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Résumé

Introduction :

Les infections respiratoires aigués (IRA) chez les enfants de moins de 5 ans constituent une
cause majeure de mortalité et d'hospitalisation. Certaines compositions de microbiome
respiratoire peuvent étre associées a la sévérité de la maladie. L'objectif principal de cette
these était de caractériser les différentes communautés virales et bactériennes du
microbiome nasopharyngé d’enfants présentant des IRA ainsi que leur réponse

transcriptomique afin d’identifier des biomarqueurs pronostic de la sévérité.

Méthodes :

Afin de valider la méthode d’extraction utilisable en amont de la métagénomique virale, une
premiere étude technique a été réalisée comparant deux plateformes automatisées (eMAG ;
MagNA Pure 24, MP24) et le kit manuel QlAamp Viral RNA (QlAamp) a partir d’échantillons
respiratoires cliniques, un MOCK (comprenant cinq virus isolés) et un controle (NTC). Suite a
ces résultats, une cohorte prospective de 144 enfants <5 ans hospitalisés a l'unité
d’hospitalisation de courte durée (UHCD) des Hospices Civils de Lyon (HCL) pour un syndrome
grippal pendant les hivers 2015-2017 a été étudiée. Le bactériome et le virome nasopharyngés
ont été caractérisés par des approches de métabarcoding et de métagénomique virale. Les
réponses transcriptomiques respiratoires de I'h6te ont été analysées par mRNA-Seq. La
prévalence d’une famille virale ubiquitaire du virome a été validée par métagénomique virale

sur une 2éme cohorte pédiatrique d’enfants atteints d’IRA.

Résultats :

Concernant la partie technique, 'eMAG donnait les meilleurs résultats en minimisant les
contaminations croisées et les contaminations provenant des réactifs. Cette méthode a été
choisie pour le reste des analyses sur le virome de cette thése.

Les analyses du virome et du transcriptome ont été réalisées sur les enfants <7 mois et
hospitalisés pour bronchiolite a VRS afin d’étudier une cohorte homogene. Apres filtrage de
la qualité, les résultats du microbiome étaient disponibles pour 79 enfants pour le bactériome
et 53 pour le virome ; et les profils transcriptomiques pour 36 enfants. Les profils dominés par
les genres Haemophilus, Moraxella et Streptococcus étaient les plus répandus bien qu’ils ne

soient pas associés de maniere significative a la sévérité. 77 % des patients présentaient une



ou des co-infections avec un virus respiratoire (les plus fréquentes étant a Picornaviridae,
Coronaviridae, Orthomyxoviridae). L'expression des génes de I'immunité et des cytokines
inflammatoires n’était pas associée a la sévérité des bronchiolites ni aux co-infections virales
lors de I’'analyse du transcriptome de I’'h6te. Dans cette cohorte, les Anelloviridae étaient la
famille de virus d’eucaryotes les plus fréquents (chez 66% des patients), avec le genre TTMV
majoritaire. Certaines especes comme TTMV3, 6 et 9 étaient associées a la sévérité de la
bronchiolite.

Cette prévalence de TTMV a été validée dans une seconde cohorte d’enfants (dge médian : 12
mois) hospitalisés pour IRA d’étiologie inconnue pour laquelle ce genre représentait 87,1%

des reads d’Anelloviridae retrouvées dans les 16 échantillons.

Conclusion :

Nos données soulignent les taux élevés de co-infections virales chez les enfants souffrant d’IRA
et confirment la présence majoritaire de profils dominés par Haemophilus, Streptococcus et
Moraxella dans une population pédiatrique symptomatique recensée a 'UHCD. Nous n'avons
pas pu évaluer les associations significatives entre les profils du microbiome et la sévérité de
la maladie. Nos résultats ont mis en évidence une prévalence élevée de TTMV dans les
échantillons respiratoires de jeunes enfants souffrant d'une IRA. Des études de plus grande
envergure sont nécessaires pour identifier les interactions entre les communautés virales et
bactériennes au sein du microbiome respiratoire et leur impact sur les réponses
transcriptomiques de I'hote lors d'IRA chez les enfants et pour explorer le réle du TTMV dans

les maladies respiratoires de I'enfant.



Abstract

Introduction:

Acute respiratory infections (ARI) in children under 5 years are a major cause of mortality and
hospitalization. Respiratory microbiome compositions may be associated with disease
severity. The main objective of this thesis was to characterize the different viral and bacterial
communities of the nasopharyngeal microbiome of children presenting with ARI and their

transcriptomic response in order to identify prognostic biomarkers of severity.

Methods:

In order to validate the extraction method for viral metagenomics method, a technical study
was carried out comparing two automated platforms (eMAG; MagNA Pure 24, MP24) and the
manual QlAamp Viral RNA (QlAamp) kit using clinical respiratory samples, a MOCK (with five
isolated viruses) and a control (NTC). Following these results, a prospective cohort of 144
children <5 years old hospitalized at the Hospices Civils de Lyon (HCL) for influenza-like illness
during the winters of 2015-2017 was studied. Nasopharyngeal bacteriome and virome were
characterized using metabarcoding and viral metagenomics approaches. Respiratory host
transcriptomic responses were analyzed by mRNA-Seq. The prevalence of a ubiquitous viral
family of the virome was validated by viral metagenomics on a second pediatric cohort of

children with ARI.

Results:

On the technical side, eMAG gave the best results, minimizing cross-contamination and
contamination from reagents. This method was chosen for the rest of the virome analyses in
this thesis.

Virome and transcriptome analyses were carried out on children <7 months hospitalized for
RSV bronchiolitis, in order to study a homogeneous cohort. After quality filtering, microbiome
results were available for 79 children for bacteriome and 53 for virome; and transcriptome
profiles for 36 children. Profiles dominated by the genera Haemophilus, Moraxella and
Streptococcus were the most prevalent, but not significantly associated with severity. 77% of
patients had one or several co-infections with a respiratory virus (the most frequent are
Picornaviridae, Coronaviridae, Orthomyxoviridae). Expression of immune and inflammatory

cytokine genes was not associated with bronchiolitis severity or viral co-infections in host



transcriptome analysis. In this cohort, the Anelloviridae were the most frequent eukaryotic
virus family (in 66% of patients), with the TTMV genus in majority. Some species, such as
TTMV3, 6 and 9, were associated with the severity of bronchiolitis.

This prevalence of TTMV was validated in a second cohort of children (median age: 12 months)
hospitalized for ARI of unknown etiology; this genus accounted for 87.1% of the reads of

Anelloviridae found in the 16 samples.

Conclusion:

Our data underline the high rates of viral co-infections in children suffering from ARI, and
confirm the predominant presence of profiles dominated by Haemophilus, Streptococcus and
Moraxella in a symptomatic paediatric population identified at the hospital. We were unable
to assess significant associations between microbiome profiles and disease severity. Our
results highlighted a high prevalence of TTMV in respiratory samples from young children with
ARI. Larger-scale studies are needed to identify the interactions between viral and bacterial
communities within the respiratory microbiome and their impact on host transcriptomic
responses during ARl in children, and to explore the role of TTMV in childhood respiratory

disease.
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hBoV bocavirus humains

HCL Hospices Civils de Lyon

HCoV Human Coronavirus

HFME Hoépital Femme Mere Enfant
HGF Hepatocyte growth factor

HGV virus de I'hépatite G

HMP Human microbiome project
hMPV métapneumovirus

HR humidité relative

ICAM Intercellular Adhesion Molecule
ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses
IFI6 Interferon Alpha Inducible Protein

IFIT Interferon Induced Protein With Tetratricopeptide Repeats

IFITM Interferon-induced transmembrane proteins
IFN interferon

IFNA Interferon Alpha

IFNL Interferon Lambda

Ig immunoglobulines

IL interleukine

ILIRL1 Interleukin 1 Receptor Like 1

IL-R Interleukine Receptor

IP Interferon gamma-induced Protein

IRA Infection Respiratoire Aigué

ISG interferon stimulated genes

ITS Internal Transcribed Spacer

kb kilobase

Kg kilogramme

L polymérase

LBA Lavage broncho-alvéolaire

LPS lipopolysaccharide

LRT Lower Respiratory Tract

LRTI Lower Respiratory Tract Infection

M protéine de matrice

MAVS mitochondrial antiviral signaling

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein 1
MDAS5 melanoma différenciation-associated protein 5
MERS Middle East respiratory syndrome

MetaHIT Metagenomics of the Human Intestinal Tract
MIP Macrophage Inflammatory Protein

MMP3 Matrix Metallopeptidase 3
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MX1 MX Dynamin Like GTPase 1

N nucléoprotéine

na non assigné

N-ARNv Nucléoprotéine-ARN viral

NG nez-gorge

NGS Nest generation sequencing

NK lymphocytes Natural Killer

NOS2 Nitric Oxide Synthase 2

NS1/2 protéines non structurales 1 et 2

nt nucléotides

OMA otites moyennes aigués

OMS Organisation Mondiale de la Santé
OPRM1 Opioid Receptor Mu 1

OR odd ratio

P phosphoprotéine

p02 pressions partielles de I'oxygéne
PAMPs Pathogen-Associated Molecular Patterns
pCO2 pressions partielles du dioxyde de carbone
PCR Polymerase Chain Reaction

PDGF Platelet derived growth factor

PIV Parainfluenzavirus

PPTA pré-pro-tachykinine A

PRR Pattern Recognition Receptor

RACS Respiratory Assessment Clinical Score
RANTES Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted
RDAI Respiratory Distress Assessment Index
RIG-1 retinoic acid—inducible gene |

RNPs ribonucléoprotéines

RT-PCR Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction
S. aureus Staphylococcus aureus

S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae
SA semaines d'aménorrhée

SARS Severe acute respiratory syndrome

sb simple brin

SH protéine small hydrophobic
SP-A2/B/C/D Surfactant Protein A2/B/C/D
SpO; saturation pulsée en oxygeéne

SRAS Syndrome Respiratoire Aigu Sévére
TGFB1 Transforming Growth Factor Beta 1
Th lymphocytes T helper

TIMP Tissue Inhibitor of Metalloproteinase
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TLR Toll-Like-Receptor

TNF Tumor Necrosis Factor

TRAIL Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand
TTMDV Torque Teno Midi Virus

TTMV Torque Teno Mini Virus

TTV Torque Teno Virus

UHCD unité d'hospitalisation de courte durée
URT Upper Respiratory Tract

URTI Upper Respiratory Tract Infection
VCAM-1 Vascular cell adhesion protein 1
VDR Vitamin D Receptor

VRS Virus Respiratoire Syncytial

WHO World Health Organization
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Partie A : Etude Bibliographique

Chapitre 1 : Les infections respiratoires aiglies

On appelle Infection Respiratoire Aigué (IRA) toute infection des voies respiratoires
caractérisée par une apparition brutale, une évolution rapide et sur une courte durée. Les IRA
peuvent étre classées en 2 catégories en fonction de la partie du tractus respiratoire qui est
infectée (Figure 1) : les infections des voies respiratoires supérieures (Upper Respiratory Tract
Infection, URTI) qui comprennent les rhinopharyngites, pharyngites, angines, sinusites et
otites ; et les infections des voies respiratoires inférieures (Lower Respiratory Tract Infection,
LRTI) qui comprennent les bronchites, bronchiolites et pneumopathies infectieuses!. Ces
derniéeres peuvent étre associées a des taux de mortalité élevés en particulier chez les enfants
de moins de 5 ans?3, les personnes agées?, les femmes enceintes® ainsi que les personnes

immunodéprimées>® ou atteintes d’'une maladie chronique’.

--------- Nasal cavity

--------Masopharynx

-----=------Oropharynx

Figure 1 Vue d'ensemble des principaux organes qui composent le systéme respiratoire

Les voies respiratoires supérieures (URT) sont constituées de la cavité nasale, du nasopharynx et de
I’oropharynx. Les voies respiratoires inférieures (LRT) sont constituées de la trachée et des poumons
(bronches, bronchioles et alvéoles). Figure extraite de Steenhuijsen Piters et al., 20208,

Abréviations : URT : Upper Respiratory Tract. LRT : Lower Respiratory Tract.

La large présentation clinique des IRA s’explique notamment par un large panel de pathogénes
respiratoires et par des différences d’interactions entre le pathogéne respiratoire, I’hote
infecté et son environnement®. Un apercu des pathogénes respiratoires viraux sera présenté

dans ce chapitre.
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1 Importance des IRA en santé publique

Avant méme la pandémie de Covid-19 actuelle, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
avait identifié les IRA comme la principale cause de morbidité et de mortalité dues aux
maladies infectieuses dans le monde?°. En effet, prés de 4 millions de personnes en meurent
chaque année, en particulier des nourrissons, des enfants et des personnes agées notamment
dans les pays a revenu faible ou moyen. Dans une étude américaine, prés de 50 % des enfants
hospitalisés pour une IRA étaient 4gés de moins de 6 mois'. Bien que la létalité des IRA chez
les enfants de moins de 5 ans soit en baisse (2,34 millions en 1990 pour 808 920 en 2017), les
IRA restent la cause majeure de décés dans cette tranche d’age au niveau mondial*2. De plus,
les IRA sont l'une des causes les plus fréquentes de consultation et d’hospitalisation
notamment dans les services pédiatriques, ce qui provoque des phénomeénes d’engorgement
des hépitaux en hiver dans les pays développés?3.

D’autre part, les récentes émergences de virus respiratoires ces vingt dernieres années avec
les épidémies telles que le Syndrome Respiratoire Aigu Sévére (SRAS) en 20034, la grippe
aviaire A(H5N1) en 2004%>, la grippe aviaire A(HIN1) en 200916, le MERS-CoV en 2012%, la
grippe A(H7N9) en 20138 et la Covid19 en 2020%°, ont rappelé I'importance et la gravité que
peuvent engendrer les IRA dans le monde.

De plus, I'émergence de résistance aux traitements antimicrobiens constitue une menace
importante et croissante pour la santé publique. Ces résistances liées a I'utilisation abusive et
non appropriée d’antimicrobiens, entrainent une augmentation du nombre de déces et de la
durée des hospitalisations et induisent un risque d’'impasse thérapeutique.

Enfin, la présence d’un grand nombre de pathogenes associés aux IRA et la récurrence des
infections tout au long de la vie, rendent indispensable de développer une meilleure
connaissance sur ces IRA et ces divers agents étiologiques, afin d’améliorer la prise en charge

des patients et proposer de nouvelles approches thérapeutiques.

2 Facteurs influengant la prévalence et la gravité des IRA chez les enfants de

moins de 5 ans
Les IRA chez les moins de 5 ans peuvent avoir de lourdes conséquences a long terme telles
qu’une diminution de la fonction respiratoire!! ou encore le développement d’un asthme?°,
c’est pourquoi il est important d’identifier et de comprendre les facteurs pouvant moduler la

sensibilité et la gravité de ces infections.
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2.1 Facteur lié a I'agent pathogene

En premier lieu, la gravité de I'infection est liée aux caractéristiques de I'agent pathogéne qui
en est la cause (mode de transmission, transmissibilité, facteur de virulence).

Chez I'enfant de moins de 5 ans, la majorité des IRA sont causées par des virus, bien que I'on
trouve également des co-infections virales et/ou bactériennes'®'21, Le Virus Respiratoire
Syncytial (VRS) est le virus le plus fréquemment retrouvé notamment lors des bronchiolites'!
(décrit en détail dans le chapitre 2). Les autres virus majoritairement identifiés sont les
rhinovirus (24,3%), les bocavirus humains (hBoV), les virus influenza, les métapneumovirus
(hMPV), les coronavirus (CoV), les entérovirus, les adénovirus (AdV) et les virus parainfluenza
(PIV)!! (Tableau 1). Ces virus ont tous en commun un tropisme quasi exclusif des cellules
ciliées de I'épithélium respiratoire. Il est important de noter que certains virus dit
« opportunistes » peuvent également étre responsables d’IRA, tels que les virus de la famille
des Herpesviridae??. Dans 26,9% des cas, deux ou plusieurs virus sont identifiés et la co-
infection la plus fréquente est celle du VRS et du rhinovirus (27,3%)!. Dans 43,9% des cas, des
surinfections bactériennes sont observées, le plus fréquemment avec Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae), Haemophilus influenzae (H. influenzae) et Staphylococcus
aureus (S. aureus)?3. Celles-ci sont favorisées par des altérations du systéme immunitaire et
les |ésions de I’épithélium respiratoire induites par I'infection virale.

Les IRA d’origine bactérienne sont le plus fréquemment causées par S. pneumoniae, S. aureus
et H. influenzae. Ces bactéries font parties de la flore commensale des muqueuses
respiratoires et sont donc présentes chez des individus sains?*. C’est sous l'influence de divers
facteurs que ces bactéries peuvent devenir pathogénes et induire des infections de types
otite, sinusite ou bronchite, voir des infections plus graves comme des pneumonies chez les
personnes a risque et les enfants en bas 4ge??°. Les autres bactéries pouvant causer des IRA
sont Moraxella catarrhalis, Bordetella pertussis (bactérie responsable de la coqueluche),
Mycoplasma pneumoniae et Chlamydia pneumoniae 2>?°. Les co-infections virales sont

également fréquentes lors des infections respiratoires d’origine bactérienne??”:%8,
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2.2

Facteurs liés a I’hote

De nombreux facteurs liés a I’hote sont susceptibles de moduler la sensibilité et la gravité des

IRA chez les enfants de moins de 5 ans. Parmi ces différents facteurs on retrouve notamment :

Le sexe : Les enfants de sexe masculin ont un risque relatif de 1,23 de faire une IRA
pouvant conduire a une hospitalisation comparé aux enfants de sexe féminin dans les
pays en développement?>:30,

L’age : Le risque de déces est plus élevé chez les nourrissons de 1 a 3 moistt2%-31,
L’état nutritionnel : La malnutrition est un facteur de risque et un facteur aggravant
des IRA. La malnutrition engendre une diminution des mécanismes de défense de
I’organisme, ce qui rend I’enfant plus sensible aux infections3%33, D’autre part, le type
d’alimentation du nourrisson a également un impact sur la survenue des IRA. Le lait
maternel peut avoir un effet protecteur contre les infections virales et bactériennes en
fonction de la durée et de I'exclusivité de I'allaitement3%3438 Une méta-analyse a
montré que suite a un allaitement maternel exclusif d’au moins 4 mois, le risque relatif
d’hospitalisations pour infections respiratoires était divisé par trois par rapport aux
nourrissons nourris de maniére artificielle°.

La prématurité: Les grands prématurés ont des poumons immatures
anatomiquement et fonctionnellement avec un risque accru de développer des
dysplasies broncho-pulmonaires. Les poumons des prématurés sont particulierement
vulnérables car ils ne produisent pas (ou peu) de surfactant pulmonaire, substance
indispensable a la fonction respiratoire normale et aux mécanismes de défenses
broncho-alvéolaire grace a ses propriétés bactéricides304041,

Le mode de naissance : Chez les enfants de moins de 5 ans, ceux nés par césarienne
ont un risque d’hospitalisation et d'infection respiratoire 1,15 fois plus élevé que ceux
nés par voie basse*?.

Présence d’une pathologie pulmonaire chronique (tel que I'asthme)*? ou d’un déficit
immunologique congénital ou acquis (tel qu’une infection a VIH)* rendant le sujet
plus susceptible de développer des formes séveéres.

Prédisposition génétique : La présence de polymorphismes dans plusieurs genes de
I'immunité a été décrite dans plusieurs cas d’IRA séveéres, par le VRS, la grippe, ou plus

récemment le SARS-CoV-24748,
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2.3 Facteurs liés a I'environnement
De nombreux facteurs liés a I’environnement sont également susceptibles de jouer un réle sur
la prévalence et la gravité des IRA. Parmi ces différents facteurs, on retrouve notamment :

- Des facteurs saisonniers et climatiques : les éléments comme la température et
I’humidité de I’air peuvent avoir un impact sur la fréquence des IRA. C'est notamment
le cas dans les pays du sud ou la prévalence des IRA est significativement plus élevée
pendant les saisons humides (mars a octobre) par rapport aux saisons seches
(novembre a février)*°.

- Les conditions socio-économiques : dans les pays développés par exemple, il a été
montré qu’il y avait une corrélation négative entre la mortalité infantile due aux IRA et
le produit national brut par habitant®C. L’hygiéne mais aussi des soins de qualité ainsi
gue des mesures de prévention sont des facteurs importants mais dont I'accés est
parfois limité dans les pays en voie de développement3?.

- L’environnement de vie de I’enfant : pour cette catégorie, on peut noter la pollution
de l'air des maisons d'habitation par les fumées domestiques ainsi que la fumée
dégagée par le tabac®™* Les habitations surpeuplées®3, la présence de fréres et
sceurs?? mais aussi la fréquentation des garderies?® constituent des facteurs de risque

de survenue d’IRA précoce (et donc potentiellement sévere), notamment par le VRS.

3 Diagnostic

Le diagnostic des maladies respiratoires repose a la fois sur la clinique, I'imagerie
(radiographie pulmonaire notamment), et le diagnostic microbiologique. Les IRA virales sont
diagnostiquées quasi exclusivement par du diagnostic direct, avec historiquement des
méthodes dites conventionnelles (culture, immunofluorescence) qui ont été remplacées
progressivement par des techniques de biologie moléculaire (PCR (Polymerase Chain
Reaction), RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction), séquencage) depuis

plus d’une dizaine d’années.
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4 Traitement et Prévention

Les traitements spécifiques des IRA dépendent bien sir de la nature de I'agent pathogéne qui
en est responsable. A noter cependant que peu de traitements antiviraux spécifiques existent,
par rapport aux antibiotiques pour les IRA bactériennes qui sont couramment employés.

Les IRA virales ayant un potentiel épidémique (voir pandémique), elles peuvent présenter un
risque pour la santé publique, c’est pourquoi la mise en ceuvre de précautions particulieres
(gestes barrieres, isolement...) et de méthodes de prophylaxie (vaccination) sont nécessaires

afin de limiter au mieux la propagation des virus respiratoires 013,
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Tableau 1 Tableau récapitulatif des virus respiratoires responsables d'IRA chez |I'enfant de moins de 5 ans

Classé par ordre de prévalence d’aprés 'article de Brouard et al., 2020,

Virus humain Prévalence Structure Clinique Traitements Prévention Références
(%)
Saisonnalité Dans les zones tempérées
circulation a partir de novembre-décembre
jusqu'en mars-avril. Dans les zones tropicales : Traitement
circulation toute I'année ou de fagon biannuelle symptomatique, dont
Hospitalisation des cas Mesures d’hygiéne
. ipyréti Anticorps monoclonal
Genre Pneumovirus 31,70  polarité négative . o antipyretiques, P ; 11,55-61
2ce VRS 15 kb Durée de la maladie 3-7 jours alimentation entérale... chez prématurés et
Espece VR enfants avec terrain a
Tableau clinique Tableau léger d’infection des Traitement antiviral risque
voies respiratoires supérieures a une infection possible chez
grave des voies respiratoires inférieures avec |'immunodéprimé
possible surinfection bactérienne -
Complication neurologique possible
Saisonnalité Aucune
Incubation 2-3 jours
Famille Picornaviridae ARNSsb i o Mesures d’hygiéne
. . . Durée de la maladie 7 a 10 jours Traitement 1
Genre Rhinovirus 24,30 polarité positive

Espéce Rhinovirus A et B

7,2 kb

Tableau clinique Toux, rhinorrhée, congestion
nasale, irritation de la gorge, céphalées
Evolution en laryngite, bronchiolite ou
pneumonie possible

symptomatique Absence de vaccin
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Virus humain Prévalence Structure Clinique Traitements Prévention Références

(%)

Saisonnalité Tout au long de I'année avec un pic

lors de la période hivernale et début du

printemps

Incubation non établie M d’hvaic
Famille Parvoviridae 1010 ADNsb Traitement esures dnygiene e
Genre Bocavirus ’ 5 kb Durée de la maladie environ 6 jours symptomatique .

