic de I infection.

Abstract. Considered for yvears as sterile, respiratory tract contains very variable
bacterial microbiome. Diriven by next generation sequencing techniques, micro-
biome analyses allow a better understanding of viral infection pathophysiology.
in terms of incidence and lethality. Afer a short reminder of microbiome cha-
racterization methods, this review will describe its impact on adaptive and innate
immunity of the infected host. Studied by viral challenges after antibiotic admi-
nistration, microbiome depletion has an important impact on clinical outcome of
the host. Patient’s management and therapeutic choices could exploit results of
this figld of research, using microbiome characteristics as prognostic biomarkers.
MNumerous immunologic pathways are impacted by modification of the micro-
biome and its restoration, using probiotic or innovative molacules could confer
better clinical prognostic of viral respiratory diseases.

Key words: respiratory microbiome, viral infections, NGS, 165 DNA. metage-
nomic

Introduction I'ensemble de la niche écologique considérée. Celle-ci
inclut & la fois les micro-organismes rdsidents (bactéries,
Le microbiote est I'ensemble des micro-organismes pré-  Yirus, parasites et champignons) el les facteurs pouvant
sents dans un environnement {ou « niche écologique ») influencer l‘e_nwmnnemenl (cellules de I‘_:rpmuruté, pro-
donné, recoupant ainsi la notion, historique, de flore bac- téases cellula!_tres._etc.). Les Fnél.hudes .Uadl_“‘_:”_‘m“ﬁs pour
térienne. Le microbiome, au sens large, correspond i détecter le mlcmblntebacléne_n reposaient lr_llt:alemml sur
des méthodes de culture., faiblement sensibles et forte-
ment chronophages. Au cours des dix derniéres années,
Tirés & part : M. Fichon I'amplification suivie du séguencage de I'ADN codant

Viricsgie, Val 22, r* 3, rai-juin 2010 1E1
Prour o el ik : Pichion M, Lina B, Joswd [ Cameidvisaion ef impart de miceotiols hacidrien sespimioine wir iz malades vinles. Woingie 7008; 2207) © B51-72 doi: 10, 16E40ve 0613 0739 |
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revue

I"'ARMI16S5 bactérien a permis d'étudier le microbiote
bactérien cutané, des tractus ou des organes, autant quan-
titativement que qualitativement, et de définir, grice i
la sensibilité de délection ainsi obtenue, comparée aunx
méthodes de culture, le microbiome [1].

Aver I"émergence de technologies de séquencage & haut
déhit, ou séquencage dit de « nouvelle génération » (Next
Generalion Sequencing [NGS]), capables de produire une
quantité considérable de données par échantillon, des
dtudes de grande ampleor comme celle du Projet micro-
biome humain (Human Microbiome Project [HMP]) ont
permis ung avancée importante dans la description des
différents microbiomes da 1" homme. De nombreuses ques-
tions restent néanmoins posées quant i ces microbiomes,
notamment sur leur potentielle richesse. Certains auteurs
considérent qu’'il y a jusqua 10 bactéries i la surface ou
dans notre organisme, soit dix fois plus que le nombre de
nos propres cellules. Ces données restent néanmoins dis-
cutées, allant jusqu®a diminuer d'un facteur 10, selon les
analyses les plus récentes [2].

A Tinstar de I'ensemble des microbiotes décrils chez
I"'humain. la composition du microbiote du tractus respi-
ratoire est de mieux en mieux définie, ainsi que son rile
physiologique. Notammeant, il est fait 1"hypothise qu'il
participe aux défenses de 1"héte [3]. Le microbiome des
voies aériennes, supériures ou inférieurss, pourrait ainsi
agir comme une véritable barrigre biologique, participant
au maintien de fonctions respiratoires normales et proté-
geant I"individu de la colonization ou de Iinvasion par des
pathogénes extérieurs.

Dans cette revoe, nous décrirons les connaissances actuelles
sur le microbiome respiratoire dans le cadre des infec-
tions respiratoires virales. Nous nous focaliserons sur les
données comespondant au microbiome bactérien, do fait
du faible nombre d'éudes réalisées sur le virome et le
mycobloma respiratoire (microbiomes viral et fongique,
respectivement).

Méthodes d'étude et de caractérisation
du microbiome bactérien respiratoire

Contrairement aux niches écologigues, comme le tractus
digestif, depuis longtemps identifiées comme porieuses
d’une véritable flore bactérienna, le tractus respiratoire a
longtemps &té considérd comme stérile. les méthodes de
culture dites « classiques » neé permettant pas toujours
d’ispler les bactéries anadrobies ou difficiles & cultiver.
Depuis I'apparition des technologies de biologie molé-
culaire, indépendantes d'une étape de culture, le tractus
respiratoire inférieur (dont le poumon) est maintenant
reconnu comme une niche écologique 4 part entiére, au
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méme titre que la peau ou le tube digestif. Les méthodes
d'éude des communautés bactériennes ont considéra-
blement évolué au cours des dernigres années, du fait
de I'identification d'un gine bactérien universel {codant
I’ ARN ribosomal 165) et de 'amélioration progressive des
techniques de séquengage, ainsi que I'obtention de puis-
sances de calcul bio-informatique permettant de produire
des millions de séquences par échantillon [4].

Le géne codant I' ARN 165 estun géne universellement pré-
sent chex les procaryotes. 11 est d’une longoeur d’environ
1.5 kilobases et comporte neuf régions hy pervariables (V1 a
¥9) entourdes de dix régions hautement conservées (C1 a
Cl0) (figure 1), Dans un premier temps. il a ééd ana-
lysé et comparé par clonage, par électrophorése sur gel 4
gradient de dénaturation (Denaturing Gradient Gel Elec-
traphoresis [DGGE]) ou par I'étude des polymorphismes
par restriction de taille (Restriction Fragment Length Paly-
morphiza [RFLP]). Rapidement, ces techniques ont été
remplacées par les technologies de séquencage i haut débit
[5. 6]. L’équipe de Carl Woese a utilisé cette stratégie
pour classer les bactéries selon leur appartenance i des
groupes taxonomigues distincts { Operative Taxonomic Unir
[OTUD) révolutionnant ainsi larecherche en écologie micro-
bienne, animale comme environnementale [7]. En effet, la
structure do gine codant ' ARN 165 autorise la production
d'amorces universelles dans des romes conservées, per-
mettant de séquencer ceraines parties hypervariables de
ce géne (tableau 1 et figure 1), Spécifiques de la plate-
forme utilisée et d’une longueur de quatre & 12 nucléotides,
ces amorces permettent Iattribution (« démultiplexage =)
des séquences produites i leur échantillon d'origine, puis
le classement en OTU des reads (ou séquences courtes)
produits. De nombreux. logiciels permettent I'analyse, plus
ou moins ouverte, de ces OTU, comme mothur, QIIME
ou UPARSE. gui sont les plus utilisés [B-10]. Toutes les
étapes du processus de séquengage. comme les différents
protocoles d'extraction ou le choix de la polymérase, des
amorces et de la région amplifiée, ont un impact sur la qua-
lité des résultats obtenus [11. 12]. De nombreux protocoles
et logiciels existent donc pour traiter et vérifier la qualité
des séquences produiles, sans pour autant qu°ung approche
consensuelle n*ait encore été admise & ce jour [9, 10, 13].
Cette description de la population bactérienne, pouvant aller
jusqu'an genre ou A 'espéce, via la caractérisation des
OTU présents dans un échantillon, ne permet néanmoins
pas d'obtenir les informations relatives & I'état physiolo-
gique de ces bactéries, élément important pour comprendre
le fonctionnement du microbiome. Leung ef al.. analysant
les microbiomes bactériens de 1" oropharynx de 22 patients
infectés ou non par le virug grippal, ont généré, par méta-
transcriptomigue du génome bactérien (analysa du contenu
en ARN). des données complites sur les génes de régu-
lation bactériens (génes impliqués dans la mobilité, la
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Tablesu 1 Exemples d’asmorces ciblant les régions hypervariables du géne codant I'ARN16S bactérian
{adapté de Baker at al. [59]).
Saquences des boucles hypervariables Amorce sens Amorce antisens
{coordonnées nucléotidiques) (forward) (reversa)
Rglon V1 [E7-100]
GGTAACAGG AAG AAGCTTGCT TCT TTG CTG ACG
EBF E3iR

Réglon V2 [207-296]

TCT CAA ACT AGT ACC GAG TC CTGCGTCCCGTAGGAGTCTGE
TGATGGAGGGGCATAACTACTGGAAACGETAGCTAATACC

GCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTICGGGCCT

CTTGCCATCG
RAgion V3 [440-497] E324F Us3aR
CAG CGG GGA GGA AGG GGA GTA AAG TTA ATA CCT GGT CTG AGG ATG CCC TGC TATTACCGCGGCTECTGGCTCG
TTG CTC ATT GAC GTT ACC CGC AGA A arc GAGTTAG
Reglon V4 [560-722]
TTGTTAAGT CAGATGTGA AAT CCCCGG GCT CAA ee Toe E?:F S ace MEG“GT"A -
CCTEEEAACTGCATCTEATAC TGECAAGT ECa AL TeT
E339R
Réglon VS [BO0-027] ETBEF CTT GTE CGE GCC CCC GTC
TEEAGETIGTGCCCTEAGGCETEECTIC CTA ATC TAT GGG ACC ATC A AAT TCA ATT CAT TTG AGT
T
ES05F
Reéglon V& [1008-1035] U1053R
ACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATETGCCTTCGGGAA B AETTAA CTG ACG ACA GCC ATG CA
CCEG GG GTG TTC
REgIeN VT [1118-1157]
CCT TTG TTG CCA GCG GTC CGG CCG GGA ACT CAA AGG
AR
UH115F U1406R

GGG CGTTGE TCG CGTTGG GA | GAC GGG CGG TGTGTACA
Réglon V8 [1242.1295]
CGC ATA CAA AGA GAA GCG ACC TCG CGA GAG CAA

GCG GAC CTC ATA AAG TGC GT

Réglon VO [1424-1485] U406F W510R
GTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTA

ACA TGT GTG GCG GGC AG CGGTTA CCT TGT TAC GAC TT

Las saguencas donneées & tre Ingicatll, bassaes sur FADN1ES OF. coll, comaspondent aux coprdonndes nuckdptidigues Indiquaes antra crocheds. Las amorcas,

sans et antlsans, sont EI.I}DI.II'E Inclbquéas dans k2 sans 5-3" et nommess salon lsur dénominaiion ususke. Les nucléotidas an rouga WI'I'EEPm'ﬂ -1 §
nucléobides constants des ragions vanabies las verts comaspondant aux nucieotioes nypanvaniabies).
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Figure 1. Représentation schématigue de la structure secondaire de I'ARN165 bactérien d'E. colii Vx - régions variables (en vart)
permettant la classification des espéces bactériennes présentes dans ke microbiome ; Cx : régions constantes (2n orange), incluant les
amorces de eéguencage. Les domeines constants indiqués par Nétoile permeftent la distinction entre le domaine 5, le domaine cantral
et les domaines mineurs et majeurs 3. Les fléches représentent quelgues amorces sens (en bleu) st antisens (an orangs) utilisables
pour les protocoles de séquengage. Les flacheas représantant les régions nuclkéotidiques (en prenant E. colf comme génome de réiérance)
correspondant aux amorces (indiquéss dans le abisaw 1) (bleu - amorces sens et rowge © amorces antisens).

transduction du signal ainsi que le transport ionique et le
métabolisme). 11 a ainsi &t prouve que les bactéries pré-
sentes pouvaient différer non seulement par leur présence
ou abondance mais par une activation différentielle de génes
de voies de régulation. Cette différence importante entre
bactéries d’un méme microbiome pourrail donc permettre
d’expliquer leur éventuelle pathogénicité respective [ 14].