Absence de vaccin

Tableau clinique Infection des voies

respiratoires supérieures bénignes (Toux,

rhinorrhée, congestion nasale, irritation de la

gorge, céphalées)

Saisonnalité Epidémies annuelles hivernales de Traitement

décembre a mars symptomatique

Incubation 2-3 jours
Famille Traitement spécifique Mesures d’hygiéne
Orthomyxoviridae ARNsb segmenté Durée de la r'n:i\Iadle 3 a 6 jours mals.dans \Ies :\:\nFlwraI pour les patients o

. Lo cas les plus séveres peut se prolonger jusqu'a 6 a risque et les formes Vaccination .
Genre Influenzavirus 9,60 polarité négative ; 0 11,55,63-70
R _ 13.5 kb semaines graves : antigrippale

Espece Virus Influenza A, ! - Inhibiteurs de (populations a risque
BetC Tableau clinique Forme asymptomatique neuraminidase et soignants)

(30%). Fievre brutale et élevée, asthénie, (Oseltamivir)

frissons, céphalées, myalgies, toux seche, maux - |nhibiteurs de

de gorge, rhinorrhée... Complications polymérase uniquement
respiratoires et/ou neurologiques possibles au Japon (favipiravir)
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Prévalence

Virus humain (%) Structure Clinique Traitements Prévention Références
(1)
Saisonnalité En hiver de novembre a mars
. o Incubation 3 a 5 jours
Famille Pneumoviridae
Genre Pneumovirus ARNsb = 1y \rée de la maladie 7 3 10 jours Traitement Mesures d’hygiéne -
Espéce 8,20 polarité négative symptomatique ’
Métapneumovirus 13 kb Tableau clinique Congestion nasale, rhinorrhée, Absence de vaccin
mal de gorge, pharyngite ou bronchite,
éternuements, toux, mal de téte, myalgie ou
fievre et respiration sifflante
Saisonnalité Epidémies entre janvier et mai
(hormis pour les SARS-CoV et le MERS-CoV)
Famille Coronaviridae Traitement
Genre Coronavirus Incubation 2 a 4 jours symptomatique
Espéce RN Durée del e 33 101 Mesures d’hygiéne
s urée de la maladie 3 a 10 jours
SARS-CoV,  HCoV-229E, 5,60 polarité positive Absence de vaccin 11,17,18,72

HCoV-0C43, HCoV-NL63,
HCoV-HKU1, MERS-CoV,
SARS-CoV-2

jusqu’a 32 kb

Tableau clinique Infection des voies
respiratoires supérieures et syndrome pseudo-
grippal (Fievre, frissons, courbatures, asthénie).
Possible infections des voies respiratoires
inférieures avec détresse respiratoire et
passage en service de réanimation

Traitements antiviraux
pour le SARS-CoV-2 :
anticorps monoclonaux et
antiviraux

excepté contre le
Sars-Cov-2
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Prévalence

Virus humain (%) Structure Clinique Traitements Prévention Références
(1)
Saisonnalité Circule en été et en automne
Incubation 3 a 5 jours
Famille Picornaviridae ] o _
Genre Enterovirus ARNSF) ’ N Durée de la maladie 7 a 10 jours Traitement Mesures d’hygiene
Espéce Entérovirus A. B 3,50 polarité positive tomati 11,73,74
Spece knterovirus A, B, 7,5 kb Tableau clinique Infections respiratoires hautes symptomatique Absence de vaccin
CetD d’évolution bénigne. Evolution plus grave
possible notamment des infections
respiratoires basses avec I'EV-D68 ou des cas de
paralysie flasque aigué avec EV-D68 et EV-71
Saisonnalité Circule d’octobre a mars avec un .
. . . . . Traitement
. o pic en hiver Incubation 2 a 14 jours symptomatique
Famille Adenoviridae ADNdb \ Mesures d’hygiéne
Genre Mastadenovirus 1,80 Durée de la maladie 3 a 5 jours 11,75

Espéce Adénovirus

jusqu'a 38 kb

Tableau clinique Infection des voies
respiratoires supérieures

Traitement antiviral
possible des cas sévéres
(immunodéprimés)

Absence de vaccin
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Prévalence

Virus humain (%) Structure Clinique Traitements Prévention Références
(1)
Saisonnalité PIV-3 circule au printemps et en
été ; PIV-1 et 2 évoluent sous forme épidémique
Famille Paramyxoviridae a I'automne tous les 2 ans et I'épidémiologie du
PIV-4 mal connue
Genre Respirovirus
3 Incubation 2 a 6 jours .
Espece ARNsb J Traitement Mesures d’hygiéne
Parainfluenzavirus-1 et 3 1,80 polarité négative 11,76-79

Genre Rubulavirus
Espéce
Parainfluenzavirus-2 et 4

15 kb

Durée de la maladie 2 a 10 jours

Tableau clinique PIV-1 et 2 (Laryngo-trachéites
aigués) ; PIV-3 (Infection respiratoire hautes :
rhinites, trachéites, laryngites ; et infections
respiratoire basse : pneumonies, bronchiolites)
et PIV-4 (Infections respiratoires mineures)

symptomatique

Absence de vaccin

Abréviations : VRS : Virus Respiratoire Syncytial ; ARN : Acide Ribonucléique ; ADN : Acide Désoxyribonucléique ; sb : simple brin ; db : double brin ; kb : kilobase ; SARS : Severe
acute respiratory syndrome ; MERS : Middle East respiratory syndrome ; HCoV : Human Coronavirus, EV : entérovirus ; PIV : Parainfluenzavirus.
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Chapitre 2 : Le Virus Respiratoire Syncytial

Le virus respiratoire syncytial est la premiére cause d'infection des voies respiratoires basses
aiglies (bronchiolite, pneumopathie) chez les enfants de moins de 5 ans®%-8, C’est également
le virus retrouvé en majorité chez les patients de la cohorte VibraFlu (cohorte d’étude de cette

thése).

1 Levirus

1.1 Historique

Le VRS a été découvert pour la premiere fois en 1955 chez un chimpanzé qui souffrait d’'un
coryza séveére, ce qui lui a dans un premier temps valu le nom de « Chimpanzee Coryza Agent
» (CCA)®2. En 1957, un agent semblable au CCA a été isolé chez un enfant atteint de
pneumonie®3. Ce nouveau virus sera nommé virus respiratoire syncytial en rapport avec les
images obtenues lors de I'infection de lignées cellulaires Hep-223 sur lesquelles il est possible
d’observer la formation de « syncytia » (cellules plurinucléées) due a la fusion de plusieurs
cellules.

En 1960, une étude portant sur des enfants hospitalisés a mis en évidence que parmi ceux
présentant des signes respiratoires, 16% étaient infectés par le VRS contre seulement 1,5%
pour les enfants sans symptémes respiratoires®®. De plus, le virus a été principalement
retrouvé chez les nourrissons de moins de sept mois qui présentaient une bronchiolite (59%)
ou une pneumonie (54%). Cette étude a donc permis de confirmer I'implication du VRS lors
des IRA chez les enfants et de mettre en évidence une sévérité plus importante chez les

enfants de moins de 7 mois.

1.2 Taxonomie

Le VRS appartient a I'ordre des Mononegavirales, la famille des Pneumovirinae et au genre
des Orthopneumovirus®. La variabilité des séquences des VRS est importante en raison du
taux élevé de substitutions nucléotidiques lors de la transcription (caractéristique des virus a
ARN). Deux sérotypes majeurs sont identifiés : A et B. lls se distinguent par une variation au
niveau de la glycoprotéine G mis en évidence en 1985 grace a des tests in vitro avec des
anticorps monoclonaux dirigés contre les différentes protéines®®®’. Par la suite, une
classification additionnelle plus détaillée basée principalement sur le séquencage du géne de

la protéine G a été établie®®. Au sein de chaque sérotype, on distingue différents génotypes
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en fonction des variations observées dans la 2®™¢ région hypervariable du domaine
extracellulaire de la séquence de la protéine G®. Ce sont ces régions hypervariables qui
induisent une divergence de séquences importante entre les sérotypes A et B ou I'on retrouve
seulement 53% d’homologie®. La variabilité au sein d’un sérotype est élevée car le taux de
substitutions nucléotidiques dans le génome complet mais surtout dans le geéne codant pour
la protéine G est important. En effet, une étude réalisée entre 1998 et 2010 au niveau mondial
a mis en évidence au niveau du génome complet un taux de substitutions de 6,72 x 10 par
sites/an pour les VRS-A et de 7,69 x 10 par sites/an pour les VRS-B®L. Le taux d’évolution varie
d’un gene a l'autre, mais toujours dans cette étude, le taux de substitutions pour le géne
codant pour la protéine G était estimé a 1,86 x 1073 par sites/an pour les VRS-A et 2,43 x 1073
par sites/an pour les VRS-B*%.

De multiples génotypes ont été décrits dans les sérotypes A et B du VRS. Cependant, les
criteres de classification pour le génotypage des souches n'ont pas encore été bien établis et
il n"existe pas de consensus pour définir les différents génotypes du VRS%%°3, D’aprés la
littérature, 16 génotypes de VRS-A ont déja été décrit dont les principaux sont : GA1 a GA7,
SAA1, NA1 et ON188°2%497 Quant au VRS-B, jusqu’a 37 génotypes différents ont déja été
décrits notamment GB1 a GB4, BA1 a BA10, SAB1 a SAB4, URU1 et URU2%3%8, La protéine G
du VRS étant en constante évolution, une surveillance continue de la diversité du virus est

importante car ce mécanisme favorise les réinfections a VRS tout au long de la vie.

1.3 Geénome

Le VRS est un virus enveloppé qui posséde un génome ARN simple brin non segmenté de
polarité négative. Il se réplique entiérement dans le cytoplasme de la cellule qu’il infecte®. La
taille de son génome est d’environ 15 kb, et ses extrémités comportent des séquences
promotrices (séquence « leader » en 3’ et séquence « trailer » en 5’) qui servent au
recrutement de la polymérase virale ainsi qu’a l'initiation de la réplication. Le génome
comporte 10 génes codant pour 11 protéines!® : les protéines non structurales 1 et 2 (NS1 et
NS2), la nucléoprotéine (N), la phosphoprotéine (P), la protéine de matrice (M), la protéine
small hydrophobic (SH), la protéine d’attachement (G), la protéine de fusion (F), la polymérase

(L), et les protéines M2-1 et M2-2 synthétisées a partir du géne M2 (Figure 2).
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Figure 2 Représentation schématique du génome du VRS
Le génome viral est constitué d’environ 15 000 nucléotides, comprend 10 cadres de lecture séparés
par des régions intergéniques non codantes. Il comporte en 5’ et 3’ des séquences non codantes
(Leader et Trailer).
Abréviations : NS1/NS2 : protéines Non Structurales 1 et 2; N : Nucléoprotéine ; P: Phosphoprotéine ; M :

protéine de Matrice ; SH : protéine Small Hydrophobic ; G : protéine d’attachement ; F : protéine de Fusion; L:

Polymérase.

1.4 Structure

Le VRS est un virus pléomorphe d’une taille de 100 a 350 nm. Il peut avoir un aspect sphérique
ou filamenteux!!. l’enveloppe virale formée par une bicouche lipidique porte a sa surface
trois glycoprotéines : la protéine F, la glycoprotéine d'attachement G et la protéine SH. Sous
cette enveloppe, on trouve la matrice virale composée de la protéine M. A l'intérieur du virion,
on trouve la nucléocapside : complexe protéique associés a I’ARN viral (ARNv) et constitué de
la nucléoprotéine N, de ’ARN polymérase L, de la phosphoprotéine P et des protéines M2-1
(facteur de transcription) et M2-2 (protéine régulatrice). Enfin, les protéines non-structurales
(NS1 et NS2) sont produites en abondance uniquement lors du cycle viral et auraient pour réle
de limiter la réponse immunitaire a 'infection> (Figure 3). Les rdles de chaque protéine sont

répertoriés dans le Tableau 2.
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Figure 3 Représentation schématique de I'organisation de la particule virale du VRS

Figure extraite du Traité de Virologie®.
Abréviations : N-ARNv : Nucléoprotéine-ARN viral ; P : Phosphoprotéine ; M/M2-1 : protéine de Matrice ; SH :

protéine Small Hydrophobic ; G : protéine d’attachement ; F : protéine de Fusion ; L : Polymérase.
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Tableau 2 Les différentes protéines du VRS

Taille
Nom du gene (nt) et de Fonctions Références
la protéine (aa)
927 nt — Attachement du virus a la membrane cellulaire
n
G 208 a3 — Participe a I'échappement au systéme immunitaire de I'hote 88,102-104
— Peut induire la formation d’anticorps neutralisants contre le VRS
— Protéine de fusion: permet la fusion de I'enveloppe virale avec la
membrane cellulaire de la cellule héte, permettant ainsi I'entrée du virion
dans la cellule
1903 nt ) . ) .
F 574 a — Provoque la fusion des membranes de cellules adjacentes infectées — >8103-107
induisant la formation de syncytia et la propagation du virus
— Peut induire la formation d’anticorps neutralisants et protecteurs a long
terme
—> Petite protéine hydrophobe
— ROle mal connu
410 nt . . . o
SH 64 aa — Interviendrait dans la survie du VRS et inhiberait I'lapoptose 103,104,108,109
— Permettrait la régulation de la perméabilité membranaire en formant un
canal ionique sélectif aux cations
M 957 nt — Protéine de matrice 103,104,110,111
256 aa — Role dans I'assemblage, la maturation et le bourgeonnement des virions
— Nucléoprotéine
1205 nt o ] ] ] .
N 391 a3 — Encapsidation de 'ARNv. Ce complexe est appelé la nucléocapside. Sonréle ~ 5>103.104
est de protéger I’ARNv de la dégradation par les RNases cellulaires.
532 nt B
NS1 139 — Protéines non structurales 1 et 2
aa
T02nt — Capables de moduler les cascades pro-inflammatoires et antivirales 56105106
NS2 limitant ainsi la réponse cellulaire a I'infection
124 aa
6578 nt — ARN polymérase ARN dépendante
n
L 2165 aa — Sous unité majeure de la polymérase, contient les domaines catalytiques. 56105106
— Permet la synthese de '’ARNm et la réplication de I’ARN
— Phosphoprotéine
> 890 nt — Cofacteur de 'ARN polymérase 56,105,106
241 aa — Composant de la ribonucléocapside ; elle se lie aux protéines N, M2-1 et L
et facilite sa formation et sa fonction
961 nt — Facteur essentiel pour la transcription du génome viral
M2 M2-1:194 aa — Régulation du switch entre les fonctions de réplication et de transcription ~ 103104112
M2-2:90 aa de I’ARN polymérase

Abréviations : N : Nucléoprotéine ; ARNv : ARN viral ; P : Phosphoprotéine ; M/M2-1 : protéine de Matrice ; SH :
protéine Small Hydrophobic; G: protéine d’attachement; F: protéine de Fusion; L: Polymérase; nt:

nucléotides ; aa : acides aminés.
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1.5 Cycle viral

Les détails des différentes étapes du cycle de réplication du VRS ne sont pas encore totalement
connus. Le VRS cible principalement les cellules épithéliales ciliées du tractus respiratoire et
son cycle de réplication se déroule entierement dans le cytoplasme de Ila

cellule hote!'3 (Figure 4).
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Figure 4 Schéma du cycle de réplication virale du VRS

La particule virale s’attache a la surface de la cellule héte sensible a I'infection (1). S’en suit alors la
formation d’une vésicule d’endocytose puis la fusion des membranes virale et cellulaire (2). Les
ribonucléoprotéines (RNPs) sont regroupées aux niveaux des corps d’inclusion (3) ol se déroulent la
réplication et la transcription du génome viral (4a et b). Les ARNm viraux sont traduits dans le
cytoplasme (5). Les protéines de surface, la protéine de matrice et les RNPs néosynthétisées sont
amenées vers les sites d’assemblage du virus (6 et 7). Une fois assemblé, les virions bourgeonnent a la
membrane plasmique de la cellule héte (8). Les particules virales sont libérées (9). Figure extraite de la
revue de Cosentino et al., 20213,

Abréviations : L : polymérase ; P : phosphoprotéine ; M : protéine de matrice ; F : la protéine de fusion ; G : la
protéine d’attachement ; N : nucléoprotéine ; SH : petite protéine hydrophobe ; ARN : acides ribonucléiques ; m :

messager ; v : viral ; RNPs : ribonucléoprotéines.
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Entrée du virus dans la cellule

L'attachement des particules virales aux cellules se fait par le biais des glycoprotéines de
surface F et G. Différentes études ont mis en évidence différents récepteurs cellulaires
pouvant étre impliqués dans I'entrée virale. La protéine G interagit avec des
glycosaminoglycanes, notamment I’héparane sulfate, présents a la surface des cellules cibles.
La protéine G est également capable d’interagir avec le récepteur CX3CR1, puisqu’elle possede
des motifs moléculaires similaires a la chimiokine CX3CR1-Ligand!!*. Cet interaction pourrait
induire une réduction de la réponse immunitaire cellulaire de I'héte!'>1®, La protéine F peut
également jouer un réle de protéine d'attachement de substitution pour faire face a I'absence
de la protéine G (virus recombinants ou mutants avec délétion spontanée) via des récepteurs
tels que le TLR-4 et la nucléoline®¥ 7. Cependant sa fonction principale est de permettre la
fusion entre I'enveloppe virale et la membrane de la cellule héte. Suite a la formation d’une
vésicule d’endocytose, le mécanisme de fusion est induit par un changement de conformation
de la protéine F déclenché par la liaison a la membrane cellulaire. La protéine F passe d’'une
conformation dite de « pré-fusion » a une protéine F stable de « post-fusion ». Apres cette

fusion, la nucléocapside est libérée dans la cellule héte (Figure 4).

Transcription et réplication du virus

Les étapes de transcription et réplication du génome viral ont lieu dans le cytoplasme de la
cellule infectée au niveau des corps d’inclusion. Dans un premier temps, la polymérase L
réalise une transcription séquentielle du génome viral en commencant par I'extrémité 3’. Les
ARNm sont ensuite coiffés et polyadénylés par la polymérase virale, puis traduits en protéine
dans le cytoplasme de la cellule infectée. Dans un second temps, la polymérase L assure la
réplication du génome en générant un brin d’ARN complet de polarité positive appelé brin
antigénomique qui sera par la suite répliqué pour former des ARNv. La protéine N recouvre

au fur et a mesure de leur réplication les ARN génomiques et antigénomiques (Figure 4).

Assemblage et libération des virions néoformés

Ce complexe ARNv et protéine N va ensuite s’associer aux protéines du complexe polymérase
et étre exporté vers les sites d’assemblage du virus concentrés en glycoprotéines virales. La
protéine de matrice M permet ensuite I'assemblage, la maturation et le bourgeonnement du
virion au niveau de la membrane plasmique de la cellule hote. Aprés scission membranaire,

les virions vont pouvoir infecter les cellules voisines (Figure 4).
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2 L'infection parle VRS

2.1 Epidémiologie

Importance en pédiatrie

Le VRS est le principal agent infectieux de la bronchiolite du nourrisson, responsable de 60 a
90% des cas'8. En 2005, 33.8 millions d’infections respiratoires basses dues au VRS ont été
recensées dans le monde, parmi lesquelles au moins 3.4 millions de formes séveres qui ont
conduit a une hospitalisation et 100 000 a 150 000 morts chez les moins de 5 ans. Notons que
99% des décés enregistrés se produisent dans les pays en développement3. En France, la
bronchiolite touche environ 30% des nourrissons de moins de 2 ans, soit environ 480 000
enfants par an, et 2 a 3% des nourrissons de moins de 1 an seraient hospitalisés pour une
forme grave. Le VRS est aussi une cause majeure d'exacerbation des maladies chroniques des
voies respiratoires comme I'asthme et la bronchopneumopathie chronique obstructive

(BPCO).

Saisonnalité et variabilité

La saisonnalité du virus est dépendante de la région géographique. En effet, dans les zones
tempérées de I'"hémisphere Nord, le virus circule sous la forme d’une épidémie débutant
généralement en novembre-décembre, avec un pic au mois de janvier et se finissant vers le
mois de mars-avril, alors que dans les zones tropicales, le virus est détecté durant toute
I’année ou de facon bianuelle®®. La circulation du virus semble favorisée par le froid et surtout
I'humidité mais ces facteurs météorologiques ne permettent pas d’expliquer toutes les
variations de saisonnalité®’. En France, la période épidémique s’étend généralement de mi-

octobre a février avec un pic au mois de décembre.

Epidémiologie moléculaire

Le VRS a été classé en 2 sous-groupes A et B capables de co-circuler au cours d’une
épidémiel!®, L’épidémiologie moléculaire du VRS est indispensable pour avoir des
informations sur les sous-groupes et génotypes circulants et I’évolution du virus. Cependant
la plupart des laboratoires hospitaliers n’effectuent pas la détermination du sous-groupe ou
des génotypes. Lors de la saison 2016/2017 (saison correspondant a celle de la cohorte
VibraFlu), les laboratoires ayant réalisés le typage ont observé la méme proportion de VRS A

que de VRS B!?°, Au sein de notre laboratoire, le génotypage n’était effectué que sur une petite
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proportion de virus avant 2019. Lors de la saison 2016/2017 a Lyon, les 7 souches génotypées
de VRS-A étaient de type ON1 et les 10 souches VRS-B étaient de type BA. Ces deux génotypes
étaient les génotypes majoritaires circulants parmi les 50 souches séquencées a Lyon de 2016

a2018%21,

2.2 Physiopathologie

Le VRS est un virus tres contagieux qui peut infecter un individu plusieurs fois au cours de sa
vie. La majorité des enfants sont infectés par le VRS pendant leur premiere année de vie, et
>90% le sont avant I’dge de 2 ans?%'23, Les réinfections sont fréquentes notamment au cours
des premieres années de vie. En effet, une étude a montré que parmiles enfants infectés dans
leur premiére année de vie, 47% ont été réinfectés durant leur deuxiéme année de vie et 45

% pendant la troisiéme année de viel??,

Transmission — Incubation — Durée de la maladie

La transmission du VRS est strictement interhumaine. La contamination se fait de maniere
directe par inhalation de gouttelettes émises par un patient infecté (via de la toux ou des
éternuements) dans un rayon allant jusqu’a 2 métres. Il est également possible de contracter
la maladie de manieére indirecte par contact des muqueuses nasales ou conjonctivales par le
biais de mains ou support inerte souillés par des sécrétions contaminées!*®. En effet, le VRS
peut survivre environ 30 minutes sur la peau et jusqu’a 7 heures sur une surface inerte!8,

Le délai d’incubation est de 2 a 8 jours. La réplication virale se fait au niveau de I'épithélium
nasal entrainant congestion, rhinorrhée et perte d’appétit. L'infection par le VRS reste
localisée a l'arbre respiratoire d'ou une maladie locale (respiratoire haute ou basse). La

maladie dure en général de 3 a 7 jours, mais peut parfois aller jusqu’a 3 semaines!'&124,

Histopathologie

La réplication virale débute au niveau des cellules ciliées de I'épithélium respiratoire, dans un
premier temps dans le nasopharynx puis s’il se propage, au niveau de I'arbre respiratoire
inférieur par diffusion de cellules en cellules. L'infection provoque un détachement, une
nécrose et une perte de la fonction de clairance des cellules épithéliales ciliées, ce qui semble
contribuer a I'encombrement des voies respiratoires du nourrisson (obstruction des
bronchioles et inflammation pulmonaire)'?>71%7, En effet, il est observé une augmentation de

la sécrétion de mucus, la présence d’cedeme et d’infiltrat inflammatoire et une altération de

47



la motilité ciliaire dans les poumons des enfants infectés. Cette atteinte plus ou moins
prononcée du poumon dépend des capacités de défenses innées de I'organisme mais aussi de
I'immunité adaptative dite « mémoire ». L'age de la primo-infection par le VRS est donc un
déterminant majeur de sévérité de la bronchiolite. Actuellement, I'impact respectif de la
multiplication virale et de la réponse immunitaire et inflammatoire dans les lésions
pulmonaires observées n’est pas encore défini. Bien que la guérison se fasse de maniere
spontanée, le processus de cicatrisation peut s’avérer long et expose I'épithélium respiratoire

aux surinfections.

2.3  Manifestations cliniques

Le VRS provoque des pathologies allant d’un tableau léger d’infection des voies respiratoires
supérieures a une infection grave des voies respiratoires inférieures.

La présentation typique de la bronchiolite a VRS est celle d’un nourrisson présentant une
rhinite avec une toux séche avec peu voire pas de fievre (dans 50% des cas). Dans 30% des cas
environ, des signes pulmonaires vont apparaitre. Parmi ces signes pulmonaires on peut
trouver : de la toux, une dyspnée obstructive avec polypnée, des signes de lutte (tirages,
battement des ailes du nez...), une distension thoracique, un « wheezing » (respiration
sifflante) ou des rales crépitants. Chez certains patients on note aussi des troubles
alimentaires : fausse-route due a la polypnée, ballonnement abdominal, reflux gastro-
ocesophagien. Ces troubles aggravent les difficultés ventilatoires et peuvent compromettre
I’hydratation. L’évolution de la pathologie est variable et difficilement prévisible, nécessitant
souvent I’hospitalisation pour les nourrissons les plus jeunes®.

Des surinfections bactériennes sont fréquemment observées notamment des otites
moyennes aigués (OMA) lorsque les enfants présentent des charges élevées de VRS%. Le
pourcentage de co-infection par une bactérie est de plus de 40% chez les nourrissons ayant
une bronchiolite sévere®®129,

Des complications neurologiques ont également pu étre observées dans certains cas. Les
apnées représentent la premiere complication neurologique associée aux bronchiolites a
VRS>, Des convulsions sont également rapportées dans des cas de bronchiolite. Récemment,
il a été décrit dans la littérature, des atteintes neurologiques centrales a VRS, avec des

tableaux cliniques ressemblant a des encéphalites virales®®.
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2.4 Conséguence a moyen et long terme

Le VRS est identifié comme étant une cause majeure d'exacerbation des maladies des voies
respiratoires telles que I'asthme. Selon une méta-analyse, les infections virales seraient
impliquées dans prés de 40% de ces exacerbations, le VRS étant le 26™ virus le plus détecté,
dans 9% des cas, aprés les rhinovirus'3°,

De plus, l'infection par le VRS pendant la premiére année est associée a un risque de
développement d'une respiration sifflante récurrente (wheezing), d'asthme et d'autres
maladies pulmonaires chroniques plus tard dans la vie®%131132 par exemple, I'impact des
bronchiolites a VRS survenue chez des enfants de moins d’un an sur la fonction respiratoire a

été étudié sur une cohorte prospective et il a été observé une augmentation significative des

cas d’asthme dans le groupe VRS a tous les dges du suivi (1, 3, 7 et 13 ans)33-136,

2.5 Traitements

Traitements symptomatiques

Devant le manque de traitements spécifiques curatifs, un patient ne présentant aucun facteur
de risque recevra un traitement essentiellement symptomatique avec une désobstruction
nasopharyngée. La kinésithérapie respiratoire n’est a ce jour plus recommandée®?’. Si besoin,
un recours a I'oxygénation et aux bronchodilatateurs est possible (patient présentant une
désaturation inférieure a 94%). Dans les cas de signes de lutte importants ou de forts

encombrements, il est possible d’avoir recours a une alimentation entérale (AE)34.

Traitement spécifique

A ce jour, aucun traitement curatif n'est recommandé contre le VRS en France chez le
nourrisson.

Le premier antiviral approuvé pour le traitement des infections a VRS a été la ribavirine
(inhibiteur de la réplication virale). Initialement utilisé dans le traitement contre I’hépatite C,
les effets de la ribavirine lors d’infection a VRS ont été évalués mais devant la faible efficacité
clinique et face a l'apparition de plusieurs effets indésirables (anémie hémolytique,
insuffisance rénale, nausées et vomissements), son utilisation n’est pas recommandée en
routine®3®13%, Toutefois, en I'absence d’alternative, la ribavirine peut étre utilisée chez les
personnes immunodéprimés®’,

Actuellement, plusieurs antiviraux sont en cours de développement, avec comme cibles

principales I'entrée cellulaire et la synthese des ARNv. Parmi eux, le GS-5806 (inhibiteur de la
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fusion membranaire)!*°, le MDT-637 (inhibiteur de fusion dirigé contre la protéine F)4!, le
ALS-8112 et le ALS-8176 (inhibiteurs de la synthése de I'ARN)#243, ont montré des résultats
prometteurs. Ces molécules pourraient permettre de diminuer rapidement la sévérité de la
maladie et les durées d’hospitalisation mais doivent faire I'objet d’évaluation plus approfondie

pour s’assurer de leur efficacité et de leur non-toxicité.

2.6 Prévention

Mesures barriéres

La mise en place de mesures d’hygiene basique et de mesures barriéres simples sont le
principal moyen pour limiter la transmission du VRS et de globalement tous les virus
respiratoires notamment en période d’épidémie’?8,

Parmi ces mesures on retrouve principalement le port d’'un masque chirurgical par le patient
infecté, le lavage fréquent des mains (savons et/ou solution de gel hydroalcoolique
notamment aprés un mouchage ou éternuement/toux) et la mise en place de distanciation
physique avec les personnes présentant des signes d’infection respiratoire. D’autres mesures
telles que le renouvellement régulier de I'air des piéces fréquentées, la décontamination des
surfaces et la limitation a I'exposition (distanciation avec la fratrie infectée ou éviter les lieux

publics et transport en commun) peuvent également étre appliquées!!®,

La vaccination

A I'heure actuelle, il n’existe pas de traitement efficace contre les infections a VRS, c’est
pourquoi le développement d’un vaccin est devenu une priorité pour 'OMS 144,

Dans les années 1960, un essai clinique sur un premier vaccin inactivé (« formalin-inactivated
virus vaccin ») a été testé sur des enfants et des nourrissons. Ce vaccin n'a pas permis de
prévenir l'infection par le VRS puisque 64,5 % des enfants vaccinés ont ensuite développé la
maladie. De plus, ce vaccin a également provoqué une augmentation de la gravité de la
maladie avec des atteintes respiratoires tres séveres, un taux d’hospitalisation de 80% et le
décés de 2 enfants!®.

Cet essai clinique a eu un impact trés négatif sur la poursuite du développement d’un vaccin
anti-VRS. Par ailleurs, la méconnaissance des mécanismes immuno-pathologiques ayant
conduit a 'augmentation des signes de gravité de la maladie n’étant pas encore totalement

comopris, il est difficile de progresser dans I’élaboration d’un vaccin anti-VRS inactivé!®,
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Actuellement, de nombreux essais sont en cours chez des enfants et chez des femmes
enceintes pour la mise au point d’un vaccin efficace contre le VRS notamment avec I'utilisation
de protéine recombinante F'*’. De plus, la récente pandémie de Covid-19 a mis en lumiére la
technologie des vaccins a ARN messager qui pourtant connue depuis une dizaine d’années
n'avait pas pu bénéficier des investissements nécessaires pour le développement de vaccins.
Le groupe Moderna a d’ailleurs annoncé des données intermédiaires positives d'un essai de

phase 1 d'un vaccin contre le VRS (NCT04528719)%8,

Immunoprophylaxie passive

L'immunisation passive est donc le principal mode de prévention contre le VRS dans la
population pédiatrique a ce jour. De plus, il existe actuellement un anticorps monoclonal
humanisé dirigé contre un épitope de la protéine F, le palivizumab qui réduit le risque
d’hospitalisation de 50%'%°. En France, il est indiqué pour la prévention des IRA dues au VRS
chez les enfants a haut risque de bronchiolite grave c’est-a-dire pour les enfants nés
prématurément, de moins de 6 mois au début de I'épidémie, et pour les enfants ayant des
comorbidités cardio-respiratoire!'8. En octobre 2022, une autorisation de [|’Agence
Européenne du médicament a été obtenue pour un nouvel anticorps monoclonal: le
nirsevimab. Une analyse groupée de deux essais a montré qu’apres une injection intra-
musculaire chez les enfants nés avant ou pendant la saison épidémique de circulation du VRS,
le taux d’hospitalisation pour infections des voies respiratoires inférieures causées par le VRS

diminuait de 77,3%°.

3 Laréponse immunitaire anti-VRS

La plupart des informations concernant la réponse immunitaire anti-VRS proviennent de
modéles murins et d'études in vitro. Bien qu'elles soient importantes pour la formulation
d'hypothéses, ces méthodologies peuvent ne pas refléter de maniére exacte la réponse
immunitaire au cours de l'infection chez I'hnomme. Dans la suite de ce chapitre, nous nous
concentrerons surtout sur les connaissances concernant la réponse immunitaire anti-VRS chez
I’'homme, notamment chez le nourrisson. La réponse immunitaire contre le VRS peut étre a la
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fois protectrice et pathogene. En effet, le VRS est peu cytopathogene!~! mais il induit de fortes

réactions immunitaires parfois associées a des manifestations d'immunopathologie>%*>3,
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3.1 Immunité Innée

Avant méme que I'immunité innée se mettent en place, il existe des niveaux de défenses
anatomiques (la peau et la surface des muqueuses) et physiologiques (I’hyperthermie puisque
la température optimale de multiplication des virus respiratoires est comprise entre 33 et
35°C)%S.

Le surfactant pulmonaire est la premiére ligne de défense innée des poumons. |l est constitué
de phospholipides (principalement la |écithine et la sphingomyéline) et de plusieurs protéines
de surfactant. Le liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) des nourrissons ventilés infectés
par le VRS montre une diminution des concentrations de protéines A, B et D du surfactant. In
vitro, il a été démontré que la protéine A du surfactant neutralise le VRS en se liant a la
protéine F1>4,

L'initiation de la réponse immunitaire innée repose sur la reconnaissance de motifs
moléculaires associés aux pathogenes (Pathogen-Associated Molecular Patterns ou PAMPs)
par des récepteurs spécifiques : Pattern Recognition Receptor (PRR). Il existe 2 catégories de
PRR qui se distinguent par leur localisation cellulaire. Les PRR situés a la surface de membranes
cellulaires et endosomales reconnaissent les PAMP extracellulaires. Ces PRR sont surtout
exprimés dans les cellules immunitaires telles que les macrophages et les cellules dendritiques
et incluent les TLR et les CLR (C-type lectin Receptors). La deuxiéme catégorie est constituée
de PRR intracellulaires localisés dans le cytoplasme et/ou le noyau de pratiquement toutes les
cellules. Ces PRR servent de capteurs pour détecter la présence de pathogéenes viraux dés
I'invasion cellulaire. Parmi eux, on trouve notamment RIG-1 (retinoic acid—inducible gene ) et
MDAS (melanoma différenciation-associated protein 5) impliqués dans la défense précoce de
I’héte a I'infection par le VRS>>1%3,

Apres cette phase de reconnaissance des PAMP viraux, les PRR vont induire une cascade de
signalisation via différents intermédiaires moléculaires tels que la protéine MAVS
(mitochondrial antiviral signaling) ou différents facteurs de transcription. Cette cascade de
signalisation va permettre par la suite la production de différentes protéines telles que les IFN
de type 1 (IFN-1), les cytokines et les chimiokines pro-inflammatoires. Ces différentes
molécules vont a leur tour induire des signaux.

Les IFN de type 1 apreés fixation a leurs récepteurs sur les cellules infectées ou avoisinantes,
vont induire I'expression de nombreux genes ISG (interferon stimulated genes) via le complexe

de transcription ISG factor 3 (ISGF3, IFN-stimulated gene factor 3). Ces ISG peuvent étre
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impliqués dans l'inhibition de la traduction des ARNm viraux, coder pour des protéines
antivirales ou des facteurs de restriction capables notamment de limiter la réplication virale
ou la libération des virions>>*5>,

En réponse a la libération de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires induite par
I'infection, des cellules immunitaires sont recrutées, principalement des lymphocytes Natural
Killer (NK), des cellules phagocytaires (neutrophiles et macrophages), des cellules dendritiques
et des éosinophiles>4.

Chez les nouveau-nés, la réponse immunitaire innée est généralement retardée et/ou
atténuéel®3. Certaines études ont notamment mis en évidence qu’une altération de la
production de cytokines>®1>7 des polymorphismes sur certains génes tels que TLR4>%15% oy
une surexpression des génes de I'immunité innée'® peuvent étre associés aux formes sévéres

de bronchiolites a VRS.

3.2 Limmunité adaptative

Dans l'infection par le VRS, la réponse humorale permet une immunité protectrice grace a la
stimulation des lymphocytes B et la production d’anticorps neutralisants ciblant les protéines
F et G a la surface du virus. Cette production d'anticorps sériques a également lieu chez les
jeunes enfants, bien que les titres d'anticorps produits chez les nourrissons soient faibles par
rapport aux enfants plus dgés et aux adultes*>*.

La réponse cellulaire quant a elle, favorise I"élimination du virus via le recrutement de
lymphocytes T cytotoxiques CD8 + et de lymphocytes T helper (Th) CD4+'>%. Les lymphocytes
de type Thl permettent notamment l'activation des macrophages qui contribuent a
I'élimination des pathogénes intracellulaires tandis que la réponse Th2 est impliquée dans les
réponses contre les pathogenes extracellulaires mais également associée a |'atopie avec une
hyperéosinophilie, une hypersécrétion de mucus et une hyperactivité bronchique®. Ces 2
réponses s’inhibent mutuellement'®2, Chez les nourrissons, le systétme immunitaire est
immature et I'équilibre entre la réponse Th1 et Th2 est biaisé. Lors de I'infection par le VRS,
une réponse de type Th2 est observée au détriment d’'une réponse antivirale de type Thi,
avec un ratio plus élevé de cytokines Th2/Thl chez les nourrissons atteints de forme
grave®21l Ce mécanisme immunopathologique a été mis en évidence sur la base des
résultats des premiers essais vaccinaux dans les années 1960, ou les enfants décédés

présentaient des infiltrats inflammatoires riches en polynucléaires éosinophiles!*. Legg et al.,
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ont examiné la réponse immunitaire de nourrissons infectés par le VRS en analysant les

niveaux de cytokines dans des prélévements nasaux et sanguins'®?,

Une production
importante d’IL-4 (cytokine de la réponse Th2) a été associée a des signes d’obstruction
bronchique et aux formes séveres de la maladie sans différence dans la charge virale initiale.
Ces données suggérent fortement un excés de réponses immunitaires de type 2 et/ou une

déficience de type 1 dans la pathogenese de la bronchiolite a VRS chez le nourrisson.

En résumé, la réponse immunitaire innée des nourrissons est faible et incompléte ce qui induit
une réponse immunitaire adaptative biaisée avec une forte réponse Th2 et une faible réponse
Thl. A noter que d’autres études ont mis en évidence une corrélation entre la charge virale et
la sévérité des symptdémes'®3. La question du rdle respectif du virus et de la réponse

immunitaire dans la sévérité des symptomes reste donc ouverte.

3.3 Primo-infection et réinfection chez les nourrissons

Il est important de noter que des différences dans I'état immunitaire peuvent moduler les
réponses moléculaires et cellulaires pendant l'infection par le VRS. Il existe des différences
entre une primo-infection chez un nourrisson naif et une réinfection chez un enfant plus
Agéles,

Lors d’une primo-infection, les nouveaux nés sont souvent plus sensibles aux infections par
rapport aux enfants plus agés, leur réponse immunitaire innée étant faible (faibles taux de
cytokines, signalisation TLR immature, altération des fonctions présentatrices d’antigenes et
diminution d’activation des lymphocytes T)>'4 De plus, la composition cellulaire du
poumon néonatal favorise naturellement le développement d’une réponse immunitaire de
type Th2 associée a une hyperéosinophilie, une augmentation de sécrétion du mucus et une
hyperréactivité bronchique. La réponse immunitaire adaptative est donc biaisée chez les
nourrissons induisant des formes plus sévére de la maladie!®®. La réponse inflammatoire
initiée par l'infection a VRS contribue a I'immunopathologie puisque les polynucléaires et les
chemokines pro-inflammatoires recrutés dans les bronches entrainent la destruction directe
des cellules infectées en endommageant aussi les tissus environnants>2.

L'infection naturelle n’induit pas de protection. En effet, les réinfections par le VRS sont

fréquentes, avec toutefois des signes cliniques atténués66:167,
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4 Sévérité de la maladie

La sévérité de I'infection par le VRS chez le nourrisson résulte d’une intense réplication virale,
d’une importante inflammation pulmonaire et d’une altération de l'intégrité du parenchyme
pulmonaire aboutissant a I'obstruction des conduits aériens. En effet, lors de la bronchiolite a
VRS, il est constaté une destruction des cellules épithéliales ciliées, des infiltrats péri-
bronchiques de lymphocytes et macrophages, une inflammation des sous muqueuses ainsi

qu’une sécrétion excessive de mucus!i&1>3,

4.1 Facteurs favorisant la survenue de bronchiolite

Lors d’une premiere infection, entre 70 et 80% des enfants infectés ne développeront qu’une
simple rhino-pharyngite tandis que les 20 a 30% restants développeront une bronchiolite de
forme plus ou moins sévére'?4, Cette différence de réaction face au virus peut étre expliquée
par différents facteurs favorisants pour certains encore discutés. Ces facteurs sont résumés

dans le Tableau 3.

Tableau 3 Facteurs favorisant la survenue et/ou la sévérité de la bronchiolite

Prématurité < 36 semaines

Age <2 ans

Faible poids a la naissance <2,5 kg
Naissance entre septembre et janvier
Sexe masculin

Composition du microbiome respiratoire
Facteurs individuels

Absence d'allaitement

Maladie pulmonaire chronique
Cardiopathie congénitale
Prédisposition génétique
Immunodépression

Condition socio-économique

Fréquence d'exposition au virus

] (Vie en collectivité, Mode de garde, Fratrie)
Facteurs environnementaux

Exposition a des toxiques

(Tabagisme passif, Pollution)

A noter que dans le tableur les facteurs en gras sont associés a la survenue et a la sévérité de la
bronchiolite et les facteurs en italique sont associés uniquement a la survenue de la bronchiolite.
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L'age est le principal facteur de risque. Les nourrissons de moins d’un an sont plus a risque
d’une forme sévére de la maladie!?*. En effet le faible diameétre des voies respiratoires des
nourrissons favorise I'obstruction des voies aériennes lors de I'infection®1°°. De plus, il a été
observé que les taux d’hospitalisation dus aux bronchiolites a VRS sont les plus hauts entre 1
et 3 mois aprés la naissance, ce qui correspondrait a I’dge ol la concentration d’anticorps
maternels serait en baisse'®®. Pour finir, comme décrit auparavant, la réponse immunitaire
innée des nourrissons est faible>>%4, et leur réponse immunitaire adaptative est biaisée®>,
Le faible poids a la naissance (< 2,5 kg) est aussi un facteur qui peut s’avérer important3°, Une
méta-analyse a mis en évidence que le fait d’avoir un faible poids a la naissance constituait un
facteur de risque d’hospitalisation chez les enfants de moins de cinq ans (Odd Ratio (OR) a
1,91)%°.

Des études ont également révélé que la période de naissance pouvait avoir un impact sur le
risque de développer des formes séveres et d’étre hospitalisé. En effet, les enfants nés entre
septembre et janvier seraient plus a risque en raison de leur jeune age (<3 mois) en début de
saison hivernale du VRS¢%:170,

Tout comme dans d’autres infections respiratoires virales, certaines études ont indiqué que
le sexe masculin est associé a des formes plus sévéres d’infections!’?,

La prématurité (<36 semaines d’aménorrhée), l'absence d’allaitement maternel, la
malnutrition, la présence de maladie pulmonaire chronique, d’une cardiopathie congénitale,
d’un déficitimmunitaire (VIH ou prédisposition génétique), d’un polyhandicap sont également
des facteurs de risque de développer une forme sévére de la maladie39118172,

Parmi les facteurs favorisant la survenue de bronchiolite, on trouve comme pour la plupart
des infections respiratoires, le contexte social ou économique défavorable et le niveau
socioéducatif de la famille30:118,

La composition du microbiome respiratoire peut également étre un facteur favorisant la
survenue de bronchiolite et de forme grave de la maladie (détaillé dans la section 3.6 et 4.4
du chapitre 3).

Enfin, certains facteurs liés a I'environnement de I'enfant peuvent étre lié a la survenue ou a
la sévérité de la bronchiolite tel que le tabagisme passif, la garde en collectivité, une fratrie
nombreuse ou encore une virulence plus importante de I'épidémie3%172,

Cependant, il est important de noter que certains enfants développent des formes sévéres de

la maladie bien gu’ils ne présentent aucun des facteurs de risque détaillés ci-dessus. Des
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études sur I'association entre des mutations de genes de I'immunité (détaillés dans la section
4.4.1 de ce chapitre) et des cas de bronchiolites séveres ont été faites et ont mis en évidence
I'importance de la réponse immunitaire innée sur la survenue de bronchiolite et

I’augmentation de la sévérité de la maladie!’3174,

4.2 Criteres d’hospitalisation des bronchiolites

La décision d’hospitaliser repose en grande partie sur le jugement de |’état clinique et
respiratoire du nourrisson. Lorsque que la décision d’une éventuelle hospitalisation doit étre
prise, les médecins prennent en compte le fait que la maladie a tendance a s’aggraver au cours
des 72 premiéres heures, ce qui nécessite de bien prendre en compte les facteurs de risque
ainsi que le contexte familial avant de renvoyer chez lui un patient!’>.

Plusieurs critéres sont observés afin d’évaluer la gravité de la maladie et d’orienter la prise en

charge du nourrisson!8, parmi lesquels :

L'altération de I'état général (comportement anormal, hypotonie, geignement)

- Lafréquence respiratoire (FR) > 60 cycles/minutes et la fréquence cardiaque

- Lutilisation des muscles accessoires (signes de lutte)

- Lasurvenue d’apnée ou présence d’une cyanose

- La prise alimentaire (évaluation par rapport aux apports habituels)

- La saturation pulsée en oxygene (SpO2) mesurée par oxymetre de pouls en air

ambiant.

Cependant, le jeune age des nourrissons, I’évolution instable des infections a VRS, et
I'incapacité a prévoir si une assistance respiratoire ou alimentaire sera nécessaire, menent
souvent a une hospitalisation pour surveillance chez les nourrissons les plus jeunes, méme en

I'absence de symptomes inquiétants.
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4.3 Classification des patients et score de gravité
De nombreux scores ont été proposés dans la littérature pour évaluer la gravité des infections

176 et de la bronchiolite!’’. Ces scores de sévérité peuvent étre utiles

des voies respiratoires
pour les praticiens de soins de santé pour reconnaitre cliniquement I'infection mais aussi pour
évaluer la sévérité des symptomes et ainsi améliorer la prise en charge des patients au cas par
cas. Il n’existe pas a I’heure actuelle de gold standard international pour scorer la gravité de
la bronchiolite!’®. En effet, I'hétérogénéité des populations étudiées et la différence de
composition des scores rendent difficile le choix d’'un score « standard » et valide dans sa

totalité. Les recommandations concernant la classification des patients selon les criteres de

gravité sont différentes entre les pays!'®78,

Une synthese (non exhaustive) des scores de gravité les plus utilisés pour la classification des
patients atteints de VRS est présenté dans le tableau 4. Globalement, ces scores sont basés
sur I'observation de 2 a 9 criteres, parmi lesquels étaient souvent retrouvés I'utilisation des
muscles accessoires, la présence de tirage intercostal, la présence de sibilants, la FR et la SpO..
Les scores « Respiratory Distress Assessment Index » RDAI'’?, les score de Tal*®0 et celui de

Wang®®! sont les trois les plus souvent utilisés!!®,

Dans de nombreuses études, aucun score n’est utilisé et la gravité est définie en fonction de
certains criteres déja utilisés dans les scores précédemment cités tels que la fréquence
respiratoire, la présence de sibilants ou tirage, la saturation en oxygéne ou I’état général182183
ou encore de différents parametres isolés tels que la durée de I’hospitalisation, la durée des
symptémes, de I'admission aux soins intensifs, du recours a une assistance respiratoire
(oxygénothérapie, ventilation mécanique)®18, Cependant, ces paramétres sont variables
selon les pratiques cliniques et les pays, leur fiabilité pour déterminer la sévérité de I'infection

a VRS est donc limitée.
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Tableau 4 Synthése des scores de gravité les plus utilisés pour la classification des patients atteints de VRS

Adapté de Rodriguez-Martinez et al,. 2018%°,

. e Score . . Global
Critéres utilisés pour le L 179 | Scorede | Score clinique | Score de Wang 189 Score - Score HAS
clinique | RDAI 181 g 2187 ire 2188 RACS 190 Respiratory 118
calcul du score 180 Wang Tal modifié modifié OoMS - 191 | 2019
Tal Severity Score
Utilisation des muscles
. X X X X

accessoires
Sibilants (Wheezing) X X X X X X X X
Fréguence respiratoire X X X X X X X X
Fréquence cardiaque X X
Cyanose X X
Etat Général X X X
Tirage X X X X X X
Saturation en oxygene X X X X X
Age X
Léthargie X
Rales/Rhonchi X
VRS positif en PCR X
Toux X
Incapacité a manger X X
Malaise X

Abréviations: RDAI: Respiratory Distress Assessment Index; RACS: Respiratory Assessment Clinical Score; HAS: Haute Autorité de Santé ; WHO: World Health Organization.
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4.4 Biomarqueurs associés a la sévérité des infections a VRS

4.4.1 Polymorphismes génétiques associés a la sévérité
Des polymorphismes génétiques humains ont été identifiés dans plusieurs genes comme
étant associés a une prédisposition a une maladie grave liée a I'infection par le VRS*>6, Des
associations significatives de variations génétiques avec la gravité du VRS ont

principalement été signalées dans :

les génes impliqués dans la réponse immunitaire Th1,

- les cytokines associées au recrutement des neutrophiles,

- d'autres cytokines pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires,
- les protéines tensioactives,

- les récepteurs du VRS sur |'épithélium respiratoire,

- les récepteurs cannabinoides,

- les récepteurs de la vitamine D.

Une liste non exhaustive des polymorphismes spécifiques de chaque géne est présentée

dans le tableau ci-dessous (Tableau 5).