En résumé, i les techniques de NGS permettent d analyser
finement le microbiome des voies aériennes. il est impor-
tant de garder & I'esprit que I'analyse des séquences da
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I"ARN165 ne permeat que la détection des génomes (OTU).
A moins de combiner ce séquencage pénomigque & celui
des ARNm bactériens, le séquencage des OTU ne permet
pas de distinguer les micro-organismes viables ou non [ 15].
De plus, certaings éudes pan-microbiennes montrent que
la diversité obtenue par séquencage de I’ ARN1 65 est sous-
estimée comparativement aux approches non ciblées [ 16].
Il est donc important de distinguer la métagénomique dite
« shatgua » (permettant de séquencer I'ensemble des génes
présents dans un échantillon), la métagénomique ciblée (se

Vinglogie, Vol 22, n* 3, maijuin 2018
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Figure 2. Evolution des données bibliométriques portant sur le microbiome respiratoire de 2000 & 2016. L échells verticals repré-
sanie le total cumulé d'études comespondant aux mots-clés recherchés et I'échelle horizontale, MNannée de publication. Les données en
blsu représantent le nombre de publications corespondant au mot-clé = microbiomes », les données en rouge représentent le nombre
de publications comespondant au mot-clé « respiratory microbiome » &t les donnéas en vert comrespondent su nombre de publications
au mot-clé « viral microbiome . Le nombre de publications présentent une augmentation notable entre les annéas 2003 =t
2016, correspondant & M'émargence de nouvellss technologies de s8quengage. | est intéressant de constater la diférence notable de
publications, pouvant s"axpliquer par la différance d'intérét de la communauté scientifique, portant sur les microbiomes respiratoires et non
respiratoires (digestif principalament). Cette difiSrence ne diminue pas awec 'explosion du nombre de publications sur ke sujat.

limitant & 1'"éude d'un marqueur, le plus souvent I’ ARN
ribosomal 165) et la métatranscriptomique (séquencage de
I'ensemble des pénes transcrits ou activés présents dans
I"échantillon).

Caractéristiques du microbiome
respiratoire sain

Des études de grande ampleur ont permis d’obtenir des
informations importantes quant i la structure et la compo-
sition du microbiome du sujet sain an niveau de différentes
niches écologiques (figure 2 et tablean 2).

Ces études. conduites aussi sur le microbiome respiratoire,
ont permis de distinguer deux microbiomes : « central »
et « satellite ». Le microbiome respiratoire central (dit
core microbione) est constitué des espéces bactériennes
présentes de fagon constante dans plus de %5 % des sites pré-
levés et partagées entre individus sains. Celui-ci comporte

Wirologie, Vol 22, n* 3, maijuin 201E

les gines microblens et les voies métaboliques micro-
biennes permettant une physiologie stable. A noter qu’il
differe de fagon constitutive en fonction de 1"dge, du sexe,
de I"origing sociale etfou ethnique des patients. mais qu”il
reste dépendant de facteurs environnementanx evou extrin-
seques tels que la prise de traitements (traitement au long
cours ou substitutify oo I'alimentation [17, 18]. Le mode
d"accouchement est un facteur fondamental de variation
(quantitative et qualitative) de ce microbiome respiratoire
la naissance [ 19]. Les enfants nés par césarienne présentent
plus longtemps des profils de microbiomes respiratoires
centraux dominés par Staphylocoeccus aureus 4 la diffé-
rence des enfants nés par voie basse dont le microbiome
respiratoire central évolue plus rapidement vers un profil
plus complexe comprenant les genres Moravella, Cory-
nebacterium ou Dologsigranulum. Ce profil mature permet
ung meilleure protection contre les infections respiratoires
virales [20, 21]. Il est, en outre, renforcé par la mise en place
d'une alimentation au lait maternel. De méme. il apparait
que le microbiome nasopharvngd des enfants prématurés
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Tableau 2 Espéces bactériennes dominant les microblomes bactériens respiratoires indépendamment
du statut pathologique ou non de 'hate.

Localisation Tractus respiratoire supérieur Tractus respiratoire inférieur
anatomigue
Cavité buccals Hasopharynx Oropharynx Trachée Poumaon
Mode de Ecouvillonnage Aspiration Lavags broncho-
prélévament nez-gorge trachéo- ahdolaire
privilégig bronchique (biopsia)
Aspiration nasopharyngée
Bactaries Frevotsiia Corynebactsnum Prevoiella Prevotsila FPrevotsila
généralement Strepiococcus® Sireptococous? Streptococous® Streptococcus® Strepiococcus®
refrouvées Viillon sila® Vailloneia® Veilfonel 2 Viilione la® Vailionela®
Hasmop hilius Propionibactenium Hasmophilius Cloaciba denum Pasudomonas
Staphylococous Firsobacts mum Hslicoba cter Fusobadenum
Mo raxsila

* ESpecas [resentes o 1830N CONstants qualle gue sofl 12 region de pralvemsnt. Il est iNtSressant de constabar qUsE 85 SsPECas relrDUVEas 50Nt Varaies

en ionction du she de praiéyemeant.

est plus hétérogéne que celui des enfants nés i terme [22].
Méme si la composition du microbiome varie considéra-
blement aw cours de la premiére annde de vie, les profils
bactériens centraux convergent progressivement. mais trés
précocement, vers un profil mature, dis I ige de deux mois,
qui reste stable par la suite. Par opposition au microbiomse
central, le microbiome périphérigue. dit « satellite » corres-
pond aux 5 % restants et est sujet i des variations rapides
ef réversibles an cours des différentes altérations physiopa-
thologigues. Ces altérations sont rés diverses comme des
maladies aiguiés ou chronigues, une grossesse, la sénes-
cence ou le développement de 1'enfant. Le microbiome
respiratoire périphérique (plus que le microbiome central)
szmble donc étre le reflet de I"exposition de I"individu aux
situations extérieures pouvant modifier son microbiome,
comme une prise ponctuelle dantibiotiques, una infection,
mais aussi une modification du mode d”alimentation ou des
habitus de vie [19, 21-23]. Ces quelgues pourcents de varia-
tion du microbiome pour sa portion « satellite » Stant soumis
i changement rapide, un profil de microbiome périphérique
d’unindividu est donc difficilement comparable i celuid’un
autre, justifiant de réaliser pour cela des études apparides
ef/on longitudinales pour en étudier les modifications.

Impact du microbiote respiratoire
bactérien dans la pathogenése
des maladies virales respiratoires

Le tractus respiratoire est en contact constant avec
I'environnement extérieur [23]. Historigquement, les éudes
portant sur les micro-organismes détectés dans I'appareil
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respiratoire ont analysé les prélévements & la recherche
d'agents pathopkpes. L'avénement des technologies de
séquencage 4 haut débit a progressivement permis de
décrire, puis de caractériser, la flore bactérienne résidente
commensale afin d'en éudier I"impact sur les réponsas
immunitaires acquises ou innées le long de |"arbre respira-
toire [24]. En 2016, parmi plus de 7000 articles répondant
au mot-clé « microbiome », ung faible proportion d’entre
eux traitait du microbiome respiratoire, en particulier, ou de
I"évolution du microbiome, en général, an cours des infec-
tions virales (figure 2). 11 n'existe que peu de donnéas dans
ce domaing de recherche et elles concernent principalement
le microbiome bactérien & I exception de rares publications
{1 &2 %) qui ont étudié les composantes virales (virome)
el fongiques {mycobiome) du microbiome (figure 35).
Aprés un premier temps de caractérisation de la compo-
sition et des variations physiologiques du microbiome
respiratoire « sain », les éludes les plus récentes se sont
focalisées sur les modifications rencontrées dans des situa-
tions dites « pathologiques =, qu'il s’agisse d'une infection
ol non (figure 3A). Les infections respiratoires aigois sont
majoritairement causées par des virus. En effet. moins de
30 % des causes retrouvées dans les infections respiratoires
basses (atteintes des bronches ou des poumons) de 1" adulte
ne sont pas virales [25]. Cette revue est donc limitée aux des-
criptions des altérations entraindes par les infections virales
sur le tractus respiratoire.

Leung ef al. ont étudié, par séquencage complet des
sénomes bactériens, le microbiome pulmonaire des patients
infectés par le virus grippal, le comparant aux microbiomes
de patients non infectés possédant les mémes carac-
téristiques démographiques [14]. Cette analyse montre
que les patients infectés ont un microbiome pulmonaire
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260



Partie E. Annexes

revue

Microbiome
wogénital
n~ 1388 (5 %)

Moty ome cunané
a= 1184 (3 %)

Microbiame buccal
n=3622(14%)

Microbiomme
fraoplcentaire
a=31T(1%)

Visome Mycobiome

a=17{<1%

vt a=22{ 1%

Bactégiome
n = 3553 (9%)

Microbiome bucca

Voo Mycol ome

Bactériome
n= 1456 57 %

Virome Myvodoome
a=1{1%) av0(0%

Visome Mycobiome
16(1%) a=14(1%)

Bacsédiome
n= 1154 G5 %)

Microbiome cutamé

3

Viroene Mic mbuome
261 %) a=B(<1%N

Bactdnome
u= 774359 %)

Bactériome
n= B9 %)

Figure 3. Répartition des publications scientifiques

par site anatomique. A) Répartition des publica-

tions en fonction de la niche écologique. B) Répartition des publications en fonction des difiérentes composantes bactériennes, virales st
mycotiques du microbiome. A noter que les recherches a propos du microbioms buccal correspondaient aux mots-clés « microbiome » et
« oral» ; du microbiome respiratoire & « microbiome » et « respiratory » ou « pulmonary » ; du microbiome foatoplacentaire a « microbiome »
et « fotal » ou « placents » ; du microbiome cutané a « microbiome » &t « skin » ; du microbiome digestif 8 « microbiome » et « gut » ou
« digestive » ; du microbloma urogénital & « microbiome » et « uninary » ou « genial » ou « penis » ou « vaginal ».

Vircloge, Vol 22, n* 3, masijuin 2018

167

261



Partie E. Annexes

revue

constitué de bactéries exprimant plus de pénes améliorant
leurs mobilités (chimiotactisme, flagelles) et leurs capaci-
tés de régulation du métabolisme ou de transcription que
les bactéries du microbiome des patients « sains ». Ces
données de métatranscriptomigque comparative confortent
I"idée de I'existence d'un processus de sélection des micro-
organismes métaboliquement capables de s adapter 4 un
drosystéme changeant au sein d"un microbiome ouvert. Ces
espices bactériennes, notamment par I"altération du tapis
mucociliaire, seraient capables de se déplacer dans les voies
adriennes inférieuras et de produire des métabolites immu-
nomodulateurs limitant la réponse de I'hote & Iinfection
virale. Ces bactéries pourraient donc impacter fortement le
devenir clinique, pdjoratif ou non, des hites infectds.
L’inflammation excessive suivant I"infection virale contri-
buant au dézordre respiratoire observé, un microbiome
capable de favoriser une certaine tolérance immunitaire
pourrait potentiellement aider & limiter les dégits tissu-
laires dus & I'exacerbation de la réponse inflammatoire.
Grice 4 un modale murin, Wang ef al. ont pu démontrer
I'imporance d'un microbiome respiratoire intégre sur la
tolérance d"unorganisme au virus grippal [24]. Pour cela, ils
ont utilisé des souris SPF (Specific Pathogen Free) connues
pour étre plus sensibles aux infections grippales (amaigris-
sement plus important, taux de survie inférieur. . .) que les
souris sauvages du méme génotype élevées dans un envi-
ronnement naturel non stérile. Dans le modéle de souris
SPF, la colonisation du tractus respiratoire supérieur par
des bactéries commensales permettait de réduire considé-
rablement les altérations pulmonaires lides 4 I"infection par
le virus influenza. Cette colonisation diminuait la létalité
de I'infection grippale vig la modification du phénotype de
réponse monocylaire, induisant un phénotype d’activation
macrophagique moins destructeur [26]. Abt ef al. ont éga-
lement montré que les souris sauvages prétraitées par un
cocktail d*antibiotiques, dénaturant ainsi leur microbiome
« naturel », présentaient une morbidité accrue lors d’une
infaction par le virus pandémigue A (HIN1) apparu en
2009 (A {HIN jpamos ), avec une perte de poids el une désa-
turation en oxygkne importantes [27]. La sévérité de ces
atteintes éait associée 4 deux facteurs qui étaient

— une diminution de la capacité de migration des cellules
dendritiques, indispensable pour une réponse immunitaire
efficace ;

— une diminution de la concentration en cellules lymphocy-
taires T spécifiques au niveau tissulaire, contribuant & terme
4 maintenir une charge virale locale élevée.