Tableau 5 Liste des polymorphismes génétiques associés a une prédisposition a une

maladie grave lié a I'infection par le VRS chez I’enfant

Adapté de Tahamtan et al,.2019% et Oner et al,.2020%,

Catégorie de génes Génes Mutations Publications
CCR5 -2459A/G & -2554G/T 192
s -28C/G & -403G/A 193
Chimiokines RANTES ™
-403G/A 9
CX3CR1 T280M 195
-589C/T 196

IL-4
-590T/C 197
IL-4Ra Q551R & 150V 197,198
R130Q 199

Cytoki IL-13
ytokines 11127/C 200
IL-6 -174G/C 201
-25 1A/T 202-204

IL-8
-251A/T & -781C/T 205,206
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Catégorie de génes Geénes Mutations Publications
-1117A/G 207
-1082G/A 201
IL-10
_592C/A 208,209
-1082G/A & -819C/T & -592C/A 210
IL-18 133G/C 211
IFN-y +874T/A 201
] IFNL4 G/TT 212
Cytokines
IL-9 C361T 213
ILIRL1 A/G 214
TNF-a -308G/A 201,208
TGFB1 rs1800471 201
ICAM-1 K469E 215
VCAM-1 -833C/T 215
E-Selectin S128R & H468Y 215
TLR4 D299G & T399I 158,216-218
-550C/T 219
CD14 _159C/T 220,221
TLR3 L412F
Récepteurs PRR 222
TLR5 rs5744174 223
TLR7 rs179008 224,225
A-2622G 226
TLR9
A-2871G 227
A223K 228
SP-A2 o —
Protéines du 230
SP-B -39G/T & T131l
surfactant
SP-C N138T & N186S 231
SP-D M11T & T160A 232,233
Récepteurs opioides OPRM1 A118G 234
et cannabinoides CNR2 Q63R 235
T1iM 209,236,237
Recepteurs de VDR T1M & T1216C 238
Vitamine D
T162C 239
JUN -750G/A 236
IFNA5 -45C/T 236
NOS2 -2757G/A 236
MX1 V379l 240
Autres génes MMP3 A790G 241
cc10 A38G 22
TIMP1 rs4898 21
DPB rs7041 243
FCER1A -66C/T 236
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Abréviations : CCR5 : C-C chemokine receptor type 5 ;RANTES : Regulated on Activation, Normal T Expressed
and Secreted ; CX3CR1 : C-X-C motif chemokine receptor 1; IL: interleukine ; IL-R : Interleukine Receptor ;
IFN : interferon ; IFNL4 : Interferon Lambda 4 ; IL1RL1 : Interleukin 1 Receptor Like 1 ; TNF : Tumor Necrosis
Factor ; TGFB1 : Transforming Growth Factor Beta 1; ICAM : Intercellular Adhesion Molecule ; VCAM-1 :
Vascular cell adhesion protein 1 ; TLR : Toll-Like-Receptor ; CD14 : cluster of differentiation 14 ; SP-A2/B/C/D :
Surfactant Protein A2/B/C/D ; OPRM1 : Opioid Receptor Mu 1 ; CNR2 : Cannabinoid Receptor 2 ; VDR : Vitamin
D Receptor ; IFNAS : Interferon Alpha 5; NOS2 : Nitric Oxide Synthase 2 ; MX1 : MX Dynamin Like GTPase 1 ;
MMP3 : Matrix Metallopeptidase 3; CC10: Clara cell 10-kDa protein; TIMP: Tissue Inhibitor of

Metalloproteinase ; FCER1A : Fc Fragment Of IgE Receptor la.

4.4.2 Réponse transcriptomique associée a la sévérité

Chez les nourrissons atteints de bronchiolite sévére, il a été observé une surexpression des
génes associés a la fonction neutrophile et aux réponses inflammatoires et une sous-
expression des geénes associés aux lymphocytes B et T et aux cellules NK*1>5244 De
nombreuses cytokines, chimiokines et autres molécules immunitaires impliquées dans la
réponse immunitaire a l'infection par le VRS ont été associées a des effets protecteurs ou
délétéres, en fonction de la sévérité de la maladie chez les patients étudiés. Une limite pour
la comparaison de ces études est I'absence de recommandations standardisées concernant
I’évaluation de la sévérité comme mentionné précédemment (paragraphe 4.3).

Une liste non exhaustive des cytokines, chimiokines et autres molécules immunitaires
associées a la sévérité de la maladie a VRS dans des échantillons respiratoires sont

énumérées dans le tableau (Tableau 6).
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Tableau 6 Liste non exhaustive des cytokines, chimiokines et autres molécules immunitaires
associées a la sévérité de la maladie a VRS dans des échantillons respiratoires provenant

d'enfants de moins de 5 ans

Adapté de Russel et al,. 2017%>%, Oner et al,. 2020% et Rajagopala et al,.20212*,

Catégorie de Corrélation positive (+) ou

Molécules Genes négative (-) avec la sévérité Publications
(+) 245
MCP-1 (CCL-2) () 246
( na) 157,247
Chimiokines (+) 245
MIP-1a (CCL-3) 0 o
(+) 245,248
MIP-18 (CCL-4) 0 YTEYTEYY
(+) 246
RANTES (CCL5) () 249
(na) 245,250
Chimiokines CCL-8 (-) 244
IP-10 (CXCL-10) () 244,246
Eotaxine (CCL-11, CCL-24, ‘) -

CCL-26)
(+) 246
IFN-y (-) 157,247,249,251,252
(na) 253,254
(+) 245
TNF-at () 246
(na) 157,247,250,254,255
Cytokines stb25 () e
Y IL-1a (-) 246
IL-1R-a (+) 245
(+) 245,256
IL-18 () 246,255
(na) 157,247,254,257
(+) 245
IL-2

(na) 246,247,254,257,258
(_) 246
IL-4 (na) 247,253,257
(+) 245,248,256,259
Cytokines IL-6 () 247
(na) 157,250,257
IL-7 (+) 245
IL-8 (+) 245,253,256

63




Catégorie de

Corrélation positive (+) ou

P Génes .. f s Publications
Molécules négative (-) avec la sévérité
(-) 246,247
IL-8 (na) 254,257
IL-9 (na) 246
(+) 250
IL-10 (-) 27
(na) 157,251,257
IL-12 (+) 246
Cytokines IL-13 (na) 246
IL-17A (-) 255
IL-18 (+) 246
IL-23 (-) 25
IL-33 (na) 246
STRAIL (na) 260
(+) 250
sICAM-1 ) 250,261,262
Subtances P PPTA (-) 252
IFN-A (_) 263,264
(+) 245
IFN-a
(na) 265
G-CSF (_) 259,266
EGF-R (+) 245
FGF-8 (-) 157
HGF (+) 245
PDGF-86 () 157
Autres
IFIT1
IFIT2
IFIT3
IFI6 ‘0 -
IFITM1
IFITM3
MX1
ACOD1
RANTES / IL-10 (+) 267
IL-8/RANTES + 267
Ratio de cytokines /! ) Y
TNF-R1/RANTES (+)
IL-6/TNF-a (-) 268

Abréviations : (-) association negative/délétére ; (+) association positive/protectrice ; (na) pas d'association
trouvée. MCP-1 : Monocyte Chemoattractant Protein 1 ; MIP : Macrophage Inflammatory Protein ; CCL : C-C
motif chemokine ligand ; RANTES : Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted ; IP : Interferon
gamma-induced Protein ; CXCL: C-X-C Motif Chemokine Ligand; IFN : Interferon; TNF: Tumor Necrosis

Factor ; CD : cluster of differentiation ; IL : Interleukine ; IL-R : Interleukine Receptor ; TRAIL : Tumor-necrosis-
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factor Related Apoptosis Inducing Ligand ; ICAM : Intercellular Adhesion Molecule ; PPTA : pré-pro-tachykinine
A; G-CSF: Granulocyte Colony-Stimulating Factor; EGF-R: Epidermal Growth Factor Receptor; FGF-f:
fibroblast growth factor; HGF : Hepatocyte growth factor ; PDGF : Platelet derived growth factor; IFIT:
Interferon Induced Protein With Tetratricopeptide Repeats ; IFI6 : Interferon Alpha Inducible Protein ; IFITM :
Interferon-induced transmembrane proteins; MX1: MX Dynamin Like GTPase 1; ACOD1: Aconitate

Decarboxylase 1.

Bien qu'un large éventail de biomarqueurs ait été associé a la sévérité de I'infection a VRS,
des biomarqueurs robustes et validés font défaut. En effet, certaines études obtiennent des
données contradictoires, ce qui peut étre expliqué par : la petite taille des cohortes ou du
nombre d’échantillons analysés ; la difficulté pour obtenir des groupes homogénes sur tous
les facteurs de risque (dont I'dge gestationnel, le poids a la naissance, le tabagisme
maternel, les fréres et sceurs et la garde de jour ; et la grande variabilité inter-études de la
définition de la maladie grave due au VRS.

Des études de plus grande envergure sont nécessaires pour s’assurer de I’exactitude des
différents résultats et ainsi valider des biomarqueurs. Des recherches supplémentaires
incluant les interactions avec le microbiome sont prometteuses pour mettre en évidence

de nouveaux biomarqueurs.
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Chapitre 3 : Microbiome respiratoire

La majorité des études portant sur le microbiome se sont concentrées sur l'intestin en
raison de la biomasse importante présente et de la facilité de prélévement. Le microbiome
respiratoire a été largement moins étudié que celui des autres sites du corps humain, le
poumon étant méme considéré comme stérile jusqu’en 20102,

La récente pandémie COVID-19 a favorisé les efforts visant a mieux comprendre
I'organisation du microbiome respiratoire et son évolution de la naissance a |'age adulte,
ainsi que son interaction avec les agents pathogenes externes et le systeme immunitaire de
I'h6te?’%. De nouvelles données dans la littérature scientifique actuelle montrent que la
composition du microbiome respiratoire différe selon les conditions de santé du patient et
peut contribuer aux processus physiopathologiques associés aux maladies des voies
respiratoires®’°.

Dans ce chapitre, nous aborderons la connaissance actuelle sur le microbiome respiratoire
et sa composition chez I'enfant, ainsi que I'impact du microbiome respiratoire sur la

survenue et la sévérité des IRA.

1 Généralités

Le terme de « microbiome » est relativement récent puisqu’il a été proposé en 2001 par le
prix Nobel Joshua Lederberg pour désigner I'ensemble des micro-organismes commensaux,
symbiotiques, et/ou pathogénes qui vivent a l'intérieur du corps humain (peau, bouche,
intestin, etc.)?’L. Par la suite, les relations entre le microbiome et le corps humain ont fait
I'objet de différentes études plus approfondies notamment dans le but de déterminer le
réle potentiel du microbiote dans la santé et la maladie?’%?72, A noter que I'emploi des
termes de « microbiote » et de « microbiome » reste parfois controversé dans la littérature.
La terminaison « biote » (microbiote) est souvent utilisée pour désigner I'ensemble des
microorganismes résidant dans un site donné, tandis que la terminaison « biome » peut
avoir 2 définitions, 'une d’un point de vue écologique et I'autre d’un point de vue

génomique. En effet, le terme de microbiome peut étre utilisé pour désigner le microbiote
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et son environnement (cellules humaines, protéines et métabolites de I’environnement),
c’est le point de vue écologique. D’un point de vue génomique, le microbiome (bactériome,
virome, mycobiome) désigne I'ensemble des génomes des microorganismes (bactéries,
virus, phages et champignons) composant la communauté microbienne d’un site donné. Les
termes « microbiote » et « microbiome » sont méme confondus dans certaines
publications. Ici, nous utiliserons le terme microbiome pour désigner le microbiote et son

environnement.

En 2008, les projets américain « Human microbiome project » (HMP)?”3 et européen «
Metagenomics of the Human Intestinal Tract » (MetaHIT)?’* ont été lancés afin d’identifier
et caractériser la composition du microbiome de différents sites du corps humain (tube
digestif, voies nasales, cavité buccale, peau et voies urogénitales). Initialement, I'étude du
microbiome pulmonaire n’était pas prévue car contrairement au tractus digestif
historiquement identifié comme porteur d’une véritable flore bactérienne, le tractus
respiratoire bas a longtemps été considéré comme stérile chez les individus sains. Grace au
développement des techniques de séquencage a haut-débit, le mythe selon lequel le
poumon serait stérile a pu étre brisé, élargissant ainsi le champ de recherche autour du
microbiome humain. Deux études publiées en 2010 et 2011 ont mis en évidence la présence
de bactéries dans le tractus respiratoire bas (biopsies bronchiques et LBA) chez des patients
atteints de pathologies respiratoires (BPCO et asthme) et des sujets sains 26%27>, Le risque
de contamination des échantillons par le microbiome du tractus respiratoire haut lors du
passage du bronchoscope ayant été écarté dans ces études, le poumon a été reconnu
comme une niche écologique a part entiére, portant sa propre communauté microbienne.
En 2020, prés de 21 361 publications correspondent au mot-clé “microbiome” sur la banque
de donnée PubMed. Cependant, on note que seule une petite part se concentre sur I'étude
du microbiome respiratoire (739 publications seulement). De plus, la plupart des

publications porte sur les perturbations liées a des maladies respiratoires chroniques (tels
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gue l'asthme, la mucoviscidose et la BPCO) et peu d’étude se concentre sur le réle et les
perturbations du microbiome lors d’une infection virale.

Actuellement, les principales recherches sur le microbiome respiratoire portent sur la
maniére dont le microbiome respiratoire sain est établi ainsi que sur les facteurs qui vont
interférer ou modifier son développement. Le role que le microbiome respiratoire joue dans

le développement et le maintien de la santé respiratoire humaine reste encore a établir.

2 Meéthodes d’étude du microbiome respiratoire

Les techniques de diagnostic de routine ciblent un nombre limité de micro-organismes
pathogenes et sont peu adaptées a une approche globale visant a décrire 'ensemble des
micro-organismes présents au sein des voies respiratoires et leur évolution?’®. C’est
pourquoi les approches de métagénomiques sont essentielles pour caractériser I'ensemble
des micro-organismes présents dans un échantillon?’®. En effet, le séquencage de
I’ensemble du génome de nombreux agents pathogénes présents dans un prélevement est
possible en une seule réaction. Une fois les séquences générées, il est possible de comparer
ces séquences avec des bases de données publiques de séquences microbiennes et ainsi de

détecter la présence de pathogenes dans un échantillon clinique sans a priori.

2.1 Metabarcoding

Le metabarcoding consiste a I'amplification puis au séquencage d’une région ciblée du
génome. Un exemple d'approche ciblée est le séquencage du géne codant pour I’ARNr 168,
géne bactérien universel décrit comme un marqueur permettant de classer
taxonomiquement les espéces?’®2’7, D’une longueur d’environ 1,5 kb, le géne codant pour
I’ARNr 16S est composé de 9 régions hypervariables (V1 a V9) et 10 régions hautement
conservées (C1 a C10). Les régions constantes servent pour la production d’amorces
permettant I'amplification des régions variables sur lesquelles reposent la classification

taxonomique?’® (Figure 5).
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Figure 5 Schéma montrant les similarités des séquences d’ARNr 16S entre plusieurs
bactéries

Figure extraite du site Introduction a la métagénomique?’.

Le graphique montre le pourcentage de similarité entre différentes séquences d’ARNr 16S de
plusieurs bactéries. Les régions conservées avec le plus grand pourcentage d’identité entre les
séquences sont représentées en orange sous le graphique. Les régions variables avec un faible
pourcentage d’identité entre les séquences sont représentées en gris et numérotées de V1 a V9.

Sous le graphique figurent également les différents couples d'amorces utilisables.

De plus, les études se contredisent sur le choix de la région variables a séquencer,
indépendamment du type de microbiote?®%-283, Cependant toutes les études s’accordent a
dire que le choix de la région variable est important puisque I'utilisation d’amorces non
adaptées peut conduire a une surreprésentation ou a une sous-représentation d’une ou
plusieurs espéces de bactéries au sein d’'une communauté et donc a des conclusions
biologiques discutables.

Dans notre étude sur le microbiome respiratoire, nous avons séquencé les régions V1-V3
pour déterminer la diversité bactérienne de nos échantillons de la méme maniére que dans
une autre étude de notre laboratoire réalisée par Pichon et al,. 201728,

Les méthodes de métabarcoding sont extrémement sensibles aux contaminations et ne
permettent pas d’obtenir une quantification absolue du nombre de bactéries présentes
dans le prélevement. En effet, les bactéries présentent un nombre de copies variables de

leur opéron ribosomique (1 a 15 copies selon I'espéce), de ce fait la quantification de I’ARNr
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16S ne renseigne pas sur la quantité de bactéries présentes dans I’échantillon considéré et
ne peut donc pas étre utilisée comme méthode quantitative absolue?®.

Il existe des méthodes amplicons pour I'étude du mycobiome : ciblant soit la petite sous-
unité de I’ARNr 18S, la grande sous-unité de I’ARN 28S ou la région ITS (Internal Transcribed
Spacer). L'ITS est tout particulierement utilisé car il est plus diversifié et permet un meilleur
positionnement phylogénétique faisant de lui la référence pour le typage des especes en

mycologie?®®,

2.2 Meétagénomique

Le terme de métagénomique a été proposé en 1998 par Handelsman et désigne le
séquencage direct de I’ADN et/ou de I’ARN dans un milieu, permettant ainsi d’identifier les
génomes de tous les membres d’une communauté?®’. A I'inverse du metabarcoding, la
métagénomique consiste au séquencage de I'ensemble des génomes présents dans un
milieu/échantillon sans sélection de zone spécifique. Contrairement aux bactéries et aux
champignons, il n'existe pas de geéne universel présent chez tous les virus et permettant leur
classification®. Cette absence de séquence conservée constitue un défi important pour
détecter et identifier I'ensemble des virus présents dans un échantillon. De plus, la diversité
des virus (en termes de taille, de structure ou de génome) et I'existence de virome
extracellulaire et intracellulaire, rendent difficile I’élaboration d’un protocole unique
permettant d’étudier le virome dans sa globalité. Enfin, une autre difficulté est liée au fait
gue les virus possedent des génomes de petites tailles en comparaison a celui des bactéries
ou des cellules humaines. Les séquences virales représentent donc une partie infime par
rapport au total des séquences générées lors du séquencage complet d’un échantillon, c’est
pourquoi il est nécessaire d’adapter les protocoles en ajoutant une étape de purification
des particules virales ou d’enrichissement en particules virales®>276288 | 3 purification des
particules virales se fait via une ultracentrifugation qui permet I'élimination des
contaminants bactériens et des cellules humaines. Cette technique est cependant

compliquée a réaliser et est difficilement applicable pour un grand nombre d’échantillons,
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limitant son utilisation en routine hospitaliére. La technique la plus accessible et celle
utilisée pour Vibraflu est donc I’enrichissement viral en 3 étapes (centrifugation — filtration
— digestion par des nucléases). Malheureusement cette technique ne permet pas d’éliminer
totalement les bactéries et les cellules humaines. Dans les deux cas, ces étapes sont suivies
d’une amplification aléatoire afin de séquencer I'intégralité de I’ADN et/ou de I’ARN (aprés
transcription inverse en ADNc)>>276,

Bien que les protocoles de métagénomique globale soient considérés comme non biaisés,
chaque étape du protocole peut induire des biais. Par exemple, |'étape d’enrichissement
favorise I'extraction du virome extracellulaire ou encore I'étape d’amplification qui peut
favoriser I"amplification des virus avec un génome a ADN simple brin®°. Enfin, un autre
probleme qui freine I'implémentation de la métagénomique est la difficulté d’analyse
bioinformatique des résultats, avec jusqu’a 50% des séquences obtenues lors d’études de
virome qui ne possedent pas de similarité avec des séquences virales connues (matiere
noire virale). L’étude de cette matiére noire par des analyses bioinformatiques complexes
utilisant de I'assemblage de novo sera importante pour la suite, puisqu’elle permettra
d’identifier de nouveaux pathogénes ou micro-organismes tels que le crAssphage, le
bactériophage le plus abondant dans le virome entérique humain?88,

Grace au développement de protocole permettant le séquencage de I’ADN et de I’ARN en
méme temps, et aux diminutions des co(ts de séquencage, I'implémentation de protocole
de métagénomique virale dans les laboratoires de diagnostic est en cours, avec comme
principale application actuellement l'identification de pathogenes dans des infections

virales sévéres sans étiologies (diagnostique de recours)?®.

2.3 Limites des études du microbiome respiratoire
Plusieurs paramétres limitent encore I'utilisation du mNGS comme outils de diagnostic pour

les pathologies respiratoires.
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Echantillonnage

Un des premiers défis associés a I'étude du microbiome respiratoire est I'obtention
d’échantillons des voies respiratoires sans contaminant et contenant assez de matériel
génétique pour étre séquencé par la suite. En effet, la charge microbienne provenant des
voies respiratoires basses est faible en particulier chez les individus en bonne santé. Cette
faible biomasse limite I'obtention de génomes complets présents dans les échantillons, et
de ce fait peut empécher la bonne assignation taxonomique et I'interprétation des données
sur le microbiome?®%2°1, De plus, il existe un risque élevé de contamination croisée des
échantillons des voies respiratoires inférieures avec les communautés résidant dans les
voies respiratoires supérieures qui possédent une biomasse beaucoup plus élevée?’7:291 A
noter que quel que soit la méthode d’échantillonnage, il existe également un risque de
contamination lié a I’environnement, aux réactifs et aux manipulateurs. Le développement
de procédures d’échantillonnage standard ainsi que |'utilisation de contréles négatifs a
différents stades de I'échantillonnage et du workflow peuvent aider a identifier et a exclure
les séquences provenant de sources contaminantes??®. Enfin, concernant I’échantillonnage,
il est important de noter que la plupart des études étant principalement orientées sur la
composante bactérienne du microbiome, I’ADN était extrait sans chercher a préserver ou a
récupérer I'ARN2%8, Pourtant, une grande partie des virus respiratoires eucaryotes connus
sont des virus a ARN et des études récentes ont démontré qu'il existe aussi une forte
diversité de phages ARN?°2, Ainsi, afin d'obtenir une vue plus compléte du virome, il est
essentiel que les études sur le virome soient congues de telle sorte que les virus a ARN

soient préservés dans les échantillons.

Analyse bio-informatique

La métagénomique est un vrai défi pour la bio-informatique notamment a cause du volume
de données trés important produit lors d’'un séquencage. A titre d’exemple, une expérience
NGS sur un échantillon clinique peut générer plusieurs dizaines de millions de séquences

gu’il faut pouvoir comparer aux dizaines de milliers de séquences des bases de données. Ce
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volume de données important pose des problémes a toutes les étapes de I'analyse. Il faut
donc étre capable de concevoir, exploiter, maintenir et améliorer des méthodes d’analyses
bio-informatiques performantes permettant de traiter ces données. Il est donc nécessaire
d’avoir accés a une ingénierie logicielle, a des capacités matérielles de calcul ainsi qu’a une
expertise bio-informatique qui restent a I'heure actuelle un frein pour beaucoup

d’infrastructures hospitaliéres.

Temps de rendu des résultats

La question du temps de rendu des résultats se pose aussi. Aujourd’hui et en situation
optimale, il est possible de rendre un résultat d’analyse NGS en 12h a partir de la mise a
disposition de I'échantillon?®3. Dans certaines circonstances, ce temps bien que plus court
gue les méthodes de culture bactérienne, reste trop long comparé aux quelques heures
nécessaires a un rendu de résultat de PCR, notamment pour les besoins des unités de soins

intensifs ou lorsque le choix du traitement dépend du résultat.