Towjours dans un modéle murin, Wu ef al. ont montré
que I'administration per o5 d'un traitement probictique
restaurait significativement la réponse immunitaire de sou-
ris traitées aux antibiotigues en permettant une meilleure
aclivation des voies TLR-7 et NFxB [26]. Celle voie
de signalisation. impliquée dans la reconnaissance des
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ARN viraux simple brin, favorise en effel la clairance
virale.

L’ensemble de ces donndes recueillies chex I'animal sug-
mire que la pathogenése d’une infection par le virus grippal
chez un hite av microbiome altéré est en partie lide 4 une
réponse immunitaire locale moins efficace. Réciproque-
ment, la présence d'un microbiome « intégre » permet da
maintenir une réponse innée efficace ainsi qu’une réponse
adaptative appropriée contre le virus influenza. La viabilité
des micro-organismes composant cé microbiome « bénd-
fique » ne semble néanmoins pas indispensable. En effet.
il a éé possible de restaurer expérimentalement, dans un
modile murin, ung réponse immunitaire adaptative efficace
aprés administration de lipopolysaccharides (LPS) chez un
heite sain au microbiome « altéré » [29]. L’ hypothése méca-
nistique est que le microbiome déclenche Iactivation de
nombreux récepteurs de reconnaissance de motifs molécu-
laires exprimés par les pathogénes (Pathogen-Associated
Maolecular Patterns [PAMPS]), stimulant les leucocytes au
niveau local comme systémique.

Comme indiqué précédemment. il est maintenant admis que
la diversité bactérienne composant le microbiome respi-
ratoire s¢ stabilise & I'approche de la premiére année de
vie. Ce microbiome. par la diversité des micro-organismes
qui le constituent. impacte la physiologie de I"hite ainsi
gue son immunité [30-34]. La présence de bactéries du
menre Moravella dans ce microbiome semble associée
au risque d'une plus grande sévéritd de I'infection par
le vims respiratoire syncytial (VES). En retour, l2 VRS
est lui-méme capable d'altérer fortement le microbiome
respiratoire de I"hdte [21, 35-37]. Durant I"hiver, les co-
infections VRS/Moraveilla ne sont pas rares, ces deux
pathognes co-circulant durant la période la plus froide de
I"année. La bronchiolite & VRS se complique fréquemment
d'une ofite moyenne d"éiologie bactérienne, suggérant que
I"infection virale puisse faire le lit de la surinfection bac-
térienne. Ce type d'interaction « virus-bactérie = a aussi
été démontré de longue date pour les surinfections pneu-
mococciques de la maladie grippale [38]. De nombrenx
mécanismeas d'interaction entre bactéries (principalement
le pneumocoque) et virus influenza ont ainsi &é mis en
évidence depuis leur premidre description au cours de la
pandémie de 1918 (revus dans [39, 40]). Ceux-ci vont de
I"interaction directe virus-bactérie, via une activité siali-
dase du pneumocoque aidant & la libération des virions
néoformés, & I'impact anatomique, par destruction de la
barriére épithéliale et altération de la structure du surfac-
tant &t de "arbre bronchiolaire, ou immunitaire lié 4 une
dysfonction des réponses innées et adaptatives. De maniére
ménérale, il a é¢ montré que les microbiomes nasopha-
rvngés i forte dominance d” Haemophilus influenzae et de
Strepiococcus, par opposition aux microbiomes riches en
5. aureus, émient associés b des réponses immunitaires
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exacerbées de I"hite lors des infections respiratoires. Cette
axacerbation est a4 l'origing d’une augmentation du taux
d’hospitalisation, du fait d'une plus grande sévérité de la
maladie au niveau respiratoire, confortant I'hypothése de
I"implication du microbiome dans la réponse inflammatoire
aux infections virales [41]. Toutefois. pour 1'instant, les
dtudes réalisées n'ont fait qu’entrevoir une partie des méca-
nismes complexes associant le microbiome et la réponse
immunitaire.

Impact clinique du microbiome
respiratoire

Utilisation thérapeutigue dans ke cadre

de la prise en charge des infections virales

L’ impact du microbiome dans 1a pathogenise des infections
respiratoires virales est donc fortemeant suspecté. Par analo-
gie avec des thérapies du tractus gastro-intestinal, il semble
envisageable de moduler le microbiome respiratoire. Nem-
brini e al. ont, par exemple, développé un modéle murin
d’administration directe d’Escherichia coli dans les voies
aériennes [42]. Ces inoculations ont montré un effet béné-
fique sur I'inflammation locale, fortement impliquée dans
la pathogenise des infections respiratoires. limitant ainsi
la symptomatologie clinique. De méme, un essai cliniqua
dirigé par Bruzzese ef al. a montré I'influence positive de
I'administration de Lactobacillus rhamnaosus (3 distance
de la sphére respiratoire car administré oralement) sur le
nombre et la sévérité des exacerbations de mucoviscidose
[43]. Bien que nécessitant d'étre validée par des études
de cohorte de taille suffisante, le bénéfice de la modifi-
cation thérapeutique du microbiome respiratoire dans le
cadre de maladies respiratoires chronigues semble fone-
ment suggénd par ces études. Néanmoins, peu d'éludes se
sont intéressdes & la modification du microbiome respira-
toire dans le cadre des infections virales aigués.

Certains auteurs ont néanmoins montré que I"augmentation
temporaire de I"inflammation des voies aériennes par admi-
nistration d"antigénes bactériens pourrait étre une approcha
thérapeutique des infections 4 virus influenza [29]. Dans un
modile murin, il a éé avssi montré que des animanx prétrai-
tés par des aérozols de lysats bactériens (contenant du LPS)
présentaient une réponse inflammatoire plus rapide et plus
performante quant & 'obtention de la clairance virale ao
cours d’une infection virale uliérieure. La réponse induite
par le LPS diminuait I'altération tissulaire lide 4 I"infection
virale améliorant la survie des animaux infectés [44]. Ces
données restent encore contestées dans le cadre spécifique
de I"infection par les virus influenza. En effet, il est admis
que I"inflammation générée par I infaction virale est respon-
sable de la majoritd des manifestations cliniques observées
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or "utilisation de traitements immunomodulateurs n'a pas
montré d'efficacité dans le cadre d'essais cliniques. La
situation semble donc plus complexe. A 'instar de ce quia
déja étd étudié pour la prise en charge des sepsis sévivres, la
maitrise de la réponse inflammatoire n’a d’intérét que lors
de la phase précoce de la maladie. Une large part de la diffi-
culté du contrile de Iinflammation au cours de I”infection
grippale est ainsi lige au fait gu’elle varie en fonction an
cours du temps, des étapes précoces aux phases tardives de
la maladie [45].

De fagon similaire, I activation das TLR-2, 6 et 9, au moyen
d"un prétraitement par des agonistes synthétiques, permet-
tait de réduire le titre viral mesuré dans les infections par
les virus parainfluenza dans les prélévements respiratoires,
54ns pour autant permettre de réduire la svmplomatologie
d"hyperréactivité bronchique [46]. Enfin, 1I"administration
de toxines inactivées d’E. coli a démontré son efficacité
pour constituer une protection contre I infection par VRS et
les virus grippaux, toutcomme " administration de L. rham-
nosws avant la mise en contact avec le VRS [47, 48]
Ces lactobacilles permettraient de protéger contre I'excés
d’inflammation au cours de 'infection, modifiant & la fois
la production de nombreux médiateurs pro-inflammatoires
(interférons et interleukines) et " activation des cellules den-
dritiques via I'expression de CD103 et CDV1 1b [49].
Plusicurs études cliniques ont tenté de démontrer 1"intérét
de I"utilisation des prébiotiques (composés non digestibles
favorisant la croissance ou Iactivité des bactéries commen-
sales) etfou des probiotiques (administration directe de
bactéries de la flore), modifiant l2 microbiome respiratoire
en présence, pour la prise en charge des infections virales
[28, 50-34]. Dans un essai clinigue randomisé en double
insu sur une cohorte de nourrissons finlandais, Louoto ef
al. ont exploré 1"ffet de I"administration de L. rhamnaosis
(probiotique ) ou d'un mélange de galacto-oligosaccharide
polydextrose (prébiotique connu pour favoriser la crois-
sance des lactobacilles et des bifidobactéries) sur la
survenue d’infections virales. Ces dewx stratégies pré-
ventives ont permis de réduire I'incidence des infections
respiratoires virales symptomatiques. L effet observé dtait
trés net sur les infections 4 rhinovirus mais non détectable
pour celles 3 VRS,

Bien que ces premiires £tudes soient rds encourageantes, le
chemin & parcourir est encore long avant de pouvoir utiliser
ces approches « d'enrichissement bactéren » du micro-
biome respiratoire, en vue de prévenir ou de traiter une
infection virale respiratoire, et nécessitera encore de nom-
breuses études impliquant des cohortes de taille importanta.

Uitilisation en biomarqueurs
Triss rapidement, il a été imaginé d’utiliser le microbiome

comme un marqueur de risque pour la survenue dune
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infection respiratoire sévire. En effel, avant méme la des-
cription du concept de microbiome, il avait é68 observé que
la détection puis I"'augmentation de la proportion de cer-
taines espices bactériennes ( Prewdomonas deruginosa, par
exemple) dans le tractus respiratoire signaient un tournant
péjoratif dans I'évolution de la maladie chez les patients
atteints de mucoviscidose [55].

La connaissance du microbiome d'un individu pourrait per-
mettre de prédire le nivean de risque de celui-ci vis-a-vis
des agressions respiratoires bactériennes ou virales. Méme
si les données sont encore limitées, il a récemment été décrit
que le poriage nasal de pnenmocogue étail statistiquement
positivement comélé i la séropositivité au Métapneumovi-
rus chez 'enfant [56]. Les auteurs concluent ainsi, aprés
vérification dans un modéle cellulaire, & I"implication de
cette bactérie dans la susceptibilité d’un organisme, ici un
enfant, & I"infection par le Métapnenmovirus.

Dans une éude publiée en 2017, notre équipe a dudié les
microbiomes des enfants présentant des infections grippales
de sdvérité variable. Nous avons pu metire en dvidence,
chez des enfants infectés par le virus influenza A ou B,
que plusieurs OTU (5. aureus. Prevotella, Lachnospiracea
incertgesedis, Strepiobacillus, Porphyromonas, Granuli-
catella, Veillonella, Fusobacterium et Haemophilus spp.)
dtaient présentes, dis le début de la maladie, dans des pro-
portions différentas &t que cela avait des conssquances sur
le devenir clinique du patient infecté. A I'exception de
§. aureus, toutes ces OTU étaient retrouvées en quantités
plus abondantes cher les patients évoluant vers des formes
sévires de grippe, el ce dis le prélevement initial [57]. La
détection de ces OTU conjointement & celle du virus grippal
pourrait conduire & proposer une prise en charpe adaptée dis
le début de I'infection. L orientation initiale des patients,
optimisée du fait de I"existence ou non d'un risque identifié
de complications respiratoires, permettrait d’améliorer lear
prise en charge. Une étude multicentrique, débutée en 2017,
permettra de confirmer la réalité de cette différence et sur-
tout I"utilité d'un tel biomarqueur pour la prise en charge
des enfants grippés. Le microbiome pourrait donc servir,
i terme, de marqueur pronostique en aidant 4 la prise en
charge précoce de patients & risque.

Bien gqu'avcune relation causale entre les caractéristiques
du microbiome nasopharyngé et la réponse aux infections
virales ne puisse étre déduite de ces études, les données
actuellement disponibles suggérent néanmoins que 1"éude
du microbiome pourrait permettre d’obtenir un factear
prédictif des conséquences cliniques de cette infection.
L'utilisation des caractéristiques du microbiome dans le
cadre la prise en charge des patients infectés pourrait
donc &tre envisagée. Réciprogquement, une modification
du microbiome baciérien, par vaccination ou administra-
tion, pourrait avoir des conségquences sur las maladies
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infectieuses, qu'elles relevent ou non d'une stratégie de
prévention vaccinale [58, 59].

Conclusions

Les études réalisées & ce jour semblent montrer que le
microbiome bactérien respiratoire régule plusieurs éapes
de la réponse immunitaire & Iinfection par un virus res-
piratoire. Le microbiome respiratoire ayant été dtudié
jusqu’ici dans das modiles in vitro, des modéles dinfection
chronique ou sur des populations standardisées (popu-
lations immunodéprimées ou néonatales), il est difficile
d'extrapoler les résultats obtenus 4 la population géné-
rale. 11 semble toutefois acquis que les micro-organismes
constituant le microbiome humain influencent fortament la
physiologie humaine et la physiopathologie des infections
virales respiratoires.

Les données physiopathologiques disponibles suggérent
néanmoins une possible utilisation des connaissances sur le
microbiome dans le domaing de la santé humaing. En effet,
ce microbiome étant 4 la fois cause et reflet d”une détériora-
tion possible de la maladie. son utilisation comme marguenr
ou comme outil thérapeutique semble étre possible en
clinique humaine. La détermination de biomarqueurs de
sdvérité, par la démocratisation et I"amélioration conti-
nue des techniques de séquengage & haut débil, permettra
d"améliorer plus finement la prise en charge des patients, en
vue d'une « médecine personnalisée ». De méme, la comec-
tion du microbiome satellite, variable selon les conditions
environnementales, pourrait permetire une amélioration
thérapeutique ou pronostique des maladies infectieuses,
comme ¢’est le cas pour les maladies inflammatoires.

Les domaines de recherche sur le microbiome constituent
un immense champ d’investigation aussi bien a 1"échelle du
pathogéne isolé qu'en tant que communauté microbienne
complexe. Ces études permettront surtout de comprendre
les interactions avec les autres composanies, aussi bien
virales que fongigues, du microbiome. Les informations
disponibles sur ces deux demnitres composantes restent en
effet trés limitées, mais augurent potentiellement de nom-
breuses avancées scientifiques 4 court terme.

Liens d’intérdts : les auteurs déclarent ne pas avoir de lizn
d’intérét en rapport avec cet anicle.
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Abstract: Viruses are respomsible for most of both upper and lower acute respiratory infections (ARIs).
The microbiome—the ecological community of microorganisms sharing the body space, which has
gained considerable interest over the last decade—is modified in health and disease states. Even if
most of these disturbances have been previously deseribed in relation to chronic disorders of the
gastrointestinal microbiome, afer a short reminder of microbiome characteristics and methods of
characterization, this review will describe the impact of the microbicme (mainly mespiratory ) on host
responses to viral ARls. The microbiome hag a direct environméntal impact on the host cells but
alzo an indirect impact on the immur+e system, by enhancing innate or adaptive immune responses.
In microbial infections, espedially in viral infections, these dramatic modifications could lead to
a dramatic impact responsible for sevem clinical outcomes. Studies focusing om the microbiome
associated with transcriptomic analyses of the host mesponse and deep characterization of the
pathogen would lead to a better understanding of viral pathogenesis and open avenues for biomarker
development and innovative therapeutics.

Keywords: mspiratory tract; viral infections; mespiratory microbiome; 165; whole genome sequencing; NGS

1. Introduction

1.1. Burdem of Acute Respiratory Infections (ARI)

Acute respiratory infections (ARIs) are the most common type of acute infection worldwide in
both adults and childmen and are mainly caused by viruses, including regpiratory syncytial virus
(RSV), human rhinovirus (hRVY), influenza virus (IV), or metapneumovirus (hMPV). In Europe, lower
respiratory tract infection is the eighth leading cause of disease in both adults and children [1].
ARIs account for an estimated 40% of all healthcamne-associabed infections in pediatric long-term care
facilities [2]. Most of these viral infections could kead to very severe forms of mespiratory diseases.
Forexample, it is estimated that 33.8 million new episodes of RSV-associated acuke respiratory infection
occurred worldwide in children younger than 5 years of age, during the 2005 epidemics, with at least
10% of these childmen necessitating hospital admission [3].

Attempts to prevent respiratory viral infections ame currently limited to vulnerable high-rizk
groups such as immunocompromised patients, the elderly, or young children and include optimized
vaccination, reduced exposure and prophylactic treatment Because of the burden, the clinical
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presentation and the difficulties with anticipating clinical complications of respiratory infections,
it is necessary to better understand their pathophysiology.

1.2. The Respiratory Microbiome: Still a Lot of Unknotens

The human microbiota comprises all microorganisms (bacteria, viruses, fungi, archae) that exist
in the human body. Despite numercus studies on the microbiome, the definiion of this term is
still controversial From a genomic perspective, the microbiome can be considered the collection
of the microbiota genomes [4]. From an ecological perspective, the microbiome corresponds to the

whole ecological niche congidered (-biome), including both the microbiota and the habitat it colonizes.

While most of the studies on the microbiome have only described its bacterial component, the human
body is colonized by more viruses than bacteria and also comprises fungi and archeae [5,6]. Given that
no study currently deseribes the compogition and the role of the respiratory virome and mycobiomse
during ARI, we will focus on the bacterial microbiota only in this review.

Extensive studies in the general population have focused on the characterization of the bacterial
microbiota per niche. These studies have obtained important information on the structure and variation
of the composition over time of the different microbiomes. It is important to acknowledge that the
baseline microbiome varies among normal individuals and that colonization by certain bacteria appears
to b conferring either a protective or deleterious effect on subsequent viral infection {described in
Table 1). However, contrary to the gastrointestinal tract or skin niches, it is only recently that the
respiratory tract microbiome has been studied.

Although more than 7000 articles were associated with the “microbiome” keyword in PubMed,
with a slight part focusing on respiratory tract microbiome, only a small proportion focused on
microbiome disturbance in viral infections, especially in mespiratory tract infections (Figume 1).
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1. Impact of the Respiratory Microbiota on Viral Infection Pathogenesis

After a first period focusing on the characterization of the composition and the physiological
variations of the “healthy” respiratory microbiome, most recent studies have focused on changes
induced during a so-called “pathological” situation, infectious or not Unfortunately, only few studies
have compared baseline healthy pre-infection microbiome and postinfection modified microbiome
in acute infections as it is very difficult to get human samples before viral infecion, except in
challenge studies [7,5]. Animal studies provide some insight into the mechanisms, yet their respiratory
microbioms 15 very different to the human microbiome and in addition, while there are lots of studwes
describing bacteria-virus interactions between defined pathogens, only a few studies have analyzed
trans-kingdom interactions within the respiratory microbiota. Forexample, it has been well established
that preumoceccus super infection following IV infection dramatically increases the lethality of
influenza in a mouse model and in humans [9,10]. However, how the whole respiratory microbiota
iz associated with influenza severity is still largely unexplored [11-12] The respiratory microbiota
could impact ARI outcome through bacteriome-bacteriome or backeriome-virome interactions (Table 1).
Interactions between backeriophages and the backriome are increasingly being described in the GL
Bacteriophages could alter the bacterionme composition and function through both lytic and lysogenic
infections of their hosts [14]. In addition, bacteriophages binding to the intestinal mucosae might
provide some form of acquined immunity to invading pathogens [15]. However, there ane curmently no
data available describing interactions between the prokaryotic virome and the bacterial microbiota in
the mespiratory tract. Therefore, this meview describes only interactions between bacterial microbiota
and a single viral pathogen.

2.1. Bacterial Microbiota Direct Impact on the Respiratory Tract Enviromnment

Several studies indicate that the lung bacterial microbiota influences lung morphology, function
and mucosal lymphoid tissue development [1617]. During ARL the respiratory bacterial microbiota
may also directly impact on the respiratory tract environment to influence viral pathogenesis.
Using bacterial whole genome sequencing, Leung et al. have studied the respiratory microbiome
of patients infected by IV compared to that of uninfected patients with the same demographic
characteristics [18]. These metatranscriptomic data have shown that IV-infected patients have
a modified bacterial microbiome. These bacteria contain more mobility genes, flagella-assembling
genes and / or response-to-chimiotactism genes compared to the same bacteria in non-infected patients.
The existence of a selection process for metabolically-adapted bacteria could be evoked and may lead
to bacteria-induced mucocilliar alberations and secretion of immunomaodulating metabolites limiting
the host response. The presence of these speces was associated with severe anatomical consequences,
leading to very poor clinical outcomes for the infected hosts (mespiratory distress or even death).
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Bacterial microbiota may also promote viral infection and /or pathogenesis by a direct effect on
epithelial cells. For instance, Haemophilus influenzae infection can lead to a sevene increased expression
of ICAM-1 and Toll-like receptors 3 (TLR-3) by the pulmonary epithelial cells. TLR3, as other TLER,
is implicated in viral genome detechion and immunity and so is responsible for host response to
infection via immunological pathways such as the NE-xB pathway. In addition, overex pression of
the main receptor of hEV, ICAM-1, has been associated with enhanced hEV binding and EV-induced
chemokine responses, leading to an incweased pathogenesis [26].

Finally, bacterial microbiota could also interact directly with viral pathogens. Such an interaction
has not been described in the respiratory tract but it is known that some enteric viruses bind bacterial
lipopolysaccharides (LFS) to stabilize their entry into the target cells or to induce unresponsiveness to
itself [27,28].

2.2, Impact on Innate and Adaptive Immune Responses fo Infection

Muost sy miptoms occurring during acute respiratory infection ane doe to the excessive intensity of
the host inflammatory response. Nagal and systemic levels of several pro-inflammatory cytokines have
been associated with clinical outcome in influenza for example [29,30]. Increasing evidence suggest
that the respiratory microbiome interact with the immune system and thenefore modulate clinical
cutcomes of ARL

In animal models, Wang et al. meported the impact of the respiratory microbiome on
the host mesistance to influenza virus [11]  Inceased morbidity and lethality was observed in
specific-pathogen-free (SPF) mice compared with wild-type mice after infection with IV. Wild-type
mice msistance to influenra was shown to be provided by continual TLR-2 stimulation by
Staphiydococcus aureus, stably colonizing the respiratory tract. This in turn would allow lung ecruitment
of M2 alveolar macrophages inhibiting influenza-mediated lethal inflammation In addition, using
another mouse model, Wu et al  have found that oral administrations of probiotic treatment
significantly restored the immune mesponse and enhanced the achvation of numerous pathways,
mainly TLR-7 and NF-«B, implicated in single stranded RNA virus ecognition [31]. This study
demonstrates that modification of the gastrointestinal tract microbiome has an important impact on
respiratory tract infections. Even if this modification has not been clearly identified in respiratory
infections, these promising data suggested that microbiota modification could lead to development
of innovative therapies of respiratory infections. Taken together, data obtained from animal models
sugmest that influenza pathogenesis on a respiratory tract with modified microbiome is associated with
a noneefficient local immune response. Conversely, an unmodified microbiome allows the mainbenance
of effective innate mesponse needed for the development of an appropriate adaptive response against IV,
Microonganism viability does not seem to be necessary as in a mouse moddel it has been established that
LPS administration could be sufficient to restone an adaptive immune response in an altered host [12].
The hypothesis is that the microbiome can trigger many Pattern Becognition Receptors and stimulate
leukocy tes at the local and systemic level using solated proteins acting as antigens. In an SPF mouse
madel, colonization of the upper respiratory tract by commensal bacteria significantly reduced the
lung alterations associated with influenza vims infection. This colontzation, by decreasing the lethality
of influenza infection via modification of the monodyte response phenoty pe, induces a less destructive
macrophage activation phenotype [11]