Absence de protocole standard

Pour permettre la comparaison des données sur le microbiote, la normalisation de chaque
étape du processus de génération et d'analyse des données de séquencage est essentielle.
L'absence de protocole standard (stockage des échantillons, isolement de I'ADN et de I’ARN,
choix de la région variable de I'ARNr 16S a séquencer, mode de séquencage) et de pipeline
de bio-informatique et d'analyse des données limitent la possibilité de réaliser des analyses

comparatives ou des méta-analyses précises?®12%4,

3 Bactériome respiratoire

3.1 Généralités
Depuis la découverte de la « non-stérilité » des poumons, la question de I'origine du
microbiome pulmonaire se pose. Il existe différentes études et hypothéses intégrant

I'impact de I'’environnement et des caractéristiques liées a I’'h6te, ou encore le lien avec les
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microbiomes des autres sites du corps tels que la cavité buccale, les voies respiratoires
hautes ou encore le tube digestif82°0,291,294,295,

Le poumon sain n'est colonisé que par une population limitée de bactéries qui sont
maintenues par un équilibre entre lI'immigration, I'élimination et la croissance microbienne.
Il est reconnu qu’un hote est capable de développer des relations avec leurs bactéries
symbiotiques, qui sont essentielles pour une bonne santé. Cependant, les changements
locaux qui modifient cette symbiose peuvent entrainer des maladies, telles que les
infections respiratoires, les allergies et I'asthme?’2. D’importantes études sont disponibles
concernant pour la majorité le microbiome respiratoire bactérien. Bien qu'elles soient
encore limitées, des preuves de plus en plus nombreuses suggérent une association entre
la composition du microbiome respiratoire et la gravité des maladies respiratoires
pédiatrigues notamment l'infection par le VRS et la prédisposition a des formes séveéres

d’infection a VRS pendant la petite enfance?®2%0,

3.2 Acquisition du bactériome

L’acquisition du bactériome in utero ou a la naissance reste trés débattue. Plusieurs études
ont suggéré qu’il serait possible qu’une partie du microbiome respiratoire soit acquis
pendant la grossesse in utero?*:2%42%_ En effet, certaines études ont mis en évidence la
présence de micro-organismes oraux dans des échantillons de liquide amniotique et
placenta humain chez jusqu’a 70% de femmes enceintes bien que cet environnement ait
toujours été considérée comme stérile??1,2%4297.2%8 Cette découverte laisse supposer que
I'exposition du foetus au microbiome placentaire de la meére pourrait contribuer a
I’acquisition du microbiome pulmonaire du feetus ainsi qu’influencer la maturation des
cellules immunitaires?®%2%7.2%°  Cependant, un nombre croissant d’études ont remis en
guestion la présence d’un microbiome « prénatal » identifiant la contamination comme un
probleme majeur. En effet, le liguide amniotique présentant une faible abondance
bactérienne, ces études soulignent le risque de contamination par des bactéries présentes

dans I'eau, les réactifs et I’environnement du laboratoire300:301,
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Bien que plusieurs études aient mis en avant la possibilité d’une acquisition du microbiome
in utero, la majorité du microbiome d'un nouveau-né est acquise a la naissance et provient
principalement de la mére8. Il a été démontré que la composition du microbiome colonisant
les voies respiratoires supérieures au cours du premier jour de vie était fortement
influencée par le mode d'accouchement?9%2%_ En effet, chez les nouveau-nés mis au monde
par voie basse, les bactéries fécales, vaginales et cutanées sont prédominantes dans le
nasopharynx alors que chez les nouveau-nés mis au monde par césarienne, les micro-
organismes retrouvés dans le nasopharynx proviennent plutét de la peau et de
I’environnement?90,2%>,

Il est également possible que I'inhalation de micro-organismes présents dans I’air soit une
source importante du microbiome pulmonaire?®. De plus, certaines études ont également
montré que le microbiome pulmonaire ressemble a celui des cavités buccales et nasales, ce
qui suggére qu'une grande partie du microbiome pulmonaire provient des voies
respiratoires supérieures?®,

Enfin, d’autres études ont mis en évidence une ressemblance entre la composition des
populations bactériennes pulmonaires et intestinales indiquant un potentiel partage de
micro-organismes via la cavité pharyngée. Cette observation est probablement liée aux
micro-aspirations de sécrétions salivaires qui permettent la dispersion des bactéries vers les
voies respiratoires inférieures302-304,

Si le microbiome respiratoire a la naissance est initialement homogéne, celui-ci se diversifie
le long de I'appareil respiratoire sous I'effet de pressions sélectives locales et ceux tout au
long des premiéres années de la vie®. Le temps nécessaire a |'établissement d'un

microbiome respiratoire « stable » reste a déterminer?®.,

3.3 Développement du microbiome
Les principales fonctions du systeme respiratoire supérieur sont de filtrer, chauffer et
humidifier I'air qui le traverse avant qu'il n'atteigne les poumons. A cette fin, les voies

respiratoires de I'hnomme adulte ont une surface d'environ 70m?, soit 40 fois plus que la
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surface de la peau?®l. Toute cette surface est habitée par différentes communautés de
micro-organismes dépendantes des niches anatomiques. Chaque région anatomique a ses
propres caractéristiques (I’"humidité, la température, la concentration en oxygene, le type
de cellules épithéliales, le pH, la présence de métabolites etc.), induisant un
microenvironnement propre a chacune d’elle?’2. De ce fait, il existe des différences dans la
composition et la densité du microbiome le long de 'arbre respiratoire (densité et diversité

plus importante au niveau du tractus respiratoire supérieur)?°! (Figure 6).
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Figure 6 Physiologie et diversité des communautés bactériennes du systéme respiratoire
Figure extraite de I'article Man et al,. 2017%*,

Le tractus respiratoire haut est composé des fosses nasales, du pharynx, et de la trachée. Le tractus
respiratoire bas est composé des poumons subdivisés en bronches, bronchioles et alvéoles. Des
gradients physiologiques et microbiens existent le long de I'arbre respiratoire. Le pH, I"humidité
relative (HR), la température, les pressions partielles de I'oxygéne (p0O2) et du dioxyde de carbone
(pCO2) varient en fonction de la position dans le tractus. Ces conditions physiologiques fagonnent

la diversité et I'abondance des communautés bactériennes.

Il n’existe pas de composition saine et unique du microbiome bactérien, car elle peut étre
différente pour chaque individu. En effet il a été prouvé dans différentes études que la
composition de celui-ci pouvait varier selon I'état de santé de I'h6te ou la présence de

certaines maladies pulmonaires telle que I'asthme, la BPCO ou la mucoviscidose?6%277,305-
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La composition du microbiome est donc influencée par les facteurs environnementaux et
les interactions entre les microbes et le systeme immunitaire de leur hote. Un microbiome
sain participe a empécher la colonisation de microorganismes pathogenes. En effet, I'agent
pathogene se retrouve en compétition pour les sites de fixation et pour les nutriments avec
les microorganismes du microbiome, et il devient difficile pour lui de s’installer pour se
multiplier, coloniser le tractus respiratoire et ainsi provoquer des maladies?’2.

Les communautés pulmonaires sont en constante rotation, la composition et la diversité du
microbiome sont déterminées par un équilibre entre I'immigration microbienne (par micro-
aspiration, inhalation de micro-organismes, dispersion directe des muqueuses) et
I’élimination microbienne (toux, clairance muco-ciliaire, immunité innée et adaptative) ainsi
que par les conditions locales de croissance (disponibilité nutritionnelle, température,

tension partielle de I'02, compétition microbienne locale, concentration et activité des

cellules inflammatoires)?’%277:3% (Figure 7).

IMMIGRATION MICROBIENNE CONDITIONS LOCALES DE CROISSANCE
Micro-aspiration
Inhalation des bactéries . o, o
Dispersion directe des muqueuses Disponibilité Nutritionnelle
Température

Concentration d’oxygéne
Compétition microbienne locale
ELIMINATION MICROBIENNE Concentration et activité des cellules

Toux inflammatoires
Clairance mucociliaire

Immunité innée et adaptative de 'hdte

IMMIGRATION ET ELIMINATION —

Figure 7 Facteurs déterminants de I’écologie du microbiote pulmonaire humain

Figure adaptée de Dickson and Huffnagle 20153%%,
La composition du microbiome respiratoire est déterminée par trois facteurs : I'immigration
microbienne, I'élimination microbienne et les taux de reproduction relatifs de ses membres. En

bonne santé, I'appartenance a la communauté est principalement déterminée par l'immigration et
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|'élimination ; dans les maladies pulmonaires avancées, I'adhésion est principalement déterminée

par les conditions de croissance régionale.

Différents facteurs sont capables d’influer sur les taux d’immigration et d’élimination
microbienne du microbiome pulmonaire. Par exemple, la proximité de la cavité du larynx et
la charge microbienne élevée de la cavité oropharyngée augmentent probablement le taux
d'immigration. Le taux d’élimination microbienne quant a lui peut étre diminué en fonction
de facteurs tels que la toux, le tapis muco-ciliaire, ou les réponses immunes innée et
adaptative de I’h6te3%4,

L'acquisition et le développement du microbiome du nourrisson sont importants pour
établir une symbiose saine entre I’h6te et le microbiome, et la perturbation de celui-ci a été
associée aux maladies respiratoires infantiles?®°. Lorsque I'état « basal » du microbiome est
altéré, c’est-a-dire qu’il differe de I'état habituellement retrouvé chez des patients sains,
I’'apparition de pathologie chez I’h6te est en effet souvent observée. Cet état altéré est aussi
appelé dysbiose du microbiome, et se traduit par des modifications au niveau de la
composition (qualitative et quantitative) en espéces bactériennes, virales, parasitaires ou
fongiques?’2. Associée a cette dysbiose, 'inefficacité des mécanismes d'élimination des
germes (toux, clairance muco-ciliaire), mais aussi une possible altération des structures des
voies respiratoires (bronches, bronchioles, alvéoles) entrainant des modifications de la
viscosité du mucus, du pH et de la tension de I'02 sont observés?’2, Autrement dit, le
microbiome « sain » représente un écosysteme fragile mais dans un état d’équilibre ou les
interactions entre les différents acteurs symbiotiques se font sur le mode mutualiste ou sur
le mode commensal. Mais dans le cas d’une dysbiose, I’état d’équilibre est perturbé et les

relations deviennent alors parasitaires c’est-a-dire pathogéne pour I'h6te.

3.4 Caractérisation du bactériome chez un individu sain
Différentes études effectuées sur des cohortes de tailles importantes ont permis d’apporter
des informations sur la composition du microbiome respiratoire a I’état « sain ». Cependant,

les changements dans les méthodes d'exploration du microbiome humain (approches de
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séquencage en remplacement des techniques de culture notamment) rendent difficile la
mise en relation de toutes les données obtenues a ce jour?®>. De plus, au vu des nombreux
facteurs pouvant influencer la composition de celui-ci, il reste difficile de définir les
caractéristiques précises d’un patient-type sain.

L'interprétation des études du microbiome des voies respiratoires doit donc étre effectuée
avec prudence, en délimitant non seulement les différents compartiments des voies
respiratoires mais aussi en se basant sur la procédure de prélevement des échantillons. En
effet, des microbiomes différents ont été observés entre les méthodes d'échantillonnage
au sein d'un méme compartiment des voies respiratoires?°,

Dans cette partie, nous aborderons la composition bactérienne des différents
compartiments de voies respiratoires chez un enfant sain. Les espéeces bactériennes

retrouvées en majorité dans chaque compartiment sont répertoriées dans le tableau 7.

Tableau 7 Especes bactériennes retrouvées en majorité dans chaque compartiment du
tractus respiratoire

Tableau adapté de Man et al., 2017%%; Xiao et al., 2020%* et de Steenhuijsen Piters et al., 20208.

Localisation Tractus respiratoire supérieur Tractus respiratoire
anatomique Cavité buccale | Narines antérieures Nasopharynx inférieur
Streptococcus Staphylococcus Moraxella Moraxella
Bactéries Staphylococcus | Corynebacterium Staphylococcus Haemophilus
retrouvées Corynebacterium Staphylococcus
majoritairement Parfois : Dolosigranulum
chez les enfants Moraxella Haemophilus | chez enfants nés a terme :
sains de moins de Dolosigranulum Streptococcus Veillonella
> ans Streptococcus Prevotella
Fusobacterium

Le microbiome des voies respiratoires supérieures des nourrissons

La plupart des études du microbiome des voies respiratoires chez les enfants sont réalisées
sur des échantillons non invasifs des voies respiratoires supérieures (par exemple,
écouvillons nasopharyngés/ aspirations nasopharyngées/ lavage nasal), c’est la raison pour
laquelle il y a un plus grand nombre d’études sur la composition du microbiome des voies

respiratoires supérieures®®,
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Le mode d’accouchement est un facteur majeur de détermination du microbiome a la
naissance. En effet, a la naissance, les nourrissons nés par césarienne ont un microbiome
respiratoire dominé par S. aureus, et ce pendant une plus longue durée. Les nourrissons nés
par voie basse ont quant a eux un microbiome respiratoire qui se complexifie plus
rapidement avec dans un premier temps un enrichissement en Corynebacterium et
Dolosigranulum, puis ultérieurement de Moraxella?®13%%310 Ce microbiome diversifié offre
d’ailleurs une meilleure protection contre les infections respiratoires au cours de la
premiére année de vig?’%290,291,310311

Un autre facteur qui peut influencer la composition du microbiome est I'age gestationnel. I
a été montré que le microbiome respiratoire des enfants prématurés est différent de celui
des enfants nés a terme®2°4,

Chez les nourrissons de 1,5 mois, plusieurs études ont caractérisé le microbiome des voies
respiratoires supérieures comme étant le plus souvent dominé par l'un des six genres
bactériens suivants : Moraxella, Streptococcus, Corynebacterium, Staphylococcus,
Haemophilus et Dolosigranulum?®. La composition « initiale » du microbiome est
maintenue par I'allaitement maternel qui favorise des profils
Dolosigranulum/Corynebacterium stables contrairement aux nourrissons nourris au lait
maternisé, qui présentent des profils dominés par S. aureus?*3%. A noter que le
microbiome des nourrissons allaités semble avoir un effet protecteur contre les infections
respiratoires3®®, En effet, des études ont mis en évidence une forme de protection
probablement liée au transfert d'anticorps maternels et de micro-organismes bénéfiques
présents dans le lait maternel, tels que Bifidobacterium et Lactobacillus®?7%291,311,

Passé 1,5 mois, les profils dominés par Staphylococcus tendent a disparaitre et les profils
Corynebacterium/Dolosigranulum sont progressivement remplacés par des profils dominés
par Moraxella/Dolosigranulum3®?. En effet, les protéobactéries, en particulier les Moraxella
augmentent apres |I'dge de 1,5 mois.

Dés I'age de 6 mois, des profils de microbiome dominés par Haemophilus et S. pneumoniae

apparaissent aussi?®.
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Dans I'’ensemble, sur la base d’observations faites sur des enfants au cours de leurs deux
premieres années de vie, il semblerait que les profils dominés par Dolosigranulum,
Moraxella et Corynebacterium forment un microbiome plus stable par rapport aux profils
dominés par Streptococcus et Haemophilus. En effet, les profils dominés par Streptococcus
et Haemophilus, étaient associés a un risque élevé de bronchiolite au début de la vie3%.
Malgré d’importantes variations au cours des premiers mois de vie, la composition du
microbiote bactérien évolue rapidement vers un profil mature des I’age de deux mois, et se
stabilise par la suite vers I’dge d’un an3%°,

Pendant la petite enfance, la maturation du microbiome est fortement influencée par des

facteurs liés a I’héte et a I'environnement®2°° (Figure 8).
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Figure 8 Facteurs liés a I'h6te et a I'environnement qui influencent le microbiote respiratoire
Figure extraite de Man et al., 2017%%,

Au début de la vie, les communautés microbiennes des voies respiratoires sont trés dynamiques et
dépendent de multiples facteurs (carrés bleus) dont le mode de naissance, le type d'alimentation,
les conditions de promiscuité et le traitement antibiotique. Ces facteurs peuvent modifier la
composition du microbiote vers une communauté stable a I'équilibre qui résiste a la prolifération
des agents pathogenes ou, au contraire, vers une communauté instable prédisposée aux infections

et aux inflammations.
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En plus du mode d’accouchement et du type d’allaitement, le développement du
microbiome respiratoire peut aussi étre perturbé par I'utilisation d'antibiotiques, qui sont
couramment utilisés chez les jeunes enfants pour traiter les infections?®. Les perturbations
dues aux antibiotiques ont été caractérisées par une diminution de l'abondance des
bactéries commensales présumées bénéfiques, telles que Dolosigranulum et
Corynebacterium dans le tractus respiratoire des enfants en bonne santé?’2291311 A noter
gue cette altération du microbiome pourrait a son tour, provoquer I'augmentation du
risque d'infections des voies respiratoires?°*.

Les conditions de vie, comme la fréquentation d'une garderie et la présence de jeunes fréres
et soeurs sont aussi d’autres déterminants importants de la structure et du développement
du microbiome respiratoire®.

La génétique de I'hote semble également avoir un effet mais mineur sur le microbiome du
tractus respiratoire haut chez les individus en bonne santé. En effet, elle n’influencerait que
la densité bactérienne et non la composition du bactériome?®?, Des études récentes ont
montré que I'impact de la génétique était moins important que I'impact de I'’environnement
sur la variabilité microbienne entre individus?®. Les individus génétiquement apparentés
ont effectivement tendance a posséder un microbiome similaire, mais probablement en
raison des expositions environnementales communes et a la cohabitation qui facilite le
transfert microbien entre les membres d’une famille?®°. L’environnement du nourrisson
constitue donc une source microbienne naturelle capable de coloniser le tractus
respiratoire.

Différentes expériences basées sur des modeles de souris ont confirmé |'observation selon
laquelle les enfants qui grandissent avec des chiens ou sont exposés a des lieux tel que des
fermes avec du bétail sont moins susceptibles de développer des allergies ou un asthme
infantile et ont un microbiome distinct pendant la petite enfance?’%2%,

Enfin, des facteurs tels que la saison, la vaccination, le tabagisme passif et les infections

respiratoires antérieures peuvent également affecter le microbiome du nourrisson?°%-303311,
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Le microbiome des voies respiratoires inférieures des nourrissons

L'échantillonnage des voies respiratoires inférieures, en particulier chez les enfants qui ne
peuvent pas réaliser de crachats profonds, nécessite une bronchoscopie invasive. Cette
procédure est mal adaptée aux études impliquant des nourrissons, des enfants en bonne
santé et aux études a grande échelle en raison de la nécessité d'une anesthésie et d'une
expertise procédurale spécialisée. Par conséquent, les études approfondies sur le
microbiote des voies respiratoires inférieures chez les jeunes enfants sont peu

20 et se limitent souvent a des échantillons provenant de nourrissons nés

nombreuses
prématurément et intubés?1,

Chez les enfants, la source la plus probable du microbiote pulmonaire est le nasopharynx et
I'oropharynx. Une étude a révélé que, bien que le microbiote pulmonaire soit différent
(notamment en densité), il était dominé par des espéeces également présentes dans le
tractus respiratoire supérieur, notamment les Moraxella, Haemophilus, Staphylococcus et
Streptococcus. Cependant, il manquait d'autres espéeces typiques du tractus supérieur,
telles que Corynebacterium et Dolosigranulum®!. Dans une revue plus récente, il a été
rapporté que la composition du microbiome différait fortement en fonction de I'age
gestationnel, avec des Staphylococcus et Ureaplasma chez les enfants prématurés et un

profil anaérobie mixte (identique a celui des adultes) incluant des Veillonella, Prevotella et

Fusobacterium chez les enfants nés a termes.

3.5 Roéle

L'une des principales fonctions de tout écosystéme microbien est de provoquer un état de
symbiose, qui confére une "résistance a la colonisation" contre les agents pathogénes. Le
bactériome agit donc comme une véritable barriere biologique et semble nécessaire pour
le maintien de fonctions respiratoires normales. La colonisation compétitive (au niveau des
nutriments disponibles) est un moyen plausible par lequel les commensaux des voies
aériennes supérieures protegent contre la colonisation des agents pathogénes. Bien que
des études aient mis en évidence des associations entre la diminution de la diversité et la

colonisation des agents pathogenes, il n'existe a n’autre connaissance aucune preuve
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directe démontrant que la diversité microbienne présente au niveau des voies respiratoires
puisse protéger contre I'acquisition d'agents pathogénes chez ’lhomme?°!. Cependant, des
membres spécifiques du bactériome ont été identifiés comme pouvant potentiellement
exclure des agents pathogenes de la niche nasopharyngée. Par exemple, il a été démontré
gue la présence de Staphylococcus epidermidis participe a I'exclusion de S. aureus et a la
destruction des biofilms préexistants via la sécrétion de sérine-protéases?®. De plus, la
résistance a la colonisation peut étre renforcée par des interactions avec le systéeme
immunitaire de I'n6te. Par exemple, une étude sur modéle murin a montré qu'H. influenzae
peut profiter de la réponse immunitaire innée de son hote pour supplanter et éliminer S.
pneumoniae lorsqu’elles colonisent en méme temps les voies respiratoires supérieures3'2,
En effet, la reconnaissance d'un peptidoglycane (acide y-D-glutamyl-méso-
diaminopimélique) présent uniquement dans la paroi d’H. influenzae par Nod1, va
permettre la transmission de signaux inflammatoires et déclencher une augmentation du
recrutement de neutrophiles capables de tuer S. pneumoniae, I’éliminant ainsi de la surface
muqueuse des voies respiratoires de I'hote312,

Outre cette relation symbiotique, le bactériome respiratoire joue probablement un role
dans la maturation structurelle des voies respiratoires. En effet, des études ont montré que
les rongeurs axéniques (élevées dés la naissance en milieu stérile et ainsi exempts de tout
micro-organisme et donc exempts de bactériome respiratoire) ont tendance a avoir des
poumons plus petits et un nombre réduit d'alvéoles matures. De plus, lorsque les fosses
nasales de souriceau axéniques ont été colonisées expérimentalement apreés la naissance
par des Lactobacillus, le nombre d'alvéoles matures s'est normalisé suggérant un lien entre
le bactériome et la morphogenése des voies respiratoires?!.

Comme le microbiome intestinal, le microbiome pulmonaire jouerait un réle dans la
régulation de la réponse immunologique. Une dysbiose pourrait causer un déséquilibre de
I’'homéostasie immunologique qui interviendrait alors dans la genése des maladies
respiratoires chroniques inflammatoires?®. L'acquisition d’un bactériome « sain » chez le

nourrisson semble étre vital pour établir des fonctions immunitaires innées et adaptatives
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locales et systémiques appropriées. Dans I'ensemble, les études sont en accord pour valider
le role bénéfique de Corynebacterium, Dolosigranulum, et des espéces de Staphylococcus
coagulase-négatif (c'est-a-dire autres que S. aureus) dans la modération de I'inflammation
des voies respiratoires, la perte de ces commensaux étant associée a une activation de
réponse immunitaire pro-inflammatoire accrue?®°.

Enfin, il a également été démontré que le bactériome des voies respiratoires influence le
développement d'allergie. En effet, immédiatement aprés leur naissance, les souris
dépourvues de bactériome présentent une proportion accrue de lymphocytes Th2 pro-
inflammatoire lorsqu’elles sont exposées a des aéro-allergénes, des acariens ou de la

poussiere domestique. Cependant, a mesure que le bactériome des voies respiratoires se

développe, la réponse exacerbée aux aéro-allergénes semble diminuer?®°,

3.6 Impact du bactériome sur I’évolution des IRA virales

Dans le but d’étudier les interactions potentielles impliquant le bactériome, de nombreuses
études se sont intéressées a la diversité de sa composition lors d'une infection par un virus
respiratoire. Plusieurs études ont montré que les profils de communautés bactériennes,
souvent dominés par une espéce, étaient différents en fonction de I'infection ou non par
un virus respiratoire2®,

Les mécanismes qui contribuent a la sévérité des infections respiratoires ne sont pas tous
encore bien compris. Ces dernieres années, le réle du microbiome respiratoire dans la
survenue d’IRA et le développement d’asthme ou maladie chronique, suite a une infection
a VRS par exemple, a recu un intérét croissant313,

Ici, nous nous intéresserons principalement aux études du bactériome réalisées chez des

enfants de moins de 5 ans (Tableau 8).
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Tableau 8 Résumé des profils protecteurs ou associés aux IRA

Profils Bactéries Virus concernés Références
Staphylococcus aureus
Dolosigranulum 314
- IRA
Dolosigranulum
315
Protecteur
vis-a-vis de staphvl
linfection StoPhylococcus aureus VRS 316
Staphylococcus aureus
Dolosigranulum .
g Influenza virus 317
Staphylococcus aureus
Dolosigranulum 310,314
Dolosigranulum IRA
318
Protecteur
vis-a-vis de 319
la sévérité
Staphylococcus aureus 320
VRS
321
Staphylococcus aureus IRA 322

Influenza virus

284

Streptococcus pneumoniae IRA 310,314,322,323
Haemophilus influenzae
VRS 316
Streptococcus pneumoniae VRS 315,321
Haemophilus influenzae IRA 318
Haemophilus influenzae VRS 320
Associés Rhinovirus 324
aux IRA .
Streptococcus pneumoniae L
P P Rhinovirus 325
Haemophilus influenzae VRS 244,326-331
VRS 324,332

Streptococcus pneumoniae

Influenza virus

317

IRA

319

Abréviations : VRS : Virus Respiratoire Syncytial ; IRA : Infection Respiratoire Aigué incluant les infections par

VRS, Influenza virus et Rhinovirus.
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Des études pour établir une signature microbiotique associée aux IRA virales chez les
enfants ont montré que les enfants atteints d'infections virales présentaient une densité et
une fréquence de colonisation plus élevées de S. pneumoniae, Moraxella catarrhalis et H.
influenzae au niveau du nasopharynx alors que les profils dominés par Corynebacterium,
Dolosigranulum ou S. aureus étaient plutét retrouvés chez les nourrissons ne présentant
paS d'lRA Vira|e5290'310'318'319'322'323'333.

Cependant les données de la littérature sont parfois contradictoires. En effet, dans une
autre étude portant sur 307 enfants hospitalisés avec une IRA et 154 témoins sains, les
profils de microbiome nasopharyngé dominés par Moraxella catarrhalis étaient associés a
une santé relativement stable3®, Néanmoins dans cette méme étude, les profils de
microbiome nasopharyngé dominés par H. influenzae et S. pneumoniae étaient

significativement associés aux IRA et ceux dominés par Corynebacterium et Dolosigranulum

étaient associés a une santé stable comme retrouvé dans la majorité des études3*8,

Etude sur le microbiome respiratoire bactérien et le VRS

Dans I'ensemble, les données sur le microbiome nasopharyngé bactérien montrent une
association entre sévérité de l'infection a VRS et les profils dominés par Moraxella
Catarrha/is31°'314'316'320'330, H. inf/uenzae244,310,314,316,318,320,321,324,326—331 et/ou
S.pneumoniae310:314316318,321,324330-332 = A ['inverse, un profil dominé par S.
aureus310316320321 - Corynebacterium3>3'® ou Dolosigranulum30315316 était plutét corrélé
négativement a la sévérité des bronchiolites a VRS.

De plus, la réalisation d'un dosage de cytokines et chémokines pro-inflammatoires (IL8 et
CXCL8) et d'études intégratives de transcriptomique ont également permis d'associer des
profils de bactériome dominés par H. influenzae ou S. pneumoniae, a une inflammation
accrue caractérisée par une surexpression des genes liés a I'activation et a la signalisation
des neutrophiles/macrophages3?1:331,332,

Cependant, il reste difficile de tirer des conclusions claires car les populations étudiées et

les échantillons utilisés sont hétérogénes, ce qui explique que certaines études aboutissent
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a des résultats différents31>317318  par exemple contrairement aux études citées ci-
dessus310314316320.330  Bjeshroek et al, ont montré qu’un profil dominé par Moraxella
catarrhalis a 1,5, 6 et 12 mois était associée a une réduction des infections par VRS des voies
respiratoires supérieures au cours des 6 mois suivants3>. Conformément a cette
observation, des études ont montré que les enfants dont le profil était dominé par
Moraxella catarrhalis présentaient moins de risque d’hospitalisation en soins intensifs et

des durées d’hospitalisation plus courtes328329:334,

Etude sur le microbiome respiratoire bactérien et la grippe

Les infections virales peuvent favoriser la croissance de certaines bactéries pathogénes,
comme une augmentation significative de la charge nasopharyngée de S. pneumoniae chez
les enfants atteints de grippe33°.

Dans une étude de notre laboratoire, un profil de microbiome nasopharyngé dominé par S.
aureus était corrélé négativement a la sévérité de la grippe. L'augmentation de la diversité
bactérienne et la présence de certaines bactéries (telles que H. influenzae) étaient quant a
elles associées a la gravité de symptomes. Ces observations pourraient s’avérer utile pour
la prédiction de formes graves de grippe chez les enfants?84. Un brevet avait d’ailleurs pu
étre déposé suite a cette étude rétrospective (réalisée sur 36 enfants de moins de 5 ans
hospitalisés pour grippe) qui avait permis de mettre en évidence une signature particuliére
permettant de calculer un score prédictif en fonction de la sévérité de I'évolution clinique
d’une infection grippale (complications respiratoires et neurologiques)?®*. Wen et al, ont
également mis en avant une diversité accrue accompagnée d'une diminution des bactéries
commensales habituelles (c'est-a-dire Moraxella, Staphylococcus, Corynebacterium et

Dolosigranulum) et d’une augmentation du genre Streptococcus3'’.

Etude sur le microbiome respiratoire bactérien et les rhinovirus

Comme pour le VRS, le risque de forme sévére d’IRA est considérablement accru lorsque le
rhinovirus est détecté en méme temps que Moraxella, Streptococcus ou

Haemophilus31932>330, Mansbach et al, ont retrouvé une surreprésentation de la bactérie
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M. catharralis dans les bronchiolites a Rhinovirus3?4. Enfin, Toivonen et al, ont constaté que
les nourrissons ayant un profil de microbiome dominé par Haemophilus seraient plus
susceptibles d'étre infectés par des rhinovirus A, tandis que les nourrissons ayant un profil
de microbiome dominé par Moraxella seraient plus susceptibles d'étre infectés par des

rhinovirus C333.

Ces différentes études montrent que la composition du bactériome respiratoire peut étre
associée ala sévérité et/ou la susceptibilité aux IRA. La question est de savoir si les différents
profils de communautés bactériennes observés lors d’une IRA virale peuvent étre une cause
ou seulement une conséquence de cette infection virale, et si des profils de communautés

bactériennes peuvent prédisposer a une IRA virale.

3.7 Impact clinique du bactériome respiratoire

Utilisation de probiotiques

Lors de l'apparition d’une maladie ou d’une infection, les microbiomes intestinal et
respiratoire sont considérablement modifiés, avec parfois I'éradication de certaines
espéces commensales. Cette altération du microbiome initial peut étre due a lI'infection en
elle-méme ou encore a l'administration d'antibiotiques?’’. Etant donné que I'efficacité de
la réponse immunitaire dans les poumons semble étre en corrélation avec la composition
du microbiome, il est important de trouver un moyen de restaurer le microbiome
respiratoire aprés une infection3%®. Il existe donc un intérét croissant pour l'utilisation
potentielle des probiotiques. En effet, les probiotiques ont pour role de restaurer le
microbiome en réintégrant des bactéries qui peuvent avoir été éradiquées lors de maladie
chronique ou d’infection?’’. De la méme maniére qu’avec certaines thérapies du tractus
gastro-intestinal (notamment via la transplantation fécale), il semble envisageable de
moduler le microbiome respiratoire. Des études se sont centrées sur I'impact de I'utilisation
de probiotiques dans le cadre d’IRA puisque le role du microbiome respiratoire dans la

défense contre l'infection par des virus respiratoires est de plus en plus étudié33°,
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Lors d’une infection par le virus influenza sur modéle murin, I'administration par aérosols
de composant bactériens, tel que le lipopolysaccharide (LPS), serait responsable d’une
réduction de linfection des voies aériennes via une accélération de la réponse
inflammatoire, d’'une amélioration du taux de survie chez les animaux exposés ainsi qu’une
élimination plus rapide du virus en cas de contact ultérieur avec ce méme virus?’é,
L'administration intranasale de Corynebacterium pseudodiphtheriticum chez des souris a
mis en évidence un effet protecteur via une activation de I'immunité innée médiée par le
TLR-3 contre l'infection par le VRS et l'infection secondaire par la pneumonie a
pneumocoques3*®. De facon similaire, I'administration intranasale de simples toxines
inactivées d’Escherichia Coli protége contre l'infection par le VRS et les virus Influenza en
réduisant l'inflammation cellulaire dans le poumon, la perte de poids et le taux
d’éosinophile pulmonaire3?”. De nombreuses études ont également été réalisées
concernant différentes souches de Lactobacillus®3®. Par exemple, les souches de
Lactobacillus rhamnosus CRL1506 administrées par voie nasale modulent différemment les
réponses immunitaires antivirales respiratoires et induisent une protection contre
I'infection par le VRS chez la souris33°.

Une autre étude réalisée cette fois ci sur des porcelets a mis en évidence une augmentation
du nombre de cellules dendritiques, de cellules B et T dans la muqueuse nasale et les
amygdales, ainsi qu'une augmentation de I'expression des ARNm des récepteurs TLR-2 et
TLR-9 & la suite de I'administration intranasale de Bacillus subtilis3*°. Une étude plus
approfondie sur I'administration intranasale de B. subtilis chez I'hnomme afin de renforcer
I'immunité de la muqueuse nasale humaine contre les maladies respiratoires serait

intéressante.

Peu d’essais cliniques sur I’homme ont été réalisés a ce jour afin d’examiner I'efficacité des
probiotiques intranasaux pour prévenir les IRA. D'une maniére générale, il semble que les
probiotiques seraient capables de limiter les infections des voies respiratoires (de la méme

maniere que les infections gastro-intestinales) par la modulation de l'immunité locale et
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systémique. Globalement les effets observés peuvent comprendre l'augmentation de
I'activité phagocytaire des leucocytes, I'augmentation de la sécrétion d'immunoglobulines
(IgA, 1gG et IgM) et l'augmentation de la production de cytokines (par exemple, les
interleukines, le TNF-a et I'IFN-a)3*l. De récentes études ont cherché a comprendre les
mécanismes d’actions, liés a I'utilisation de souches probiotiques uniques ou de cocktails
de souches, responsables de 'amélioration des paramétres cliniques chez les patients. Par
exemple, De Grandi et al., ont mis en évidence sur une cohorte d’adulte, une diminution
significative de I'abondance de S. aureus apres |'administration intranasale d’une
combinaison de Streptococcus salivarius 24SMBc et Streptococcus oralis 89a. De plus, une
augmentation du nombre de micro-organismes « bénéfiques » a également été révélé et

pourrait limiter la surcroissance de pathogénes potentiels3*2,

Notions de biomarqueurs

Bien qu'elles soient encore limitées, des données de plus en plus nombreuses suggerent
une association entre la composition du microbiome nasopharyngé et la sévérité des IRA
ou encore la prédisposition a développer des formes séveres de bronchiolite a VRS pendant
la petite enfance®. Les modifications dans la composition du microbiome respiratoire
induites par l'infection virale chez les patients peuvent étre considérées comme des
biomarqueurs. Ces biomarqueurs peuvent étre utilisés pour le diagnostic ou le suivi des
maladies, la sélection de la thérapie ciblée et la prévision du pronostic. Malheureusement,
il est encore difficile d'identifier des biomarqueurs totalement fiables car différents facteurs
tels que la génétique de I'h6te ou I'environnement peuvent entrer en jeu dans les
modifications et différent considérablement d'un patient a I'autre343,

Quelques biomarqueurs bactériens ont cependant été identifiés dans le cas de certaines
infections virales. Par exemple, le portage nasopharyngé de S. pneumoniae chez des
nourrissons a été positivement associé a la séropositivité accrue au hMPV. Aprées

vérification au moyen d’un modéele cellulaire, I’'étude a permis de conclure que I'exposition

a S.pneumoniae pouvait moduler l'infection par hMPV3%, Plusieurs études sur le
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microbiome nasal et les infections a VRS ont mis en évidence qu’une abondance de
Moraxella catarrhalis, H. influenzae et S. pneumoniae était associée a la sévérité de ces

infections?®.

Bien qu’aucune relation causale stricte entre les caractéristiques du microbiome
nasopharyngé et la réponse de I’h6te aux infections virales ne puisse étre déduite, I'étude
du microbiome de I’h6te semble d’utilité pour prédire les conséquences de ces infections.
A l'avenir, |'application des progres récents des technologies de séquencage conduira
probablement a l'identification de nouveaux biomarqueurs dans le microbiome des voies

respiratoires des patients.

3.8 Impact du bactériome digestif sur les IRA

Les données disponibles suggerent que le tube digestif et le systeme respiratoire, ainsi que
leurs microbiomes respectifs, communiquent entre eux et s'influencent mutuellement, une
relation désignée sous le nom d'axe de communication entéro-respiratoire. En effet, le
bactériome de l'intestin peu altérer la réponse aux infections respiratoires, de la méme
maniére qu’une infection virale respiratoire peut altérer le microbiome bactérien
intestinal33>341,345347 "Un certain nombre de médiateurs pourraient étre impliqués dans
cette communication entéro-respiratoire. Par exemple des métabolites bactériens sont
capables de modifier la signalisation de I'interféron dans les poumons conférant ainsi une
protection contre le VRS et le virus influenza A dans des modéles murins34834°  Les
métabolites fabriqués par la communauté bactérienne intestinale peuvent également
déstabiliser les virus respiratoires comme le virus influenza A ou les coronavirus3*®. Par
exemple, chez des souris traitées par antibiotiques puis infectées par le virus de la grippe,
la charge virale et la sévérité des lésions épithéliales au niveau pulmonaire étaient
significativement diminuées en présence de desaminotyrosine (DAT) produite par la
bactérie commensale digestive Clostridium orbiscindens3>°.

L'une des études les plus prometteuses sur le role de I'axe intestin-poumon dans les

maladies respiratoires est I'étude allemande en cours LoewenKids. Depuis 2015, 782
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nouveau-nés ont été recrutés, dans le but d’obtenir pour chaque enfant I'historique
complet de l'infection ainsi que les données sur le développement de son microbiote gastro-
intestinal et nasal, son background génétique et son environnement. Les données cliniques,
les différents symptémes, un écouvillonnage nasal ou fécal sont collectés chaque fois qu’un
symptome respiratoire ou gastro-intestinal est référé. De plus, des échantillons nasaux, de
selles et de sang sont également prélevés tous les 2 a 4 fois par an chez les enfants
asymptomatiques>!. Cette étude pourra probablement aider a mieux comprendre le réle
du microbiote intestinal dans le développement du systeme immunitaire et son lien avec

les infections respiratoires.

Le role thérapeutique potentiel de la modulation du microbiote intestinal pour prévenir
et/ou traiter les IRA a été évalué dans différentes études338:346-350,352-357

Des données prometteuses provenant d'un modele de rongeur infecté par la grippe ont
révélé que l'ingestion de la souche probiotique Lactobacillus paracasei CNCM [-1518
réduisait la sensibilité a l'infection grippale, diminuait les infiltrations de cellules
inflammatoires dans les poumons et accélérait la clairance virale3>3. Ji et al., ont évalué les
effets thérapeutiques d'un mélange de probiotiques (Lactobacillus rhamnosus et
Escherichia coli) sur des souris néonatales infectées par le VRS. Administrés par voie orale
guotidiennement avant ou apres l'infection par le VRS, ces probiotiques permettraient la
protection contre la pathologie pulmonaire induite par le VRS grace a une élimination
rapide du virus et I'activation d’une réponse antivirale par l'intermédiaire de I'lFN-B dérivé
des macrophages alvéolaires®**. Une récente revue de 2022 a mis en lumiére les différents
effets bénéfiques apportés par I'administration de différents Lactobacillus sur les maladies
respiratoires courantes en mettant I’accent sur les mécanismes de régulation de I'immunité
respiratoire®3®. Parmi les différentes études répertoriées dans cette revue, les principaux
effets observés sur modéle murins étaient une réduction de la charge virale et des blessures

pulmonaires, une amélioration du taux de survie, une diminution de I'inflammation, une
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absence de perte de poids et une régulation a la hausse significative de la voie Th133%, Les

effets dépendent de la souche administrée338,

Des premieres études sur 'homme ont été menées sur les maladies telles que la
mucoviscidose, ou il a été démontré que I'administration de probiotiques par voie orale, en
particulier de Lactobacillus rhamnosus, entrainait une réduction du taux d'exacerbation
pulmonaire383%9, || 3 également été démontré que I'administration de probiotiques, en
particulier de Lactobacillus rhamnosus, au cours des deux premiéres années de vie,
réduisait I'incidence de I'allergie chez les enfants3>. Une réduction du risque d'asthme suite
a l'administration de probiotiques tels que Lactobacillus paracasei et Lactobacillus
fermentum a été mise en évidence3®®. Cependant, il est nécessaire de valider sur des
cohortes de plus grande taille I'efficacité de l'utilisation de ces probiotiques sur les
pathologies chroniques. Plusieurs essais ont mis en évidence une réduction de l'incidence
et des risques de développer des otites aigués et des infections des voies respiratoires
supérieures suite a I'administration de Lactobacillus Rhamnosus GG chez les enfants3>>3>7,
Du et al., ont résumé les effets thérapeutiques de différents essais cliniques concernant
I’administration de différentes souches de Lactobacillus dans I'amélioration des symptomes
des IRA338, Les principales améliorations étaient une diminution de I'incidence des IRA mais
aussi de la durée de celles-ci®38, King et al., ont évalué 20 essais impliquant I'administration
de souches de Bifidobacterium et de Lactobacillus chez 'homme et ont signalé une
réduction significative de la durée des IRA pour les patients ayant recus le traitement36.,
Une méta-analyse réalisée chez les enfants (23 essais, 6269 enfants) par Wang et al.,
indique que la supplémentation en probiotiques réduit I'incidence des infections des voies

respiratoires supérieures chez les enfants362,

En conclusion, bien que les résultats sur 'utilisation de probiotiques soient encourageants
pour prévenir ou guérir des infections respiratoires, il n'existe pas de recommandations
médicales sur leur utilisation. D’autres études visant a comprendre quelles souches

probiotiques, ou combinaisons de souches, pourraient permettre la modulation la plus
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fiable du systéme immunitaire sont nécessaires afin de développer des thérapies

probiotiques plus efficaces contre les IRA virales.

4 Virome respiratoire

4.1 Généralités

Le virome est la composante virale du microbiome. Il y a environ 10% virus présents dans le
corps humain, c’est 10 fois plus que la composante bactérienne. Le virome est composé de
virus infectant les cellules eucaryotes, de traces de rétrovirus dérivés de virus anciens et
intégrés au génome humain (plus de 8% de notre génome), et des virus infectant les cellules
procaryotes (les bactériophages)3©3.

Au cours de la derniére décennie, de nombreuses études ont établi des liens entre le
bactériome et son role dans la santé humaine. En revanche, I'’étude du virome a pris
beaucoup de retard et il existe relativement peu d'études sur le virome respiratoire par
rapport aux études sur le bactériome respiratoire. L'une des principales explications est que
I'analyse du virome présente des difficultés qui le rendent moins facile a détecter que le
microbiome bactérien. En particulier l'absence de séquences conservées rend
I'identification de tous les virus difficile. L'avénement de la métagénomique a
considérablement amélioré notre capacité a détecter de maniére plus précise les séquences
virales connues et nouvelles, permettant ainsi d’établir des liens entre ces séquences virales
et de nombreuses maladies telles que l'infection par le VIH, les maladies inflammatoires de
I'intestin, la malnutrition, la maladie du greffon contre I'h6te ou encore le diabéte de type

1. Cependant, on ne sait pas si le virome joue un rdle causal ou non2%8,

4.2 Caractérisation du virome respiratoire chez un individu sain

On distingue deux parties dans le virome : la partie extracellulaire et |a partie intracellulaire.
La partie intracellulaire du virome a été bien moins étudiée que la partie extracellulaire, elle
se compose de prophages, de virus d’eucaryotes latents sous forme d’épisome (c’est le cas
de certains Herpesviridae par exemple) et de virus intégrés dans le génome humain

(notamment les rétrovirus endogénes). Dans cette partie nous nous intéresserons surtout
95



a la partie extracellulaire du virome qui a été la mieux caractérisée. Tout comme pour le
bactériome, le virome qui a été le plus étudié est celui du tractus gastro-intestinal. Les
communautés virales présentes dans I'organisme different en termes de composition et
d’abondance en fonction des sites anatomiques®. Au niveau du tractus respiratoire, en
raison de la flore bactérienne résidente, un grand nombre de bactériophages sont
retrouvés. Il est également retrouvé des virus d’eucaryotes et une partie appelée « la
matiére noire virale » qui correspond aux séquences non assignées. En effet, une grande
partie des séquences obtenues par métagénomique au niveau du tractus respiratoire ne
sont pas répertoriées dans les bases de données. Ces séquences peuvent représenter de
nouveaux virus (notamment des bactériophages) qui ne sont pas encore référencés ou bien
des séquences s’alignant sur de multiples références de différents regnes qui ne peuvent
donc pas étre assignées au niveau taxonomique.

Les principaux virus retrouvés au sein du virome extracellulaire humain chez un individu

sain sont répertoriés dans le tableau 9.

Concernant la classification des phages, elle a beaucoup changé au cours des analyses de
cette these. En effet, les familles basées sur la morphologie (Myoviridae, Podoviridae
et Siphoviridae) et I'ordre des Caudovirales ont été supprimés et remplacées par la
classe Caudoviricetes pour regrouper tous les virus bactériens et archéens a queue avec des
capsides icosaédriques et un génome d’ADN double brin (voir tableau 9 anciennes et
nouvelles classifications)3%4. Les analyses de la partie virome ont été réalisé en 2021 et sont
donc basées sur l'ancienne classification. Les bactériophages du virome respiratoire
appartiennent majoritairement aux anciennes familles des Siphoviridae, des Myoviridae et
des Podoviridae qui sont aussi les phages les plus abondants au niveau intestinal et oral. Ces
phages sont majoritairement lysogéniques c’est-a-dire que leur génome s’intégre dans celui
de la bactérie, pour ensuite se répliqguer en méme temps que le génome bactérien sans tuer

la bactérie hdte>>270,291,
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Tableau 9 Principaux virus retrouvés au sein du virome extracellulaire humain dans le

tractus respiratoire chez un individu sain

Adapté du Traité de virologie et de la nouvelle taxonomie adoptée par ICTV (International

Committee on Taxonomy of Viruses)>*364365,

Génome Classe Ordre Famille Especes
o Myoviridae 625 especes
Bacterl‘ophages ADNdb Caudoviricetes Caudovirales Podoviridae 130 espéces
ancienne
I Siphoviridae 1166 espéces
classification

ADNsb  Faserviricetes na Inoviridae 43 especes

- o 22 famill .
Bacteriophages ADNdb Caudoviricetes na amiies 862 especes

nouvelle

30 sous familles

classification

Plectroviridae

6 especes

ADNsb  Faserviricetes Tubulavirales
(mars 2022) Inoviridae 43 espéces
Herpesvmd.a‘e, HSV-1, HSV-2
Alphaherpesvirinae
A . Herpesviridae, cMmv
Herviviricetes Herpesvirales -
Betaherpesvirinae HHV-6, HHV-7
Herpesvmda.e., EBV
Gammaherpesvirinae
ADNdb Papovaviricetes Sepolyvirales Polyomaviridae KIPyV, WUPyV
Tectiliviricetes Rowavirales Adenoviridae HAdV AaG
Pokkesviricetes Chitovirales Poxviridae MOcCvV
Imitervirales Mimiviridae 2 especes |.nfectant les
. amibes
Megaviricetes N -
. . 34 espéces infectant les
Algavirales Phycodnaviridae
algues
Virus TTV (29 especes)
d'eucaryotes na na Anelloviridae TTMV (38 especes)
TTMVD (15 espéces
ADNsb o bA( péces)
. . . . a, béta, gamma et
Papovaviricetes Zurhausenvirales Papillomaviridae P ' 8 .
autres papillomavirus
Quintoviricetes Piccovirales Parvoviridae HBoV
Rhinovirus A a C,
ARNsb Picornavirales Picornaviridae entérovirus Aa D,
(+) Pisoniviricetes parechovirus
Nidovirales Coronaviridae HCoV-229E, NL63,
0C43, HKU1...
- HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3,
o ) Paramyxoviridae
ARNsb  Monijiviricetes Mononegavirales HPIV-4
(-) Pneumoviridae HMPV, RSV

Insthoviricetes

Articulavirales

Orthomyxoviridae

Virus influenza A, B, et C
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Abréviations : sb : simple brin; db: double brin; (-) : polarité négative ; (+): polarité positive ; na: non
assigné ; m : virus majoritaire du virome ; f : virus appartenant a la flore virale transitoire ou permanente ; p :
virus pathogene.

Dans le tractus digestif, il a été constaté que les virus eucaryotes présentaient une faible
diversité a la naissance et que leur nombre augmentait progressivement avec I'exposition
environnementale jusqu’a atteindre un pic a 6-18 mois?’%366:367 En effet, chaque individu
sain peut étre infecté chroniquement par de nombreux virus d’eucaryotes que I'on retrouve
alors dans le virome. Le virome respiratoire pourrait suivre la méme regle. Parmi les virus
d’eucaryotes au sein du virome respiratoire, on trouve des virus pathogénes opportunistes
tels que Herpesviridae, Polyomaviridae, Adenoviridae, Papillomaviridae... Des études
réalisées sur des enfants asymptomatiques en bonne santé ont mis en évidence la détection
de nombreux virus respiratoires tel que les rhinovirus, les bocavirus humains, les
polyomavirus, les adénovirus et les coronavirus®>3¢8. Dans une autre étude réalisée sur des
aspirations nasales d’individus sains, Wylie et al, ont trouvé des séquences de roseolovirus,
herpesvirus, alpha-, beta- et gammapapillomavirus, polyomavirus, mastadenovirus,
dependoparvovirus, alphatorquevirus, et astrovirus3®3. Enfin une récente étude a rapporté
gue le virome respiratoire des enfants en bonne santé était composé d'une fréquence
élevée de VRS et de CoV (229E, OC43 et NL63)?** (Figure 9).
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Figure 9 Heatmap montrant le profil du virome respiratoire d'enfants en bonne santé

Figure extraite de Rajagopala et al., 2020%%.
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Chaque ligne représente un échantillon et chaque colonne représente un virus identifié. Le gradient

de couleur permet de distinguer le pourcentage de génome viral récupéré.

Dans cette étude, tous les échantillons contenaient de 1 a 3 virus a ARN humains identifiés
(en moyenne deux virus par échantillon), dont, par exemple, le VRS, le CoV, le rhinovirus,
les entérovirus (EV) et la grippe. Pour 79 % des échantillons, il a été retrouvé du génome du
VRS-A ou du VRS-B, et pour 31% des échantillons, les deux génomes du VRS-A et du VRS-B
seraient présents (Figure 9). Ce pourcentage de coinfections VRS-A/VRS-B est trés élevé en
comparaison a 3 études basées sur des données de PCR sur des enfants avec IRA ou
seulement 1,3%3%%; 1,6%37° et 4,8%3"! de coinfections étaient détectées. Bien que les
auteurs aient exclu la possibilité d'une contamination croisée en réalisant des analyses
phylogénétiques, la présence d’'une contamination croisée qui aurait eu lieu lors de la
préparation des échantillons reste fortement probable. En effet, avec une contamination
majeure, les consensus générés peuvent étres des mélanges de séquences de plusieurs
virus et I'analyse phylogénétique n’est donc pas fiable pour exclure la possibilité d’une
contamination croisée.