In another study, Abt et al have found that wild-type mice pretreated with an antibiotic cocktail,
denaturing their “natural” microbiome, exhibited increased morbidity during infection with the
A(HINT)pdm(9 virus (greater weight loss and significant desaturation) [32]. The seventy of these
diseases is associated with bwo main factors: meduction of the dendritic cell migration rate and reduction
in the number of local T-cell lymphocytes. When ineffective, these factors, essential for a functional
immune msponse, contributed t0 maintain a high viral titer,

In a prospective cohort study of the nasopharyngeal microbiota associated with RSV severity
in children less than 2 years of age hospitalized for bronchiolitis, nasopharyngeal bacterial
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microbiota dominated by Haemophilus and Sireptococais have been reported to be associated with
an exaggerated systemic response and with incwease RSV severity. This exacerbation was assodated
with overexpression of TLR gene pathways and genes implicated in neutrophil response during
RSV infection [21]. In this study, infants with NP microbiota dominated by Staphylococcus aureus
showed a limited immune response and expernenced mild RSV infection. The level of interleukin
(especially I1-6, -8 and -17A) was correlated with the bacterial species dominating the NF microbiota.
However, this study could only show association and not causation, bebween NP microbiota and RSV
severity. Further studies ame needed to decipher whether NP microbiota changes ane responsible for
increased immune wesponse and RSV severity. Some insights about causation weme provided by a large
prospective longitudinal study following the NP microbiota of infants at 2, 6 and 12 months and during
ARI [22]. The authors were able to show that early NP colonization with Moraxella or Streptococcis was
associated with an earlier first episode of upper or lower negpiratory tract infection, respectively.

In addition, there have been numerous studies describing the association between Moraxella
respiratory tract colonization and increased severity of RSV infection, with RSV being meciprocally
able to strongly alter the respiratory microbiome of the host [22-24,33). During winter, co-infections
combining RSV and Moraxella are not uncommon because these bwo pathogens co-circulakr during the
coldest seasons. Such co-infections are described as being associated with mome frequent otitis media
and it is suggested that viral infection increases the incidence of bacterial super infection.

For the time being, published studies have only partially explomred the complex mechanisms
associating the microbiome with the immune response to ARL Only limited interactions between viral
pathogens and commensal bacteria have been described (summarized in Figume 2). According to some
authors, these interactions and the description of the respiratory microbiomse could be used in clinical
practice to optimize management of patients, especially when severe consequences could occur
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Figure X Schematic mepresentations of the host immune systemn and respiratory microbiome during
mespiratory viral infections. Eed and geen arrows and symbol symbolize interactions responsible
for severe or mild diseases respectively. Bacterial microbiota could have a direct effect on viral
infection [enhancing virion liberation or virion adbemence to a new host cell), or an indirect effect on
imrmune response to viral response to infection (activating Tolk-like receptors TLE, keading to cellular
activation of dendritic cells B/ T lymphocytes and monocytes) via interleukin (IL) secretion. Bacterial
microbiota has an impact on both inmate (inflammation limited by a less-destructive M2 phenoty pe
of macrophages) or adaptive (immunoglobulin & — IgA -, secetion). Viral adhesion enhancement by
bacterial microbiota has been well-established in gastro-intestinal infections but need to be studied
espedally in respiratory infections.

3. Clinical Use of the Respiratory Microbiome Impact during ¥iral Infections

3.1. Respiratory Microbiome Characterization: Usable as a Prognostic Biomarker?

Microbiomi-associated biomarkers have been suggested to predict respiratory disease severity
even before the description of the microbiome conoept. For years, it has been observed in patients
with cystic fibrosis that detection and an increase in the proportion of some bacterial species, such as
Pseudomonias aeruginesa in the respiratory tract marked a negative turning point in the evolution of
their disease [34]

Similarly, and even if data are still limited, it has recently been reported in childmen that
nasal carriage of Sireptococcus PREUMONIRE was positively associated with seroconversion to hMEPV,
without any association with lethality or morbidity [20]. In addition, in a large cohort of RSV-infected
neonates, Teo et al. found that the microbiome could be used for the early detection of both ART
symptoms and chronic wheezing that are consequences of repetitive or severe bronchiolitis [22].
Interestingly, early NP colonization (before 2 months of age ) with Streptococais was associated with
increased risk of wheezing at 5 years old. This discovery could kead to the possible use of microbiota
characterization as a biomarker of chronic wheezing, many vears after the initial infection.
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In a recently published study, we characterized the nasopharyngeal backrrial microbiota
assodiated with severe influenza in children. Patients visiting the emérgency room for acute
influenza (symptom onset = 2 days) were sampled at hospital arrival and we were abke to define
a microbial signature that distinguished those patients that had developed severe and mild influenza.
This signature included Staphiydococcus aureus, Prevotella spp., Streptobacillus spp., Porphyromonas spp.,
Granulicateila spp., Veilloneila spp., Fusobacterium spp., Lachnospiracen incertae sedis and Haemophil us
spp- [13]. With the exception of Staphylococcus aureus, all these backeria wene melated to a severe
form of the disease. Momover, in sevene forms, Monoed la catarrhalis and Paroimomas micr seemed
more associated with iespiratory complications, wheneas Actinomyces spp., Corynebacterium spp.,
Dolosigranulum pigrum, Chryseobacterium spp. and Prevotella spp. were mome associated with the
neurological form of the disease. The modification of the satellite microbiome using adapted therapies
to mestore a kess severe microbial signatume could lead to a modification of the clinical outcome.
Furthermore, such a microbial signatume could also be used at the time of influenza diagnosis to
improve the identification of patients at risk of severe disease and to allow the development of
risk-based strategies for enhanced care management A French multicenter study launched in 2017
aims to confirm the presence of this microbial signature and ite applicability in clinical practice in
pediatric cohorts. Doing so, we would prove the benefit of using the microbiome as a prognostic
marker of seven forms of viral mespiratory diseases.

Mo causal relation between the nasopharyngeal microbiome and the immune response to viral
infections could be deduced from the studies described in this subsection. However, these data
suggest that microbiome characterization could be useful for predicting clinical outcomes. We could
therefore imagine that therapeutic modification of the microbiome, by treatment administration or
vaccination, could be of interest in severe infectious disease management. This approach is very
promiging, especially in viral infection management, where treatments are very limited [35,36].

3.2. Respiratory Microbiome: A Therapeutic Target?

Several studies sugpgest that the respiratory microbiome may be a promising target for ARI
prophylaxis and treatment. Some authors suggest that bacterial antigens could be used as a therapeutic
approach against IV infections [12]. In a mouse model, it has been shown that animals, pretreated
with aerosols of backerial lysates (containing LIPS), exhibited faster and more effective inflammatory
responses after influenza virus infection. The LPS-induced response reduces tissue damage associated
with viral infection and thereby improves the survival of infected animals [37]. However, these data
are still debated; while it is well-known that excessive inflammation following influenza virus infection
i& responsible for the most severe disease (gytokine storm process) immunosuppressive teatments
have been found to be ineffective against influenza in clinical trials [38]. Similarly to sepsis, the timing
of immunomodulatory intervention is likely to be critical for successful influenza management [39].

Similarly, activation of TLR-2, -6 and -9 by synthetic agonists (nasally administered) reduce
Parainfluenza virus titers. This activation is not associated with reduction of the symptomatology duse
to bronchial hyper reactivity [40]. Similarly, the administration of inactivated toxins of Escherichia coli
has been meported to be effechive for profection against RSV and IV and the administration of
Lactobacillus rhammosus, prior to an RSV challenge, s meported to limit pulmonary destruction due to the
virus [41,42]. These Lactobadlli were be useful to protect against excesgive inflammation during
infection by altering both the production of many mediators (interferons and interleuking) and
activation of dendritic cells via expression of CD103 and CD11b [43]. Conversely, an indirect antiviral
effect of antibiotic administration {erythromycin) during rhinovirus infections could be explained by
a disturbance of bacteria-virus interactions. Reduction of the expression of ICAM by the epithelial cells
induced by the antibiotic, limit the binding of thinovirus. Momover, the decrease of TLRE-3 expression,
responsible for most of the rhinovirus-induce damages, limit the viralinduced lung destruction [44].

Although these studies have demonstrated very promising results, there is still a long way to go
befome using respiratory microbiome modification or enrichment to prevent or teat mespiratory viral
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infections. To develop these therapies, future studies have to be carried out on large cohorts before the
routine use of these technologies.

4, Conclusions

The development of Next Generation Sequencing (NGS) technologies has led to a dramatic
increase in microbiome understanding in physiological and pathological situations. Unlike the previous
approach to infectious diseases, which focused on the pathogen, this approach takes into account all
the actors (target cells response, immune system activation, ﬁ\erapeutic molecules administration. .. )
and human body organization as a niche. Because most diseases are caused by an imbalance of these
actors, it becomes necessary to standardize studies of any ecological niches. Using a global approach,
especially in viral diseases studies, provides more valid data, even though no consensual approach is
currently accepted in the scientific community as a whole.

From the earliest paradigms of infectious diseases studies, it has been noteworthy that
optimization in the clinical management of infected patients will need to best characterize the pathogen
involved. The development of high-throughput NGS technologies makes it possible to finely study
the pathogen genome, be this in terms of consensus or minority variant sequence analyses. As we
have demonstrated in this review, the microbiome, whether respiratory or not, could be strongly
implicated in viral pathogenicity and could be finely studied, using these technologies, to understand
its implications. Furthermore, due to the implication of host immunity in the protection against
but also in the development of infectious viral disease, the study of the cellular response to the
transcriptomic infection is not to be neglected. This integrative approach is essential for the overall

understanding of viral infections, particularly in respiratory diseases and is described in Figure 3.

Only after consolidation of the mechanistic understanding, using animal experimentation, will it be
possible to consider microbiome applications to dlinical pathologies management. The understanding
of the microbiome will open a new field of clinical management and therapeutic approaches, with the
development of new diagnosis tests or therapeutic molecules.
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Figure 3. Integrative scheme of studies focusing on respiratory virus infections. All three actors of the
viral disease need to first be completely characterized (microbiome characterization for the environment,
viral genome to study the pathogen itself and transcriptomic analyses for the host response).
These interactions between host, its microbiome and the pathogen are very important in viral infections
pathogeneses. After a complete characterization of these parameters, mechanistic understanding,
using animal models, is needed before using these data in clinical diagnosis optimization or for the

development of new therapies.
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Résumé. Au cours de I'infection virale, la réplication d'un vims 4 ARN génére
une population diversifiée par accumulation de mutations ponctuelles dans son
gé_fmme L'étude de cette diversité génétique virale au moyen des technolﬂgies de
séquengage & haut debit (séquengage de nouvelle zénération [NGS]) apemnsune
meilleure comprehension de la pathogenése de I'infection ainsi que des méca-

mismes d’action des theérapeutiques antivirales. Cette révolution techmologique
5’est accompagnée d un nombre inpressionnant de nowvelles éudes centrées sur
la diversité génétique d ume souche virale et ses conséquences sur | histoire nat-
Telle de I'infection. Dans cefte revue, nous aborderons les grands principes de
I'évalvation de la diversité génétique virale, avant d’en résumer les principales
conséquences physicpathologiques des infections 4 virus respiratoires. A ce jour,
bien qu’aucune étude n’établisse clairement son réle dans la pathogenése des
formes sévéres des infections respiratoires, la diversification virale pourrait aveir
un double effet. Elle powrrait &tre un formidable outil de vimlence par production
d'un avantage évelutif majeur grice a la diversification des populations virales,
¢ est-a-dire les quasi-espéces. présentes chez un hite ou délétére pour le vims en
cas de dépassement d un sewil d’erreur tolérable de vanabilité au nivean de leur
séquence, aboutissant 4 terme 3 son extinction. 11 est done important de 1" éudier
dans le cadre d’infections & vinus respiratoires, comme les vims influenza, les
virus respiratoires syncytiaux (VES) ou les rhinovims. La compréhension fine
de cette proprété permetira d'en emvisager de multiples applications climgues,
que ce soit orgamsationnelles (onentation précoce des patients vers ume wmité de
soins intensifs), thérapeutiques (par le recows a des molécules mmtagénes) ou
préventives (stabilisation des souches vacoinales pour une plus grande imnocunte).

Mots clés : diversité virale, virulence, infection respiratoire, sévénté climgue

Abstract. Dunng host infection. viral replication generates nmltiple subpopula-
tions. Studies of viral diversity using lugh-throughput sequencing technologies
provide a better understanding of the therapeutic effects as well as of the viral
pathogenesis. This technical evolution led to an mpressive manber of studies ana-
Iyzing this viral characteristic. In this review, we will discuss the principles of the
evaluation of viral diversity, before summanzing the mam physiclogical conse-
quences for respiratory viruses. To date, although no study clearly established
its role in pathogenesis of severe forms, viral diversification can be altemately a
formidable vinilence advantage or deleterions to the virus, resulting in its extine-
tion (emor-threshold). Becanse of these differences, 1t 15 important to study 1t in
the context of respiratory virus infection, such as Infiuenza, respiratory syncitial
virus (EV'S) or thinovirs. The precise understanding of this property allows us
to consider nmltiple climeal applications, Le. therapentic or preventive.

Key words: viral diversity, vinulence, respiratory infection, clinical cutcome
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Introduction

An cours d une infection respiratoire impliquant wm virus
4 AFN, la réplication virale génére une population généti-
quement diversifiée au sein du tractus respiratomre de I'hite.
Cette diversification est fonction de parameétres liés au virus
(nombre de génomes en présence, efficacité et fidélité de
la polymeérase, modalite de transmussion mterhote) mans
aussi de I'mtegmité de 1 'hite infecté (efficacité des bameres
physiques ou de la pression de sélection imnmmitaire).

Chez un hite, les virus sont présents sous forme de nom-
breuses populations distmetes, bien que proches, aussi bien
en termes de séquences génétiques que de propriétés anti-
gémques [1-4]. Les vanations nucléotidiques s"expliquent
par un défant de fidélite des enzymes réplicatives (poly-
mérases) des vims 4 ARN (1033 109 substitations par
mucléotides par cycle réphcabf) comme des vimus a ADN
(107 & 10¥ substitutions par micléotides par cycle réplica-
tif) [3]. En comparaison, le taux d’emreur d une polymeérase
cellulaire est proche de 107F substitutions par mucléotide par
cycle réplicatif, taux limité par le systéme d’autocomection
de ces enzymes excisant 90 a 999 % des anomales
génerées par lewr activité exomucléase [6]. Le concept
de « guasi-espéces », mufialement proposé sur des bases
purement théoriques par Eigen en 1971, déenit wn groupe
d'individus différents nuais reliés généfiquement an cours
de I’ appantion de la vie sur terre. Ce concept sous-tend que

les emreurs des polymérases virales, ndwisant la création
de nouveaux mutants isolés ou présents an sein de vén-
tables populations, sont un moteur de 1"adaptation des virus
a de nowvelles conditions emvirommementales [7]. Aboutis-
sant parfois a de nombreuses quasi-espéces, ces variants
peuvent présenter différents phénotypes pouvant se trans-
metire d’hite en hite au cours de I'étape d’invasion ou
étre 1ssus de la dissémuimation de 1'infection au sein de dif-
férents tissus chez wm hote donné [5, 8-14] (fipure 1). La
vanabilité et la plashcité des génomes sont donc des pro-
priétes évolutives inhérentes aux vinus (prncipalement ceux
4 ARN). La séquence consensus, 4 distinguer de la séquence
majoritaire, retrouvée par les technologies de séquencage
classigues ne peut expliquer, 4 elle seule, toutes les caracts-
nistiques de cette plasticité. En effet, la séquence consensus,
reconstruction parfois artificielle, constituée des bases les
plus fréquentes & chaque position micléotidique, ne pre-
sage mullement de sa représentativité biclogique. Elle est a
distmguer de la séquence majoritaire, représentant, comme
son nom 1'indigue, la majorité des séguences refrouvées.
Une approche permettant de reconstituer les haplotypes
Viraux pourrait metire en évidence les génomes constitunés
de la méme séquence mecléotidique, bien que muinomntaires
(fgure 2).

La diversification génomique. ainsi que les quasi-espéces
virales qui en résultent, est une notion théonque émdiée
depuis prés de 40 ans. La démocratisation des technologies

=

W
v
-
-

E=EIg=

a
-

Figure 1. Représentation de la diversification génomigue virale au cours des cycles réplicatifs successifs. Les emeurs produites
a chaque cycle réplicatif (chague bande grisde représentant un cycle réplicatif) entrainent la divergance des propriétés anfigéniques st
nucléctidiques des virus (indiquées par des couleurs différentas sslon leur divergenca), géndras et observés aprés ssquenpage créant
un # specire de mutants » appelé &galement « guasi-espace ». Les triangles représaentent |a disparition (possible exdinction spontanas)
du mutant considérd au cowrs de la réplication virale. Ainsi, 'ensamble de la population virale générée n'est pas forcément chsen, en
fonction du délai entre la génération du mutant =t le s8quengage (I'échelle de temps &tant représentée par la fléche blews). Par exampla,
un s&quangage ayant liseu aprés le cycle 6 ne vera pas les deux premisrs virug (triangles vert et bleu), étant conduits & extinction par

genaration d'une ameur lEtaks.
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Figure 2. Distinction entre quasi-espéce virale, séquence consensus et séquence majoritaire. Les lignes horizontales (n = 10)
représentant les génomes des virus présents dans un mémsa achantillon constibeant une quasi-espace. Les ronds, rectangles, friangles ou
&toiles représentent des mutations ponctuelles, présentes sur le génome viral du vires séquencé. On constate que la séquance consensus,
portant troie mutations (présentes individuellement dans plus de 50 % des virus sdguences) est une reconstruction artificislle nexistant
pas parmi la population virale séquencés. La séquence majoritaire comaspond & la ségquence la plus fréquemment détectée parmi les virus
séquencée (n =3, < 50 % des virus séquencés). Les séquences consensus, Studides par les technologies de séquencage classiques,
ne permetient donc pas de visualiser lintégralité des informations portSss par les variants minoritaires (bien que leur détection ait &té
considérablament amaliorés depuis Nemergence des NGS comparativemeant au séguancage de Sanger).

de séquencage a haut débit permet de générer, 3 moindre
mfﬂ.dﬁquaﬂﬁﬁﬂmﬂsidémhlesdﬂhnﬂéﬁpﬂnamsuﬂes
genomes viranx Ces données permettent de faire bascu-
lerksenﬂesﬂmunqlmtmdelanahsemrpenmmtale
ouvrant de vastes possibilités d'imvestigation aussi bien au
mveau de nouvelles therapeutiques anti-infectienses que de
méthodes de vaceinations innovantes. Se concentrant matia-
lement dans le domaime des virs des heépatites et do VIH,
les données produites par des technologies de séquencage
du génome conaplet 3 hant débit ont permis les émdes sur
la gquasi-espéce virale et la diversité virale, tant de vims a
ARN qu'a ADN. Le nombre de publications portant sur la
diversité virale (mot-clé : « viral diversity ») est passe de
321 publications en 2003, avant 1'émergence du NG5, a
phus de 1000 en 2015 { figure 3). Le nombre de publications
portant sur la diversité virale inter- et intrahdte augmente
amsi de fagon quasi exponentielle, leur nombre accompa-
gnant le perfactionnement des technologies de séquengage
et d"analyse des séquences obtenues.

L'étude de la diversification génomigque reste néanmoins
um cha.mp d’étude complexe. Les infections respiratoires
— virus gmppal, virus respiratoire syneytial (VES) ou -
novims (HEV) — étant primetpalement sgugs, ' importance
de la diversification au cours de I'évelution clinigque reste
imparfaitement comprise. A contrario d une infection chro-
mique, aucun prélévement n'est généralement réalisé pour
confroler ume infecion ou suivre la décroissance de celleci.
Pen d’études ont done exploré la diversification génomicue

Wirclogee, Vol 22, n* 3, mai juin 2018

virale au cours de I'mfection respiratoire, hormis dans des
situations particuliéres comme chez les patients mmmmo-
déprimés 3 I'ongine d’excrétions pm-longées [15].

Dans cette revue, nous allons décnire, aprés en avolr vu
les principau modes d’estimation et méthodes d’ analyze
mformatique, les conséquences cliniques de cette diversi-
fication virale dans le cadre de la virulence des infections
virales respiratoires chez I"homme.

Mesure de la diversité génomique

De nombreux paramétres ayant un impact sur la diversité
génomigue virale (ainsi que sur le fitness viral corres-
pondant), 1l est nécessaire de définir ['unité de mesure
permettant de la quantifier (fableau 7).

L’analyse de la diversité génonuque virale est fortement
mmpactée par chacune des etapes permettant la génération
des données de séquencage (wet-lab), depuis la RT-PCR
(taux d'emeur - 1.8 = 10~ /cycle de PCR), la constitution
de la libraine (fragmentation-reparation et mdexation) et
le séquencage en ho-méme ; le taux d'emreur global étant
mmportant avant I'analyse, la comection informatique (par
élimination des données de qualité insuffisante) le rameéne
a0,11 % pour la plateforme HiSeq (Tlhmina, CA_ Etats-
Ums} 0.3 % pour le Jon PGM (LifeTechnologies, CA,
Etats-Unis) ou 13 % powr le PacBio (Pacific Biosciences,
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Figure 3. Données bibliométriques relevant les publications portant sur la diversité virale de 1980 a 2015. L'achelle verticale
représente ke total cumulé d'études, répondant & la recherche sur ke moteur de recherche PubMed, portant sur la diversité génomique
wvirale et I'échella horizontale l'année de publication. Les données en bleu représentant le nombra de publications de l'année et les donnéas
&n reuges comaspondant & la moyenne du nombre de publications incheant Fannée n- 1 et m+ 1. Le nombre de publications présente une
augmentation notable au cours des années 2003 & 2014, corespondant & I'émeargence de nouvelles technologies de séquancags.

CA, Etats-Unis] [16, 17]. I1 est donc fondamental de vali-
der le processus analytique par I'utilisation d'un contréle
de qualité adapté a la proportion de diversité artificielle
comme. L'utillisation de plasmides, comme cewx utilisés
dans les expénmentations de génomugue mwverse, ou de
vimus, dits « de plage de lyse », permet de produire des
controles de qualité satisfaisants [18]. Ceux-ci pemmettront
de valider 1a fiabilité des étapes de constitution des librai-
nies et des processus analytiques. Les plasmides sont utilisés
comme contréles pour estimer les emreurs de séquengage car
ils sont, en principe, strictement idenfiques avant leur mtro-
duction dans le processus analytique. La nuse en évidence
de vanants dans les séquences produites comespondant &
ces plasmides permetita done de mettre en évidence les
emmeurs de séquencage « artificielles ». et ainsi d’estimer
la potentelle surestimation de la diversité geénomncue
des virus séquences au cours de la meéme expénmenta-
tion. Cette manipulation devra néanmeins s'accompagner
d'importantes précautions, I'utilisation de plasmides étant
parfols source de contamination des zones de laboratoire.
1l est important de valider le processus d’interprétation de
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données générées de cette maniére afin de ne pas introdure
de biais de sous- ou de sur-représentation de la diversité
génomique [19]. Une surestimation du bnut de fond a
limiter par 1"utilisation de standard (échantillon biolegique
quantifié) ou par I'utilisation de suite logiciel adapté (test
des parameétres de filtration au préalable). nsque en effet de
conduire & une sous-estimation de la diversité des échan-
tillons testés. Réciproquement, ['utilisation de données aux
parameétres de qualité non respectés, amsi que 1'utilisation
d'un filire informatique trop peu sévere, peut conduire a
une surestimation de la diversité des échantillons testés.