Il est intéressant de noter que des virus de plantes ont également été trouvés dans presque
tous les échantillons, ce qui avait déja été signalé dans des poumons humains et de souris.
Enfin, grace aux récents progrés de la métagénomique, des virus commensaux non
pathogenes ont pu étre identifiés notamment des virus de la famille de Anelloviridae, parmi
lesquels trois genres majeurs : Torque Teno Virus (TTV), Torque Teno Mini Virus (TTMV) et
Torque Teno Midi Virus (TTMDV)>>372373 Les Anelloviridae représentent la famille de virus
la plus répandue dans le virome respiratoire bien que leur réle reste a définir2°1374,

Le virome extracellulaire respiratoire est hautement variable d’un individu sain a un autre.
De plus, il semble que la diversité et I'abondance virale diminue lorsque I'on descend le long
de I'arbre trachéo-bronchique3’*. Il semble également que la diversité virale soit hautement

dépendante de la région échantillonnée®’>. Des variabilités peuvent également étre
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observées en fonction de I'age, du statut immunitaire, de I'exposition face a certains
facteurs environnementaux, alimentaires ou héréditaires.

Une étude caractérisant le virome respiratoire a mis en évidence que le virome pulmonaire
résident est probablement établi chez les enfants en bonne santé au cours des deux
premieres années de vie, ce qui peut également avoir un impact sur le développement du
systéme immunitaire3’3. Cependant, les dynamiques d’acquisition du virome ne sont pas

encore totalement élucidées.

4.3 Role du virome chez I'individu sain

Les roles potentiels du virome dans la santé ne sont pas encore clairement définis.
Initialement les virus d’eucaryotes n’étaient considérés que comme des pathogénes, alors
gue désormais la notion de virus commensaux voire mutualistes est de plus en plus mise en
évidence. En effet, alors que les virus d’eucaryotes pathogénes pour I'homme sont bien
étudiés, des virus d’eucaryotes du virome notamment les Anelloviridae, ne sont pas
considérés comme pathogéne et pourraient méme avoir un lien étroit avec le systéme
immunitaire?8%37¢, De plus, il semble exister un réle protecteur du virome eucaryote face
aux infections bactériennes. Une étude réalisée chez la souris montre par exemple que
I'infection un cytomégalovirus (CMV) murin ou un virus Esptein-Barr (EBV) confére une
protection contre Listeria monocytogenes et Yersinia pestis>>3’7. Un autre exemple qui
soutient cette hypothése est celui du ralentissement de la progression du VIH chez les
patients co-infectés avec le virus GB virus type C (GBV-C) ou virus de I'hépatite G
(HGV)378373, Bien que I'on puisse observer des effets positifs a la suite des infections
chroniques latentes, comme par exemple le CMV capable d’augmenter la réponse

immunitaire antigrippale3

, ou encore I'EBV qui pourrait avoir un réle protecteur contre
I’atopie381-382; j| ne faut pas négliger le fait qu’en maintenant un état pro-inflammatoire
chronique, certains virus seraient plutot responsables d’'une susceptibilité accrue aux

infections par d’autres virus potentiellement plus virulents ou induire des effets

oncogénes383-383,
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Le role des bactériophages du virome est mieux connu. Dans un premier temps, ils peuvent
modifier par différents mécanismes, la composition des communautés bactériennes afin de
maintenir un niveau élevé de diversité bactérienne. Une majorité de phages a cycle lytique
vont éliminer via un phénomene de lyse les bactéries les plus abondantes, permettant a
d’autres bactéries de se développer et induisant le maintien de la diversité. A I'opposé, les
phages a cycle lysogénique, présent sous forme de provirus, auraient la possibilité d’étre
activés pour lyser leur bactérie hote en cas de stress, permettant ainsi la restauration des
capacités métaboliques du microbiote apres des épisodes majeurs de perte de diversité. Les
phages participent donc a la stabilisation du microbiote bactérien ainsi qu’au
rétablissement de celui-ci aprés un déséquilibre. Par ailleurs, les phages lysogéniques
participent a la constitution d’un réservoir de genes dont des genes de résistance aux
antibiotiques et certains facteurs de virulence, grace a leur propriété d’intégration dans le
génome bactérien>>388, Un autre réle attribué aux phages du microbiote est celui de
barriére contre les pathogenes bactériens. En effet, on trouve une forte concentration de
phages a cycle lytique dans les muqueuses au niveau du mucus constituant notre premiere
barriere de défense contre les bactéries qui s’attachent aux parois cellulaires. Les
mécanismes de cette concentration de phages dans le mucus ne sont pas entierement
compris®®’.  Une étude récente a montré que I'environnement muqueux permet une
cohabitation stable entre les phages et les bactéries, et que les phages sont capables de
s’adapter grace a des mutations ou recombinaison génétique388. Enfin, les phages
interagissent également directement avec le systéme immunitaire humain bien que les

mécanismes de ces interactions soient encore mal connus.
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4.4 Impact du virome sur I'évolution des IRA virales.

Les récentes études sur le virome ont mis en évidence qu’une dysbiose de celui-ci pourrait
étre impliquée dans les formes sévéres de certaines maladies mais aussi dans plusieurs
pathologies chroniques. Les premiéeres études se sont concentrées sur les maladies
chroniques inflammatoires de I'intestin, et ont permis de montrer une augmentation de
I’'abondance des phages entériques associée a une diminution de la flore bactérienne.
Cependant, des études complémentaires sont nécessaires afin de déterminer si ces
différences d’abondance prédisposent a une pathologie inflammatoire ou sont plutot la
conséquence de I'inflammation. De plus en plus d’études se sont également intéressées a
la caractérisation du virome chez les personnes immunodéprimées ou ayant subi une
transplantation récente. Il a notamment été observé une augmentation de I'abondance du
virome sanguin mais aussi dans les LBA en particulier des Anelloviridae®>3%°. En effet, il a été
démontré que les patients transplantés avaient une charge virale significativement plus
élevée que les témoins sains dans les prélévements oropharyngés et les LBA3, Cette
augmentation de I'abondance était corrélée a I'immunosuppression et bien que I'impact
réel de cette augmentation ne soit pas connu, cette famille virale pourrait étre utilisée
comme marqueur prédictif afin de déterminer les profils a risque infectieux élevé ou a
risque de rejet de greffe par exemple. Des études sur population pédiatrique ont révélé que
les enfants atteints d’une IRA sévére présentaient des charges de TTV visiblement plus
élevées que les enfants souffrant d'une IRA moins grave3®. Les charges élevées de TTV
pourraient également contribuer aux déséquilibres lymphocytaires au cours des IRA3%. En
effet, Maggi et al, ont mis en évidence une corrélation inverse entre les pourcentages de
lymphocytes T totaux et de lymphocytes T auxiliaires et le taux de détection de 7TV dans le
sang de 40 enfants souffrant d’IRA. Par ailleurs, il y avait également une corrélation positive
entre les pourcentages de lymphocytes B CD19 et le taux de détection du TTV3%L,

Si le bactériome est modifié au cours des IRA, des études cliniques récentes ont montré que
la composition du virome eucaryote était également modifiée. En effet, plusieurs études

ont caractérisé le virome chez les personnes atteintes d'infections virales aigués, et ont
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montré une abondance excessive de I'organisme responsable de l'infection. Une étude
chinoise du virome nasopharyngé d’enfants hospitalisés pour IRA, a mis en évidence une
diversité plus importante du virome chez les enfants ayant une infection respiratoire. Leurs
échantillons nasopharyngés étaient principalement colonisés par des Paramyxoviridae,
Coronaviridae, Parvoviridae, Anelloviridae, Orthomyxoviridae, Picornaviridae et
Adenoviridae. En comparaison, chez les 15 enfants sains sans symptomes respiratoires, le
virome était principalement composé d'Anelloviridae®’?.

En caractérisant les changements de composition du virome respiratoire et du profil des
cytokines de maniére longitudinale dans des prélévements d'enfants atteints d’'une IRA ou
d’IRA a répétition, Li et al, ont mis en évidence différents facteurs significativement associés
a la susceptibilité de développer fréquemment des IRA3?2, L'abondance relative des phages
de Propionibacterium étaient significativement plus élevée dans le virome respiratoire des
enfants présentant des IRA récurrentes, tandis que les phages de Lactococcus présentaient
une tendance inverse32. De plus, la présence des phages de Propionibacterium était
associée a des niveaux plus élevés de TIMP-1 et de PDGF-BB, permettant ainsi d’utiliser ces
deux cytokines comme biomarqueur potentiel d’IRA récurrentes3?,

La composition du microbiote avant, pendant et aprées une IRA virale, a un impact sur
I’évolution et la sévérité des IRA. Par ailleurs, de hombreux mécanismes d’interactions
trans-régnes (c’est-a-dire entre les différents composants du microbiome et la génétique
de I'héte) directs et indirects via le systeme immunitaire de I'hGte nécessitent d’étre
caractérisés. Ces études sont importantes puisque la perturbation globale du microbiome
lors d’une IRA virale pourrait impacter le développement d’infections et de pathologies
respiratoires ultérieures chez les jeunes enfants!®03103933%4  poyr le moment, ces

interactions ont été principalement décrites au niveau intestinal.

En conclusion, les années a venir seront sans aucun doute témoins de nombreuses autres
études démontrant les associations du virome avec diverses maladies. Ces recherches

supplémentaires pourraient aider a élucider le role et la composition du virome résident
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entre les formes séveres et non séveres d’une infection ainsi que I'impact du virome sur la
progression de la maladie. De plus, la majorité des études publiées sur le virome pulmonaire
étant concentré sur la communauté des virus a ADN, peu de choses sont connues sur le role
des virus a ARN, tant chez les individus sains que dans les états pathologiques. Enfin, il faut
espérer que les prochaines études permettront également de réduire de maniere

significative la fraction de la matiere noire virale.

5 Mycobiome

Alors que les maladies pulmonaires fongiques sont désormais répandues et constituent une
préoccupation mondiale croissante, les études sur la composante fongique appelée
"mycobiome" représente un domaine largement sous-étudié. A ce jour, quelques études se
sont intéressées au mycobiome digestif ou cutané mais trés peu se sont focalisées sur le
mycobiome pulmonaire. Le développement de méthodes indépendantes des cultures a
permis d'élargir nos connaissances sur les mycobiomes présents dans différents sites
corporels et leur association avec les maladies?®®3%. Cependant, une revue de littérature
réalisée en 2017 cite I'existence de moins de dix études décrivant la composition fongique
du microbiome a l'aide de techniques de séquencage NGS3%. Malgré le peu de données
disponibles dans ce domaine, il semble y avoir de nombreux paralléles entre les composants
fongiques et bactériens du microbiome, comme la présence de certaines especes fongiques
chez des individus en bonne santé et I'existence d’une variabilité interindividuelle
significative dans la diversité des espéces détectées36:3%7,

Le mycobiome pulmonaire sain s'est avéré étre principalement composé de membres des
genres Cladosporium, Eurotium, Penicillium, Aspergillus, Candida et Pneumocystis3®’.
D’autres études ont également mis en évidence la présence des genres Malassezia et
Saccharomyces®**3%. La communauté fongique semble plus stable que la communauté

bactérienne, en particulier face a [lutilisation d’antimicrobiens3%,

Le mycobiome
pulmonaire sain differe de celui observé chez les patients souffrant de maladies

respiratoires inflammatoires chroniques telles que I'asthme, la BPCO, la mucoviscidose et
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la bronchectasie3®. Chez les patients atteints d'asthme, de BPCO ou de mucoviscidose, une
diminution de la diversité fongique a été observée3®>3%7, Cette faible diversité pourrait étre
liée a une fonction pulmonaire plus faible qui serait influencée par une prolifération
fongique et/ou la perte de certaines espéces fongiques3®>3%/. Cependant, certaines
données expérimentales semblent contradictoires et il n’y a pour le moment a notre
connaissance pas de données sur la composition du microbiote respiratoire fongique cours

d’une IRA virale.

Réle du mycobiome : bénéfique, commensal ou pathogéne ?

Le role pathogene de certaines espéces fongiques a largement été étudié, notamment les
cas de surinfection a Aspergillus lors d’infections virales3*>4%, En revanche, les liens
éventuels entre diversité du mycobiome et la progression de certaines pathologies
respiratoires ne sont quant a eux pas clairement définis. Pour certaines pathologies, comme
les maladies inflammatoires de l'intestin ou I'hépatite B chronique par exemple, la diversité
des champignons présents est proportionnelle a la progression de la maladie alors que dans
d’autres pathologies, comme la mucoviscidose ou les allergies, la diversité fongique est
inversement proportionnelle 3 la progression de la maladie3%>4%, || est donc difficile de tirer
une conclusion sur la corrélation entre les maladies et la diversité fongique. Chez les
personnes atteintes de maladies infectieuses, la diversité fongique est plus susceptible
d'avoir une corrélation positive avec le statut de la maladie, puisque les champignons
peuvent exacerber l'infection. Cependant, il est également possible que la progression de
la maladie et la diversité fongique soit inversement proportionnel dans le cas ou
I’environnement deviendrait moins adapté a la croissance fongique par dysfonctionnement

pulmonaire notamment via le mucus comme observé pour la mucoviscidose?8°,
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6 Réponse immunitaire et microbiome pulmonaire

Des études sur modele murin ont montré que le microbiome pulmonaire pouvait influencer
la réponse immunitaire de I'hdte au niveau local. En effet, lorsque le microbiome
commensal était absent, I'activité antibactérienne exercée par les macrophages alvéolaires
était compromise et la clairance des bactéries potentiellement pathogénes diminuée®®?,

Le microbiome joue également un réle important dans la réponse pulmonaire a une
infection virale. Des études sur des modeles murins ont par exemple démontré que les
bactéries commensales des voies aériennes supérieures protegent les souris de la mort
suite a l'infection par le virus de la grippe grace a l'activation des macrophages en
macrophage M2, qui sécretent des médiateurs anti-inflammatoires tels que I'lL-10 et le TGF-
B2 Une récente étude a mis en évidence une inflammation plus précoce et plus
importante dans le poumon de souris axéniques comparé a celui de souris sans pathogene
spécifique apres administration intranasale de LPS, un composant des bactéries Gram-
négatives?®3, Dans cette méme étude, des explants pulmonaires ont été infectés par le VRS,
ce qui a entrainé une plus grande inflammation pour les explants des souris axéniques*®,
Chez 'homme, Diaz-Diaz et al., ont mis en évidence que l'abondance des profils
d'Haemophilus et de Streptococcus était associée a une surexpression significativement plus
importante des voies de signalisation des TLR et des neutrophiles ainsi qu’a une plus grande
sévérité clinique de I'infection a VRS33*. Ces différentes études suggérent que le microbiote

est impliqué dans la maturation du systéme immunitaire inné pulmonaire.
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7 Interactions trans-régnes

Lors d’une IRA virale, les virus pathogénes responsables de l'infection sont les principaux
constituants du virome. Il existe des interactions trans-regnes capables de modifier la
pathogéneése virale de maniere bénéfique pour I'h6te ou le virus mais il y a peu d’études sur
les interactions dans les poumons sains, les études s’étant surtout concentrées sur I'étude

des interactions au niveau digestif%4,

7.1 Interactions Virome/Bactériome respiratoire

En dehors des études montrant le réle du bactériome dans les IRA virales décrites
paragraphe 3.6 de ce chapitre, des études récentes sur des modeéles in vitro de cellules
épithéliales respiratoires et murins de la pathogénése virale ont mis en évidence des
interactions directes et indirectes, entre le bactériome et les virus pathogénes capables de
maintenir une immunité antivirale ou de favoriser la pathogénicité voire la sévérité des IRA
virales?’83% Cependant, toutes n’ont pas encore été prouvées chez I'homme.

L'exemple historique le plus connu d'interactions virus/bactérie dans les voies respiratoires
est peut-étre celui de la pandémie de grippe espagnole de 1918, au cours de laquelle des
millions de personnes sont mortes d'une pneumonie bactérienne secondaire aprés une
premiére infection par le virus de la grippe A%%. L'un des principaux modes d'action par
lequel les virus respiratoires prédisposent les individus aux infections bactériennes
secondaires est la perturbation de la barriére épithéliale des voies respiratoires, qui facilite
I'adhésion des pathogénes bactériens?’92°14% S pneumoniae, H. influenzae et S. aureus,
sont les trois bactéries majeures, a la fois commensales et pathogenes retrouvées au niveau
du microbiome respiratoire, et responsables des surinfections bactériennes suite a une
infection par un virus influenza334345,

Des études plus fines afin de rechercher de potentielles interactions entre virus et bactéries
pathogenes au niveau respiratoire ont été mises en place. Bien que moins étudiés que pour
le virus influenza, d'autres virus pathogenes a tropisme respiratoire prédisposent

également a un risque de surinfection bactérienne et a des formes respiratoires sévéeres. En
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effet, comme pour le virus influenza, une infection a VRS prédispose les populations
vulnérables a une seconde infection pulmonaire bactérienne via des interactions directes
entre le VRS, S. pneumoniae et H. influenzae3344%7,

Par ailleurs, le bactériome peut également favoriser l'infection virale. Par exemple, H.
influenzae pourrait faciliter I’entrée du Rhinovirus et du VRS dans la cellule respiratoire en
induisant la surexpression du récepteur d’adhésion ICAM-1 a la surface de I'épithélium
respiratoire et en régulant a la hausse la production de cytokines pro-inflammatoires,
augmentant ainsi la sévérité de I'infection?°:34>4%8 Un autre exemple est celui des bactéries
sécrétant des protéases qui vont en clivant la HA virale du virus influenza permettre la
fixation au récepteur cellulaire3%.

Des mécanismes décrits uniguement au niveau digestif pourraient également exister au
niveau respiratoire comme par exemple I'interaction entre les LPS de certaines bactéries et
les virus permettant d’accéder a certains TLR et favorisant ainsi leur propre passage par
inhibition de la réponse antivirale°?,

La présence d'especes bactériennes spécifiques dans le bactériome respiratoire peut
également entraver les infections virales. En effet, le microbiome bactérien est capable de
favoriser une certaine immunomodulation ce qui permet de réguler la pathogenése virale
en limitant les dégats tissulaires liés a I'exacerbation inflammatoire en réponse a l'infection
par un virus. Drajac et al, ont étudié I'influence du microbiome pulmonaire sur la réponse
cytokinique a la suite de I'infection par le VRS en utilisant des explants pulmonaires de souris
axéniques ou élevées en conditions EOPS (exempt d’organisme pathogene spécifique). Le
tissu pulmonaire dépourvu de flore bactérienne (souris axéniques) présentait une
production de cytokines pro-inflammatoires significativement plus forte bien que la
réplication virale était identique dans les deux types d’explants#1°,

Plusieurs études sur modéle murin et sur le virus Influenza ont également pu montrer
I'importance de l'intégrité du microbiome respiratoire sur la tolérance aux infections
virales. En effet, Wang et al, ont prouvé que les souris EOPS étaient plus sensibles a

I'infection que les souris sauvages (contrdle). De plus, via I'administration intranasale de
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bactéries commensales, ils ont mis en évidence que les atteintes histopathologiques des
souris EOPS était fortement réduites*'!. Une étude similaire a mis en évidence une
réduction des altérations pulmonaires chez les souris sauvages possédant un microbiome
sain®'?2, En effet, aprés traitement par un cocktail d’antibiotiques induisant une
dénaturation du microbiome, les souris infectées par le virus influenza A présentaient une
forme séveére de la maladie associée a une diminution de la capacité de migration des
cellules dendritiques ainsi que de la concentration en cellules lymphocytaires T spécifiques
au niveau tissulaire. Ces deux facteurs contribuaient ainsi au maintien d’une charge virale
élevée dans les poumons induisant une altération pulmonaire plus importante. Par ailleurs,
il a été montré que I'administration de probiotique chez des souris préalablement traitées
par antibiotique permettait une restauration du microbiome et de ce fait une restauration
de la réponse immunitaire favorisant ainsi la clairance virale*3.

Ces différentes études prouvent que lorsque le microbiome est altéré, la pathogénese est

augmentée et la réponse immunitaire inadaptée.

7.2 Interaction Virus/Mycobiome respiratoire

Si les interactions virus-bactéries sont les plus décrites dans la littérature, un nombre plus
restreint d’études in vivo se sont intéressées aux interactions entre virus pathogénes
respiratoires et surinfection fongique. Plusieurs études de cas ont mis en évidence une
augmentation significative d'aspergillose pulmonaire invasive lors de la circulation de virus
respiratoires notamment par le virus influenza HIN1, VRS et adénovirus3*>*14, Il n’existe pas
encore de données prouvées in vivo pour caractériser des mécanismes d’interactions

directs ou indirects via I'immunité de I'hote.

7.3 Interaction Virus/phageome respiratoire

Les bactériophages peuvent avoir un impact indirect sur les infections virales par le biais de
la régulation du bactériome. Par ailleurs, il existe aussi des effets directs entre les
bactériophages et les virus pathogenes. En effet, les bactériophages possedent de

nombreux motifs moléculaires caractéristiques des micro-organismes appelés « pathogen-
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associated molecular pattern » (PAMP) communs aux virus pathogénes qui peuvent donc
stimuler la réponse immunitaire de I’héte3*. Les bactériophages peuvent également limiter
I'infection virale par compétition au niveau des récepteurs cellulaires, c’est le cas
notamment du phage T4 qui entre en compétition avec I'EBV au niveau de la muqueuse
intestinale par exemple*. Jusqu’a présent les phages étaient uniquement utilisés pour les
thérapies antibactériennes, mais il serait intéressant d’étudier leur potentiel antiviral

également.

7.4 Interaction Bactériome/Mycobiome

Certaines études ont mis en évidence une corrélation positive entre l'apparition de
bactéries et la présence de champignons, par exemple la surinfection par Mycobacterium
se produit parfois en méme temps que l'aspergillose?®. Il a également été démontré in vitro
et in vivo que la formation de biofilms par S. aureus, S. pneumoniae et Pseudomonas
aeruginosa endommage les épithéliums respiratoires, ce qui permet aux biofilms fongiques
de se développer, par exemple Pseudomonas aeruginosa stimule la croissance d'Aspergillus
fumigatus?®*.

Dans d'autres cas les bactéries entrent en compétition avec les champignons. Par exemple,
la croissance des espéces de Candida est limitée en présence de Pseudomonas aeruginosa
chez les patients atteints de mucoviscidose?®®. Cette inhibition de la croissance fongique
peut s’expliquer par une compétition au niveau des besoins nutritionnels ainsi que des sites

de fixation sur les cellules hotes.
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8 Conclusion

Les observations cliniques des surinfections respiratoires aprées une IRA virale ont largement
motivé la recherche de mécanismes d’interactions directs et indirects entre les virus
respiratoires et les microorganismes commensaux responsables d’une surinfection. Les
études réalisées suggerent que le microbiome peut jouer un réle dans la régulation de
I'immunité innée de I’h6te face aux infections virales, modulant ainsi la gravité des IRA. A
coté du role du microbiome respiratoire, de nombreuses études suggerent que le
microbiome digestif est également impliqué dans les IRA. Cependant, il est important de
noter que les différentes études réalisées n‘ont fait qu’entrevoir une faible partie des
mécanismes liant microbiome et réponse de I’'hote. En effet, jusqu’a présent, la majorité
des études visant a explorer le microbiome respiratoire ont été réalisées de maniere
séquentielle, c’est-a-dire découpée selon les trois classes d’agents infectieux : bactérie,
virus, champignons. Au vu des interactions complexes mises en évidence entre ces
différents régnes, il est nécessaire de développer une approche plus globale afin d’étudier
simultanément les différentes communautés microbiennes ainsi que la réponse de I'h6te
face a l'infection au cours du temps. De plus, certains mécanismes d’interactions étant
encore peu connus au niveau respiratoire, de futures études devraient s’intéresser aux
interactions directes virome-mycobiome et mycobiome-bactériome, ainsi qu’au role du
virome (de procaryote et d’eucaryotes) et du mycobiome dans I'immunité antivirale
respiratoire. Enfin, les découvertes soulignent aussi la nécessité de développer de nouvelles
thérapies a base de probiotiques et d’identifier de potentiels biomarqueurs prédictifs de

sévérité.
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Chapitre 4 Projet VIBRAFLU

1 Contexte et hypotheses

La gravité des infections respiratoires aiglies (IRA) est déterminée par des interactions
complexes entre le/les virus infectants, les facteurs environnementaux et les facteurs liés a
I'note. Ces interactions sont encore mal comprises et l'issue de la maladie n'est pas
prévisible au moment de l'infection du patient.

Des études récentes suggerent que le microbiome respiratoire est impliqué dans la
détermination de l'incidence et de la gravité des IRA. La plupart des études sur le
microbiome se sont concentrées sur sa composante bactérienne, et la composition et le
role du virome respiratoire pendant I'IRA restent a identifier. L'impact de la composition du
bactériome respiratoire sur la gravité de la bronchiolite est de plus en plus étudié mais reste
controversé. Les interactions au sein du microbiome (interactions trans-régnes) sont de plus
en plus impliquées dans I'évolution de diverses maladies telles que le sida, les maladies
inflammatoires de l'intestin ou les infections virales entériques mais n'ont pas été encore
été étudiées au niveau respiratoire.