Bien qu’ll soit souvent impossible d’'identifier toutes les
ermeurs produites par des étapes précédant le séquencage,
qgue seul 1 protocele optinsé de réalisation des bangues
permet de limiter, ["utilisation de logiciels adaptés pour la
détection des vaniants de faible fréquence est nécessaire
afin de mesurer finement 1" mpact des erreurs produites par
le séquencage [19]. L'utilisation de ces logiciels permet
de s'afffanchir des biais infer-run plateforme-dépendant
en générant des données de qualité satisfaisante méme sur
les génomes imparfaitement séquenceés ou présentant ume
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Tableauw 1 Principaux estimateurs mathématiques utilisés dans I'étude de la diversité génomigue.
Mom Abr. Formule Groupe Avantages Inconvenients
Fréquences n n=F0 g Abondance Simplicits Population
minimales fonctionnelia dutilisation de taille finie
maximales
Diversite ™ w=Nuwl Abondance Simplicits Population
nucléatidique fonctionnelle dutilisation de taill= finie
Indica da Simpson A L= Zf P Abondanca Donna Donne plus
(1949 ralative (indice o) des valeurs de poids aux
plus intuitives E5pEcEs
abondantes
Indica da Shannon H Hipl= EII o pi log(pr) Abondance Insensible Saturabilité
(1949) relative (indice «) 4 la richesse
spécifique
Indics de Hill (1973) Ny Nalw = (T, m)" Abondancs Synthase Interprétation
ralative (indice o) das indices difficila
da Shannon en labsance
et de Simpson de 'évaluation
de Mndica
de Shannon
ou da Simpson
_ o 1)
Indica da Chao 2 5 =D+ —mmmm— Abondance Calcule Suppose
(198T) relative (indice o) le nombra que N est grand
daspacas &t probabilig
non ohearvées d'ohsaration
3 parfir da celles de chague espéce
ohearvees est patita.
MNe donns
qu'un nombre
minimwm
despécas

ADr : Bbreviation ; - 18 MAQUENCa relative 085 SS08CEes ; Ny : NOMLNe moyan o2 MMErences NUCIActaigues antre PaIres 08 SEqUENGES ; L : nombne total oe
sitas ; N : nomiore dindividus ; O : aspécas différantes parmil les S axistantas. L'annde da pubiication oa I'ndice ast Indiqués entre parenthésas.

importante vanabilité comme ceux des virus nfluenza. La
quantification des vanants de faible fréquence, constituant
la majonité de la diversité génomique virale, est done wme
variable pouvant engendrer d importants bias d analyse,
via une elevation artificielle de la drversité virale [20].
L’analyse des vaniants de faible fréquence, reflet de la diver-
sité genétique virale, doit donc prendre en compte les biais
mdwits par les analyses informatiques afin de conchire de
maniére pridente et raisonnée sur leur impact biclegique.

Une éude récente de Debbink er al., pame en 2017,

msiste, par alllewrs, sur I’ intérét d'une standardisation de la
cba:gevuale préalablement a la constitution de la librairie.

D’importantes varations de charge virale dans 1" échantillon
mfluencent la spécificité et la sensibilité de la détection
des polymorphismes génomiques et donc, la quantité de
diversiteé génomigue mise en évidence [21].

Enfin, il est important d msister sur la nécessite d’analyser,
autant que possible, les haplotypes viraux, a savorr le

Wirologie, Yol 22, n* 3, maijuin 2018

génome viral dans son imtégralité. La reconstitution dvn
genome de plusienrs kilobases, morcelé en mserts de talles
variables (en fonction de la te-:hmlugi& employée), est
nécessaire dans le cadre de séquencages réalisés avec les
technologies en émulsion (LifeTechnologies, CA, Etats-
Unis) ou sur phase solide (Tlhmuna, San Diego, Fiats-Unis)
[22]. Ces techmologies, dites de deumiéme génératiom.
permettent le sé age en grande quantté de courtes
séquences, de 73 & 300 bases obtemues aprés fragmenta-

tion (mmnhqlle ou mécanigue). Un assmnhlage in silico
des ge:mn:ues présents dans |'échantillon séquencé est donc
nécessaire pour permetire de relier entre elles les mutations
observées et d'en commaitre précisément les proportions
{figure 2). Des solutions mformatiques peuvent Stre appli-
quées pour les reconstituer. Les logiciels utilisés a cette fin
restent néanmoins imparfaits, basés sur des reconstructions
probabilistes. Ces algonthmes de travail sont donc parfois
a'ongine de diversification artificiellement augmentée cu
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diminuée, permettant d'estimer (sans les definr précise-
ment) le nombre d haplotypes. Pour limiter ces problémes,
I'utiisation d'ume technologie de troisiéme tion
comme le PacBio (Pacific Biosciences, CA, Etats-Ums)
ou le Minlon (Nanopore Technologies, Oxford, Royaume-
Uni) pourrait &tre envisagee. Elle permet de séquencer les
acides micléiques envm seul « read », sans avoir besoin préa-
lablement de fragmenter les génomes viraux. Il serart done
possible de connaitre 1a constitution compléte des génomes
analysés afin de détermuner la proportion réelle de chaque
sec[uenl:e (figure 2). La diversité réelle en serait donc phus

finement quantifiee. La limite importante mduite par ces
technologies, les rendant immtilisables en pratique pour la
déternunation des quasi-espéces au miveau haplotypigue,
reste leur taux comsidérable demreur (135 a 20 % d’emreur
pour le PacBio avant traitement informatique). Cela doit
done ére encore amélioré pour en permetire utilisation
dans cette problématique [23].

Conséquences phénotypiques de la
diversification génomique virale
sur la virulence des infections virales

La diversification genomigue

virale comme facteur de virulence

Deux études reliant diversification génomicue virale et vin-
lence ont £t réalisées sur les poliovirus [24, 25].

Aprés avoir mis en évidence une mutation (G645) confé-
rant ume hante fidélité 3 la polymérase virale sans en altérer
Pefficacité réplicative, Vignuz=i ¢f al. ont constaté que la
réplication virale des vims mutés générait ne population
a faible diversité génétique et virulence. fn vive, une telle
population clonale portant cette nmtation G&4S ne pou-
vait étre létale qu'administrée 3 trés haute concentration
et directement dans le systéme nerveux central (SNC). En
effet. les virus mutés G645 ne pouvaient pas passer la bar-
nére hématoencéphalique, le SNC étant le site majeur de
réplication de ce vims. Afin de s”assurer que 1'absence de
vinlence constatée n'était pas due a Ia seule présence de
cette mutation, le vims G645 a été artificiellement diver-
sifié, par adjonction de nbavinine et de 5-fluoro-uracile au
milien de culture dimimmant ainsi temporairement la fidélité
de la polymeérase virale [26]. La nouvelle population virale
generée présentait une diversité génomigque mportante et
la méme dose l5tale pour la soums que les souches virales
sauvages (1,6 milhions de plague forming-unit (PEU) (umté
formant plaque). Enfin. les autenrs ont montré que cette dif-
férence de létalité n’étart pas due a I'émergence d'un clone
hautement 18tal. Moms diversifiés (dewux a trois fois mons
de mmutations). les vinons refrouvés par prélévement au
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mvean du SMNC ne présentaient pas la vinulence de la popu-
lation virale dans son ensemble. La réimjection 4 distance
dn SNC de ces seuls virions & 1me souns sane ne condu-
sait pas 4 une dissémination neureméningée de ces vins,
justifiant leur faible létalité. Cette preuve expérimentale est
schématisée par la figure 4.

Cesrésultats ont conforté I"idée que les quasi-espéces géné-
rées par la diversificaion génomuique etaient nécessaires
a la dissémunation mémngée de ce virus. Les autewrs ont
avance | hypothése dyme coopération entre vanants viraux
au cours du franchissement des nmoltiples barméres rencon-
trées an cours de I'infection ; certams vanants facilitant
la colomsation et le franchissement de 1"épithéliom ntes-
tinal, d’autres servant de lewrre powr tromper le systéme
mmmumitaire alors que les derniers, altérant la barmiére héma-
toencéphalique, permettent son franchissement.

La diversification génomigue

virale limitant la virulence

Comme cela fut prouve dans le modéle peliovirus, la nba-
vinne, molécule antivirale efficace contre de nombreuses
cibles virales (Herpesviridae, Orthonmy=ovirus, Paranmyxo-
virus, Filowimus. ..}, peut aussi augmenter la fréquence de
nmitation au-dela d un sewl tolérable d'erreur. Le franchis-
sement de ce seull aménerait le vins 4 1ime extinction virale
[26, 27]. Contrairement aux modsles d’entérovims et de
poliovirus pour lesquels la diversification augmenterart la
virulence jusqu’aun certain seuil de tolérance, la mbavinne
powrait done provocuer une véntable extinetion virale du
fart d'ume 1 te mutagenése pour certaines espéces
virales telles que le virus de Ia stomatite vésiculeuse [WVSV]
et les hantavirus, par exemple [28-32]. Cette notion, sym-
bolisant le dépassement du sewl d°emrenr tolére, est appelée
error catastrophe [33].

La premuere démonstration de Daspect délétére de
I'accunmlation de mutations dans im genome viral a été réa-
isée par Holland ¢t al. dans in modéle ammal d'infection
a V5V [34]. Ces autewrs ont pu démonirer qu'aprés
exposition a divers nmtagenes viraux (3-flucro-uracile, 3-
azacytidine), les virus retrouves mfectienx présentaient un
tawx de mutation identique & cehu des vims sauvages. Ces
resultats confortent 1'idée d'un sewl de mutations au-dela
dugquel la réplication virale chute drastiquement. expliquant
la disparition des vims comportant un nombre de mutations
supérieur a ce sewl

La présence d'une sous-population virale artrficiellement
diversifiée par I"action de molécules mutagénes pourrait
aussl enfraver le pouvelr infecheux de la sous-population
virale « naturelle ». Ce phénoméne, parfaiternent éfudié
dans le cas du syndrome pied-main-bouche, mais impar-
fartement compns dans d’autres imfechons virales, est
dépommeé « défection létale » [33, 36]. La prncipale

Viraloge, Vol 22, m 3, maijuin 201B
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Figure 4. Représentation de I'impact clinique de la diversification génomique virale dans un modéle murin d'infection a Poliovirus

{d'aprés [24]). 1030 -

quantité suffisants pour tuer 50 % de la population murine expérimentale ; WT : poliovines sawvage ; GE4S :

poliovirus mutant portant la mutstion GB45 asgmeantant |a fidalite da la polymérass virale ;| GE45d : population de poliovirus mutant GE4S
diversifide artificiellement ; GE45d-c : population da poliovirus mutant G645 diversifié artificiellament injectée puis récupérée dans le liquide

cérébrospinal murin ; *

Iypothése mécamistique se baserait sur la formation de
complexes protéiques inefficaces codés par les vims por-
teurs d v nombre anormalement éleveé de nutations. Ces
complexes imiteraient la réphcation de la sous-population
sauvage enfrainant amsi une dimumition de la charge virale
glol:lale Une étude de 2011 a montré, dans un essai cli-
nigque portant sur le VIH-1, l’appl.lcablllte clinique des
mutagenéses virales létales [3]‘] Le taux de mutation du
WIE-1 étant proche du seuil d”erreur tolére, "angmentation,
méme minme, de ce taux de mutation condwt a extinction
rapide de la population virale. Il reste néanmoins impossible
d'extrapoler les résultats de test in vitro afin de prédire le
delai et I'infensité de 1'effet de telles thérapeutiques appli-
quees ax infections Immaines, du fait des réservoirs en
présence, des vanations dans le fitaess viral et de I'intensité
de la réponse immmitaire de 1’hote infects.

De méme, les molécules habituellement utilizées dans le
traitement de certaines néoplasies, comme le 5-fluoro-
uracile, ont prouvé leur efficacité dans les modéles murins
d'infection par les arénavimus [38]. Néanmeins, aucume
application médicale n'a été validée a ce jour, les mveaux
de mutagenése nécessaires pour une application d’mteTét
medical vanant éenormement entre les virus et les situa-
tions cliniques. De plus, ces seulls varient en fonction de
la région mucléotidique portense de diversité, de la théra-
peutique considérée ainsi que de la génétique du patient.
La variabilité des cas & émdier est telle que I"utilisation de

Wirclogee, Yol 22, n* 3, maijuin 20MB

: gélection da mutant par culture ; ** : ratio déterming par normalisation de FNCE0 & M50 du vines sauvage.

ces notiens en pratique clinique courante en est impossible
pour le moment.

En conclusion, 1] apparait que le taux de nmtation viral
est finement determing durant I évolution d un virus. Alors
qu me accunmlation de mmatations peut mener a1 extinction
d'une population virale, leur absence ou leur nombre insuf-
fisant limite la « survie » en environnement changeant, en
cas de conditions hostiles comme la réponse immmmitaire de
I'héte. La « survie » d'un vims domné est donc 1a résultante
d'un équilibre entre la plasticité et la stabilité génomique.
facilitant 1'adaptation a de mouvelles niches écologigques
mais conservant mtact le powvorr réplicatif du vins.

La diversification génomique
des virus respiratoires

Contrairement aux modéles présentés ci-dessus, ancime
étude 4 ce jour n'a pu metire en évidence de lien entre
la diversité génomique des virus respiratomres ef la séve-
nté climgue de la maladie dont ils sont responsables. Les
virus respiratoires, principalement a ARN (influenza, VES
et HEV). ont néanmeins fait 1'objet de nombrenses publi-
cations recentes.

Avec um tax de moutation estimé entre 71 x 10°% &
4.5 » 107% substitutions par nucléotide par cycle d infection
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cellolaire, la fuble fidéhité de la polymérase du virus
mfluenza est le moteur de son évolution [5]. De plus,
e étnde récente a montré que le taux de nmtations
du vimus influenza, évalué par tests de fluctuation, était
deux fois supénieur 3 cebwm comstaté par NG5S [39, 40].
Dans cette méthode, un nombre important de cultures
en paralléle étaient infectées avec un moculum faible,
permettant 1'émergence de mutants résistants aprés ume
peniode de croissance exponentielle. Les mutations étant
des évenements rares et aléatoares, elles suvent un modéle
mathématique dit de « Peisson ». Utilisant la résistance aux
anticorps monoclonaux comme mode de sélechon, cefte
méthode permet une estimation fiable du taux de mutation
par cycle replicatif. Ces mutations confirmant la diversite
gengtique Importante des souches de grippe. concernent
principalement les transversions de A vers Getde Uvers C.
Chaque cycle réplicatif induisant dewx 8 frois mutations et
28 4 31 % des mutations ayant ime conséquence « létale »
sur le virion, la probabilité qu'im génome viral muté se
replique efficacement n’est que de 34 a 49 % [41]. Aprés
genération de 28 a 31 % de nmtations directement non
viables pour les vinons produits, les auteurs estiment que
prés de 99 %% des vinons produits sont non infectieus, ndé-
pendamment du modéle cellulaire infecté, plagant les virus
mfluenza proches de la limite du taux d erreur tolérable par
une souche virale pour rester réplicative [39]. La génération
de souches non infectienses peut présenter un mpact impor-
tant car il a £té montre que les particules virales défectives
pourraient avoir un impact sur la vindence de I'infection. La
production de ces particules au cours de la réplication virale
est ainsi mm facteur de limitation potentiel de la virulence
de cette infection [42].

L’sude de 1a diversification intra- etinter-hite des génomes
virawx est donc wn £lément central de la compréhension
de la pathogenése virale, aussi bien dans sa genése que
dans ses inferactions avec le systéme immumitamre de I'hote.
Cette compréhension est fondamentale pour construre des
modéles évolutifs de la gmppe [10, 43]. La diversité géno-
mique du vims de la grippe chez 'homme a été surtout
éfudiée chez les patients mmmmodéprimes et dans le cadre
des résistances aux antiviraux [44]. Il est intéressant de
noter que les anfiviraux nmitagénes ne générent pas de
résistance, méme apres de nombreux passages en culture
celhilaire [42] Meéanmoms, en ["absence de données cli-
nigues fiables associées, les caracténisticques de la diversité
genoqumg‘lppale autempsprerotedelamaladle Testent
encore incomprises chez les patients au systéme immmin-

taire efficace, méme si les données disponibles aujourd b
suggerent ime diversité globalement fable lors d une mfec-
fien algué.

Pour le VBS, une étnde a montré la présence de régions
du génome viral hautement (points chands de mutation)
ou faiblement (pomts froids de mutation) diversifidées au
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sein d'une méme souche [45]. La région codant la pro-
teine G (protéine de surface fixant les récepteurs cellulaires)
eétant décrite comme la plus vanable du génome des VES,
la diversité virale peut aussi étre considérée comme me
methode d'amelioration du fitmess viral ou de tentative
d'échappement au systéme immmmitaire de 1'hite infecte.
Par opposition, le géne de la protéine M. protéine struc-
furale au carefour de nombrenses fonctions virales, est
le géne le moins diversifié de 'ensemble du génome du
VES. De fagon globale, le nombre important de points
froids de nutations conforte I"idée selon laguelle le VES est
un virus restreint dans sa diversification Cetfe constatation
est cohérente avec la faible diversiﬁcaﬁone’pidémjnlﬂgique
décote au cours des 50 dermiéres ammées [46]. Le taux de
mmitation du VES reste néanmoeins a étayer Estimé umi-
quement dans cerfaines situations EpldE]IL‘I.q'Lk‘.‘S ce taux
est de 4,95 x 107 substitutions par micléotide par cycle
d'infection cellulaire, soit cing fois plus que ce qu est
généralement rapparte pour ce virus. Ce faux est surtout
100 a 1000 fois plus important que cehu relevé pour le
virus influenza, dont I"évolution phylogénique est pourtant
plus rapade [47]. Ces données sont néanmoins & metre en
balance avec 1'absence de comelation enire ces variations
genetiques et la sévente climgue de ['infection.

La transmission nter-hdte peut ére aussi un facteur mpac-
tant la diversité genomique virale, en amont de toute
diversification. Dans le cadre d'ume mfection expérimen-
tale a HEV, 1l a ét¢ montre que la diversité génomigque
virale mifialement retrouvée chez un hite nouvellement
infect? n’est pas limitée par la transmission preférentielle
d'me farble proportion des vanants nunomntaires. La quasi-
totalité des vanants est en effet secondairement retrouvés
chez les hétes aprés infection [48]. 11 est par ailleurs intéres-
sant de noter que les auteurs ont pu estimer, pour ce Virs, un
tawx de mutations intermédiaire, entre 10~ et 10 substitu-
tions par cycled’ infection cellulaire. An confraire, dans ms
etude analysant la transmission de la diversité génstique des
virus influenza, 1l a pu &fre mis en évidence I'association
entre la sévénite de la maladie gnppale (estimé par la tem-
pérature de ["héte infects) ef la limitation de la diversité
transmuse d'um hote a 1'autre. Ainsi, une restniction de la
diversité génétique de la souche transmise était associée a
une plus grande sévénté chez ’hite nouvellement infects
[49]. Cette information est cohérente avec ['hypothése de
nécessité d’ acquisition d'un large panel de mutations et'oun
de réassortiments pour permettre I'obtention dun fitness
optimisé chez um nowvel héte [13].

La diversification doit donc se woir comme la résultante
de la pmporhon (et du taux respectif de mutations) de ces
régions genomigques chaudes et frondes. Cette diversifica-
tion théomique reste néanmoeins a corréler & la possibilité de
fransmssion de ces vanants minoritaires [13]. Il faut donc
distinguer diversification a court terme et diversification a
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lnngten'me Cette diversité 4 court terme est toujours supe-
newe a la diversité a long temme, suggerant la sélection
d'une fraction des vanants généres [47].

Conclusion

La prodigieuse évolution des techmques de biologie mole-
culaire, avec, aupremier plan les techmiques de séquengage
a haut debat dites de « nouvelles générations », ouvre de
nouveaux champs d'étde en microbiclogie. L'étude du
genome viral, mtie par le séquencage selon la méthode
de Sanger, est ainsi grandement améhorée. De nombrenx
travaux suggerent qu’il existe un lien fort entre la diversi-
fication génomique du pathogéne et la sévente climaue de
I'infection, au stade initial ou aucours de lamaladie. Il reste
néanmoins difficile d’obtenir des données cliniques fiables
dans le cadre des mfections respiratomres. En effet, les
formes bénignes de ces maladies ne sont pas systématique-
ment relevées par les études épidémiologiques an contraire
des formes sevéres qui sont celles principalement étudiées.

1l sera don:nﬂcessmredaun‘th‘eenplaredﬁsemd:spms-
pectives, aux prélévements itératifs sy , pour
obtenir des domnées e:drapolables La mm.prehensmu fine
do lien entre la diversité génomique virale et I'histoire
naturelle de la maladie permettrait d’améliorer la compré-

hension de la pathophysiclogie des maladies mfectisuses
et d'identifier des biomarqueurs utilisables en routine.
Cette amelioration permetirait ainsi d’optimiser la prise
en charge en service spécialisé des patients présentant
des infections rfsp]mtclres aux complications prévisibles.

La détermination des espéces wvirales sensibles an seuil
d'error catastrophe permettra d’envisager le développe-
ment de thérapies imnovantes, destabilisant la polymérase
virale, augmentant amsi son taux d’erreur et conduisant &
I'extmction de la souche. Enfin, 1"identification des espéces
virales aux pathogénicités positivement corrélées au taux
de nmitation pourrait permetire d’emisager la production
de souches vaccinales atténuées présentant ume sécurité
dutilisation augmentée car di d'ume polymérase
de fidélité améliorée. L étude de la diversité a donc des
applications cliniques importantes. Neanmoins, les limites
de ces émdes restent principalement crgamsationnelles et
financiéres. A terme, elles permettront néanmoins de pro-
poser des modifications majeures pour la prise en charge
des maladies infectieuses virales.

Liens d’intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de Lien
d'intérét en rapport avec cet article.
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Caractérisation du microbiome respiratoire et de la diversité génomique

virale des formes séveres de maladie grippale

Résumé de la theése

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 séquencage a haut débit (NGS) permet [’étude des communautés
microbiennes résidentes ainsi qu’une ¢tude approfondie du génome des pathogénes impliqués.
Cette these 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. Apres recueil des préleévements respiratoires d’enfants hospitalisés entre 2010 et
2014, le séquengage de leur microbiome respiratoire a mis en €vidence une augmentation de
la diversit¢ 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. Apreés validation des processus
analytiques et bio-informatiques par reconstitution artificielles de quasi espéces et recueil de
125 prélévements cliniques respiratoires, le séquencage 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 prélévement initial précoce les
¢chantillons 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 a I’excrétion prolongé.

Mots clés : Grippe, Microbiome respiratoire, Virome respiratoire, Séquengage ADNI16S,
Séquencage profond (UDS), NGS, Virus influenza, Diversification virale, Quasi-espéces
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