En raison de I'hétérogénéité du microbiome respiratoire chez I'homme, de grandes études
prospectives sont nécessaires pour établir un lien entre le microbiome respiratoire et la
gravité des IRA chez les enfants.

Le projet ViBraFlu vise a identifier les interactions entre les communautés virales et
bactériennes au sein du microbiome respiratoire et leur impact sur les réponses
transcriptomiques de I'héte lors d’IRA chez les enfants dans le but de définir des

biomarqueurs pronostic de la sévérité.
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Nos hypothéses sont que :
- Les interactions entre le virome et le bactériome influencent la réponse de I'h6te
face a l'infection et déterminent ainsi l'issue de la maladie,
- Les signatures composées d'ADN/ARN humain, viral et bactérien pourraient étre
utilisées comme biomarqueurs pour identifier les patients risquant de développer

des formes séveres.

2 Objectifs de la these

Les objectifs de ce travail de these ont donc été de caractériser les changements dans la
composition du virome respiratoire (virus d’eucaryotes et de procaryotes) et du bactériome
respiratoire associés aux IRA séveres afin 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 dés les temps précoces de
la maladie. Les réponses transcriptomiques respiratoires de I'hote face a l'infection ont
également été étudiées pour déterminer un potentiel impact du microbiote dans la réponse

aux IRA.

Dans un premier temps, nous avons analysé les dossiers cliniques des patients provenant
d’une cohorte d'enfants de moins de 5 ans admis aux urgences pédiatriques des Hospices
Civils de Lyon (HCL) pour un syndrome grippal aigué pendant les hivers 2015-2017 afin de
les classer en deux groupes : (1) ceux atteints d’une IRA des voies respiratoires supérieures
(URTI ou infection bénigne), (2) ceux atteints d’une IRA des voies respiratoires inférieures

(LRTI ou infection sévére) (Partie Résultats, Chapitre 1).

Ensuite, nous avons étudié les populations virales constituant le virome respiratoire des

patients de la cohorte en les corrélant aux données cliniques (Partie Résultats, Chapitre 2).

De la méme maniére, nous avons étudié les populations bactériennes constituant le
bactériome respiratoire des patients de la cohorte, en corrélant les données du microbiote

bactérien aux données cliniques (Partie Résultats, Chapitre 3).
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Enfin, les réponses transcriptomiques respiratoires de I'héte face a l'infection ont

également été étudiées et corrélées aux données cliniques (Partie Résultats, Chapitre 4).

L’analyse conjointe de ces données multi-omiques n’a pas pu étre réalisé dans le cadre de
cette these et sera poursuivi pour mettre en évidence d’éventuelles interactions trans-

régnes en lien avec la sévérité des bronchiolites.
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Partie B : Résultats
Chapitre 1 : Cohorte VIBRAFLU

1 Méthodes

1.1 Type d’étude
Il s’agit d’'une étude monocentrique et prospective menée en période épidémique au sein
des services des urgences pédiatriques des Hospices Civils de Lyon (HCL) pendant les hivers

2015-2017 (de décembre a mars).

1.2 Echantillons et population

Les prélévements respiratoires ont été recueillis de maniére prospective pour 144 patients
admis a I'unité d'hospitalisation de courte durée (UHCD) de I'Hopital Femme Mére Enfant
(HFME) pour un syndrome grippal aigué pendant les hivers 2015-2017. Parmi ces 144
prélevements, 138 aspirations nasopharyngées (ANP) et 6 nez-gorge (NG) ont été collectés
par les infirmieres du service puis aliquotés dans deux cryotubes : un avec seulement le
prélevement pour les axes d’études virome et bactériome respiratoire et un contenant du
RNA later (Qiagen, Hilden, Allemagne) pour I'axe d’étude transcriptome humain. Les

prélévements ont été conservés a -80°C jusqu'a l'analyse.

Les critéres d’inclusion étaient les suivants :
- Patients agés de moins de 5 ans,
- Patients admis a l'unité d'hospitalisation de courte durée (UHCD) pour IRA pendant

la saison hivernale (dates d’inclusions pour les deux saisons : de décembre a mars).

Les criteres d’exclusion étaient les suivants :
- Enfants présentant une comorbidité significative associée (pathologie chronique
respiratoire dont mucoviscidose et dysplasie bronchopulmonaire),
- Enfants présentant une cardiopathie congénitale mal tolérée (cyanogene,
défaillance cardiaque avec traitement),

- Enfants présentant une immunodéficience connue.
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1.3 Diagnostique virologique

Le diagnostic virologique a été réalisé sur des échantillons collectés dans un milieu de
transport virocult® et envoyés immédiatement au laboratoire de virologie.

L’extraction des acides nucléiques a été réalisée avec I'automate NucliSens easyMAG
(Biomerieux, Marcy I'Etoile, France) en sélectionnant le protocole spécifique B. La recherche
de virus respiratoire a été réalisée par RT-PCR en temps réel, en utilisant le kit Respiratory
Multi Well system MWS r-gene® (Biomerieux, Marcy I'étoile, France) sur la plateforme ABI
7500 (AppliedBiosystems, Foster City, Cal.) pour les VRS, Métapneumovirus, Grippe A/B et
pour quelques échantillons pour les Picornavirus (Rhinovirus et Entérovirus).

Une estimation semi-quantitative de la charge virale a été obtenue, via la détermination
d’un Cycle seuil de détection (« Cycle threshold » ou Ct). Une charge virale a été considérée

comme élevée lorsque le Ct était inférieur a 20, comme indiqué dans la littérature®3,

1.4 Collecte des données cliniques et variables recueillies
Pour les patients inclus, les données suivantes ont été recueillies :

- Les caractéristiques démographiques (dont les facteurs exposant au risque d’évolution
défavorable de la bronchiolite) : sexe, prématurité, dge a I'admission aux urgences,
exposition a un tabagisme passif, fratrie, mode de garde, présence ou non d’un
allaitement.

- Les caractéristiques cliniques lors de I'admission : SpO2, Fréquence respiratoire (FR) et
poids.

- Les caractéristiques cliniques lors de la prise en charge : Sp02 la plus basse, FR la plus
haute, nécessité de support ventilatoire et/ou alimentaire, nécessité de
supplémentation en O2.

- Le lieu et la durée d’hospitalisation (unité d’hospitalisation de courte durée (UHCD) ou
soin intensif).

- Les caractéristiques virologiques : présence ou non d’une co-infection virale, mesure de

la charge virale.
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Toutes les données n’ont pas pu étre recueillies pour I'intégralité des patients admis. Le
recueil de ces données a été réalisé via une fiche de renseignement remplie par les
médecins ou étudiants des services lors de I'hospitalisation des patients, et quand

nécessaire complété via les données mises a disposition dans le logiciel Easily.

1.5 Classification Clinique

En fonction de leur évolution clinique apreés la collecte de I'échantillon, les patients ont été
classés en deux groupes : URTI (bénins : en I'absence de complication) ou LRTI (séveres :
présentant des complications respiratoires). Les critéres utilisés pour classer les enfants
dans le groupe LRTI étaient les suivants : infection respiratoire avec toux ou difficulté a
respirer (signe de lutte intense), et fréquence respiratoire élevée selon les criteres de I'OMS
(si < 2 mois : > 60 respirations par minute ; si 2-12 mois : >50 respirations par minute ; si >
12 mois : > 40 respirations par minute)*®41® ou nécessité de supplémentation en oxygéne
avec ventilation invasive ou non invasive ou Sp0O2 <93%. Les patients hospitalisés en unité
de soins intensifs pour complications respiratoires ont également été classés dans le groupe

LRTI.

1.6 Ethique

Les échantillons respiratoires ont été collectés pour les analyses de routine nécessaires a la
prise en charge de la maladie pendant le séjour a ['hopital et aucun échantillon
supplémentaire n'a été prélevé pour cette étude. Conformément a la législation francaise
relative a ce type d'étude, le consentement écrit des participants n'était pas requis pour
['utilisation des échantillons cliniques collectés et anonymisés (loi de bioéthique numéro
2004-800 du 6 ao(t 2004). Au cours de leur hospitalisation aux HCL, les patients ont été
informés que leurs données, y compris les échantillons cliniques, pouvaient étre utilisées a

des fins de recherche sauf en cas d’opposition de leur part.
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2 Résultats

2.1 Caractéristiques démographiques de la cohorte

La moyenne d’age était de 6 mois dont 77,8% avaient moins de 7 mois, 53,5% moins de 3
mois et 20,1% moins d’un mois. Il existait une prédominance masculine avec 56,3% de
garcons. Seuls 21 patients (14,6%) présentaient un terme de naissance < 36 SA (semaines
d'aménorrhée). 24,3% des patients bénéficiaient d’un allaitement maternel, 34% d’un
allaitement artificiel et 18,1% d’un allaitement mixte. A noter que 22,9% des patients en
étaient déja a I'étape de diversification alimentaire. La majorité était gardée de maniere
individuelle (81,2%) et il y avait seulement 22,2% d’enfant unique. 63% des foyers

déclaraient la présence d’un tabagisme passif.

Les données concernant les caractéristiques démographiques des patients contenus dans
les groupes URTI et LRTI sont décrits dans le Tableau 10. Aucun des criteres observés (Sexe
masculin, prématurité, type d’allaitement, mode de garde, présence de fratrie et tabagisme
passif) n’étaient significativement associés a la sévérité, excepté I'age (inférieur a 2,8 mois)

gui avec une p-value égale a 0,0324 était associé a la sévérité.
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Tableau 10 Caractéristiques des patients inclus dans la cohorte ViBraFlu

URTI n=47 (32,6%) LRTI n=97 (67,4%) p-value
Variables N (%) NA (%) N (%) NA (%)
Sexe masculin 24 (51,1) 57 (58,8) 0,4876
Age < age médian 2,8 mois 30 (63,8) 42 (43,3) 0,0324
° Prématurité < 36 SA 4 (8,5) 17 (17,5) 0,2358
< Maternel 10 (21,3) 25 (25,8)
% Allaitement Ar.tiﬁciel 16 (34) 33(34) 0.9161
= Mixte 9(19,1) 17 (17,5)
a Diversification | 12 (25,5) 21 (21,6) 1(1)
Garde en collectivité 9(19,1) 16 (16,5) 2(2,1) 0,9160
@ Fratrie 15 (31,9) 17 (17,5) 0,0830
Tabagisme passif 21(44,7) | 5(10,6) | 42(43,3) 9(9,3) 0,9563
Z |Saturation <95% 3(6,4) 1(2,1) 23 (23,7) 0,0240
35
[S)
& | FR > 60/min 1(21) | 3(64) | 31(32) 3(3,1)
< 0,0002
Saturation < 95% 6(12,8) 1(2,1) 68 (70,1) 5,67E-10
FR > 60/min 3(6,4) 3(6,4) 49 (50,5) 1,63E-06
c Support ventilatoire 1(2,1) 64 (66) 1,91E-12
2 | Supplémentation en 02 1(2,1) 63 (64,9) 4,07E-12
2 Support alimentaire 0(0) 49 (50,5) 6,19E-09
%_ Durée d'hospitalisation > 3 jours 8(17) 1(2,1) 46 (47,4) 2(2,1) 0,0008
a UHCD 47 (100) 91 (93,8) 0,1946
T o Soin intensif | 0 (0) 5(5,2) 0,2718
Lieu d'hospitalisation .
Retour a
domicile 0(0) 1) 1
VRS 13 (27,7) 70(72,2) 1(1) 6,66E-07
.g_JD Grippe 10 (21,3) 4(4,1) 0,0031
S MPV 4 (8,5) 16 (16,5) 1(1) 0,2872
'§ Picornavirus 2(4,3) 39 (83) 3(3,1) 82 (84,5) 1
Sans étiologie retrouvée 1(2,1) |17(36,2) 0(0) 10 (10,3) 0,5753

Abréviations : SA : semaines d'aménorrhée ; FR: fréquence respiratoire ; UHCD : unité d’hospitalisation de courte

durée ; RAD : retour a domicile.

2.2 Présentation clinique a I'admission et évolution clinique

Concernant la présentation initiale, 18,1% de patients présentaient une hypoxémie (Sp02
(Saturation pulsée mesurée avec un oxymetre de pouls) inférieure a 95%) et 22,2% étaient
polypnéiques avec une FR supérieure a 60/min.
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L’hospitalisation a majoritairement eu lieu en UHCD (95,8%) et la durée d’hospitalisation
était de 3,3 jours en moyenne avec une médiane de 2 jours (0 - 11 jours). 3,5% des
nourrissons ont été transférés en unité de soins intensifs. L’hospitalisation en unité de soins
intensifs durait en moyenne 7,4 jours, avec une médiane a 7 jours (5 — 11 jours). Parmi les
144 patients, 32,6% (n=47) ont été classé LRTI et 67,4% (n=97) étaient classé URTI. La
saturation et la FR a l'accueil et pendant I'hospitalisation, la présence d’un support
ventilatoire ou alimentaire, la nécessité d’'une supplémentation en oxygene et la durée
d’hospitalisation étaient significativement associés a la sévérité.

Les caractéristiques des patients inclus dans chacun des groupes sont résumées dans le

Tableau 10.

2.3 Prévalence des différents virus respiratoires

Les 144 patients ont été testés pour la grippe et seulement 9,7% (n=14) d’entre eux étaient
positifs avec un Ct moyen de 22,26. Parmi eux, 28,6% (n=4) des enfants présentaient une
charge virale élevée. En ce qui concerne le VRS, 143 patients de la cohorte ont été testés et
58% (n=83) étaient positifs avec un Ct moyen de 20,95. Parmi eux, 39% (n=32) des enfants
présentaient une charge virale élevée. 143 patients de la cohorte ont été testés pour le MPV
et 14% (n=20) étaient positifs avec un Ct moyen de 25,16. Parmi eux, 5% (n=1) des enfants
présentaient une charge virale élevée. Enfin, pour les Picornavirus, seulement 23 patients
ont été testés et 21,7% (n=5) étaient positifs avec un Ct moyen de 27,88. Parmi eux, 20%
(n=1) des enfants présentaient une charge virale élevée. Parmi les patients pour lesquels
nous disposions de données virologiques, 4,2% (n=6) présentaient une co-infection virale
respiratoire. Il pouvait s’agir d’une co-infection a VRS/MPV (n=1), VRS/Picornavirus (n=2),
VRS/Influenza (n=2) et MPV/Picornavirus (n=1).

A noter que parmi les patients de la cohorte, pour 0,7% (n=1) des patients, aucun virus
(Influenza, VRS, MPV, Picornavirus) n’a été détecté ; pour 0,7% (n=1) des patients, seul le
virus Influenza avait été recherché et enfin pour 18% (n=26) des patients nile VRS, nile MPV

ni le virus Influenza n’ont été détectés.

120



Les données virologiques des patients des 2 groupes sont décrits dans le Tableau 10.

L’infection par le virus Influenza ou par le VRS était significativement associée a la sévérité.

La répartition du nombre de cas par semaine pour chaque virus est représentée sur la Figure

10.
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Figure 10 Répartition du nombre de cas par semaine pour chaque virus.

Abréviations : VRS : Virus respiratoire syncytial ; MPV : Métapneumovirus.
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3 Discussion/Conclusion

L’étude sur une population pédiatrique a été privilégiée pour plusieurs raisons: (1) les
infections respiratoires aigués virales sont la principale cause de morbidité et de mortalité
chez les enfants, (2) la composition du microbiome respiratoire varie avec I'age, de ce fait,
les études portant sur le microbiome doivent étre stratifiées par age, (3) les enfants ont
moins de maladies sous-jacentes que les adultes et constituent donc une population plus

homogeéne.

Nous n'avons pas pu inclure un groupe d'enfants en bonne santé comme groupe témoin car
cela aurait qualifié cette étude de recherche biomédicale selon la loi Huriet. Ceci nous aurait
contraint a obtenir un consentement écrit des deux parents avant l'inclusion des enfants,
ce qui n’était pas possible dans le cadre d’une étude mise en place dans 'unité d’urgence.
Il s’agira d’une limite pour I'analyse de toutes les données issues de cette thése puisque les
modifications du microbiome et du transcriptome ne pourront étre analysées qu’en rapport

avec la sévérité de I'IRA et non pas la survenue d’une IRA.

Le virus le plus retrouvé dans notre cohorte est le VRS (n= 83 ; 58%), ce qui correspond aux
données répertoriées dans la littérature puisque le VRS est le virus le plus fréquemment
retrouvé lors d’hospitalisation pour IRA chez I’enfant de moins de 5 ans'!. Les autres virus
identifiés dans notre cohorte sont le virus de la grippe, le MPV et les Picornavirus qui ont
également des virus retrouvés dans d’autres études pédiatriques®®. Par ailleurs, seulement
4,2% présentaient une co-infection virale respiratoire alors que les chiffres rapportés dans
la littérature indiquent 26,9% de cas de co-infections!!. Ceci peut s’expliquer par le fait
gu’un grand nombre de patients n’ont pas été testés pour la détection de Picornavirus ou

encore par une charge virale faible donnant lieu a de faux négatifs en PCR.

Comme indiqué dans la littérature'l?°3! |e jeune age était associé a la sévérité dans notre
cohorte. Aucune des autres variables démographiques n’étaient associées significativement

a la sévérité des IRA contrairement a dans la littérature ou le sexe?3%°1 |a prématurité®,
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le type d’alimentation3>3°, |a garde en collectivité?®, la présence de fratrie?® et le tabagisme
passif >>°3 ont été identifiés comme facteur de risque de développer des formes séveéres.
Cette différence peut s’expliquer par la faible taille de notre cohorte mais aussi par une
différence de classification de la sévérité utilisée dans ces études. Les variables cliniques
observées a l'accueil et pendant I'hospitalisation ont quant a elles, toutes été associés
significativement au groupe LRTI. Ceci n’est pas étonnant puisqu'une FR > 60
cycles/minutes, une Sp0O2 < 95%, I'utilisation de support ventilatoire ou alimentaire sont
des critéres observés afin d’évaluer la gravité de la maladie et ainsi orienter la prise en

charge du nourrisson®'8,

Enfin, le principal probleme rencontré lors de cette étude a été le manque de puissance
pour obtenir des statistiques significatives. En effet, la taille de notre cohorte est
relativement faible par rapport au nombre de variables examinées. Cependant, cette étude
descriptive et exploratoire pourra permettre de calibrer de plus importantes études sur de

plus grandes cohortes a I'avenir.
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Chapitre 2 : Caractérisation du virome respiratoire chez I’'enfant

1. Choix du type d’extracteur d’acides nucléiques

1.1 Introduction

Le développement des techniques de séquencage NGS a permis I'étude de population
microbienne entiére contenue dans un échantillon clinique permettant ainsi de détecter
des agents pathogénes non ciblés par la PCR conventionnelle et d'identifier les virus
émergents* /421 Plusieurs études ont utilisé différents protocoles de métagénomique pour
caractériser le virome de différents échantillon (selles humaines, sang, aspirations
nasopharyngées...)374392422423 = mgajs  |'absence  de méthode standard limite
considérablement la mise en place de ces techniques dans les laboratoires de routine*?4,
Une étape cruciale pour la détection des virus a partir d’échantillons cliniques est celle de
I’extraction des acides nucléiques*?. Bien qu'il existe de nombreuses méthodes d'extraction
manuelles et automatiques, des études ont mis en évidence des différences de
performance entre elles. En effet, les méthodes d'extraction peuvent avoir un impact sur
les résultats de qPCR (calcul de charge virale), sur les profils du bactériome ainsi que sur la
détection de certains virus*°>=439, De plus, en fonction des méthodes choisies, d’autres
probléemes sont observés tels que les « cross-contamination » (contamination d'un
échantillon a un autre) ou les contaminations liées au kitome (contaminations provenant
de I'’environnement ou des réactifs de biologie moléculaire sont observés et peuvent avoir

un impact sur la caractérisation du virome humain dans les études de métagénomique*3'-

433_

L'objectif de notre étude était de comparer deux plateformes d'extraction automatisées
couramment utilisées dans les laboratoires de diagnostic, I'eMAG (bioMérieux, Marcy-
I'Etoile, France) et le MagNA Pure 24 (MP24) (Roche, Bale, Suisse), et une méthode
d’extraction manuelle QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne), qui figure
parmi les méthodes les plus populaires utilisées dans les laboratoires de recherche. Les

performances de chaque kit d'extraction ont été évaluées en fonction (1) de leur capacité a
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détecter différents virus a ADN et a ARN dans un échantillon fictif et dans des échantillons

cliniques, (2) de leur taux de cross-contamination et (3) de la détection du kitome.

1.2 Article publié
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Abstract: Viral metagenomics next-generation sequencing (mNGS) is increasingly being used to
characterize the human virome. The impact of viral nucleic extraction on virome profiling has been
poorly studied. Here, we aimed to compare the sensitivity and sample and reagent contamination
of three extraction methods used for viral mNGS: two automated platforms (eMAG; MagNA Pure
24, MP24) and the manual QIlAamp Viral RNA Mini Kit (QlAamp). Clinical respiratory samples
(positive for Respiratory Syncytial Virus or Herpes Simplex Virus), one mock sample (including five
viruses isolated from respiratory samples), and a no-template control (NTC) were extracted and
processed through an mNGS workflow. QIAamp yielded a lower proportion of viral reads for both
clinical and mock samples. The sample cross-contamination was higher when using MP24, with up
to 36.09% of the viral reads mapping to mock viruses in the NTC (vs. 1.53% and 1.45% for eMAG
and QIAamp, respectively). The highest number of viral reads mapping to bacteriophages in the
NTC was found with QIAamp, suggesting reagent contamination. Our results highlight the
importance of the extraction method choice for accurate virome characterization.

Keywords: viral metagenomics; next-generation sequencing; acid nucleic extraction; sample cross-
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1. Introduction

The development of metagenomics next-generation sequencing (mNGS) has enabled the
exploration of whole viral nucleic acids within a clinical sample (human virome) in order to detect
pathogens not targeted by conventional PCR and to identify emerging viruses [1-8]. Several studies
have used various mNGS protocols to explore the human virome in diverse clinical samples,
including human stools [9,10], blood [11,12], cerebrospinal fluid [13,14], human tissues [15,16], and
respiratory tract samples [17-21]. However, the lack of standardization, the cost and duration of
sequencing, and the complexity of bioinformatics analysis critically limit the wide implementation of
mNGS approaches in clinical labs [22].

In particular, the extraction of viral nucleic acids is a crucial step in the molecular detection of
viruses from clinical samples [23]. While there are many manual and automatic extraction methods
available, it is important to choose the most sensitive and reliable one for mNGS. Numerous studies
evaluating different extraction platforms in terms of their viral qPCR performance have found that
the choice of extraction platform has a major impact on the reliability of the diagnostic results [24—
29]. Furthermore, nucleic acid extraction methods can also impact bacteriome profiles [30-32] as well
as the detection of particular viruses with mNGS [16,23,27,29].

Other potential issues related to extraction methods are sample cross-contamination
(contamination from one sample to another) [24,33,34] and contamination by sequences present in
the environment [32,34] or in the molecular biology reagents (referred to as the kitome) [35-37]. In
viral mNGS studies, these two aspects constitute a major concern and must be precisely evaluated
[38—40]. The impact of nucleic acid extraction methods on human virome characterization, kitome,
and cross-contamination has thus far been poorly studied [41,42].

The aim of this study was to compare two automated extraction platforms commonly used in
diagnostic laboratories, the eMAG (bioMérieux, Marcy-1'Etoile, France) and the MagNA Pure 24
(MP24) (Roche, Basel, Switzerland), and one manual QIAamp Viral RNA Mini Kit extraction (Qiagen,
Hilden, Germany), which is among one of the most popular methods used in research laboratories.
The performance of each extraction kit was evaluated in terms of (1) their ability to detect different
DNA and RNA viruses in one mock sample and in clinical samples, (2) their sample cross-
contamination rate, and (3) the detection of the kitome.

2. Materials and Methods

2.1. Design of the Mock Virome

The mock virome included known concentrations of five viruses isolated from respiratory
samples (Table 1). These viruses were selected as representatives of a wide range of virus
characteristics, such as different virion sizes (ranging from 30 to 300 nm), the presence or absence of
an envelope, different genome lengths (ranging from 7 to 150 kb), different genome types (dsDNA,
ssRNA), and different genome compositions (linear, segmented). All the viruses were provided by
the virology laboratory at the university hospital of Lyon (Hospices Civils de Lyon). This mix
contained the cell culture supernatant of Adenovirus 31 (AdV), respiratory syncytial virus A (RSV-
A), herpes simplex virus 1 (HSV-1), influenza A virus, and rhinovirus. For each virus, clinical samples
obtained from hospitalized patients were cultured with the appropriate cell line and media, for which
the viral supernatant was then collected (Table 2).
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Table 1. List of the five selected viruses included in the mock virome and the clinical respiratory samples. The mock virome consists of known concentrations of five viruses

isolated from respiratory samples, selected as representatives of a wide range of virus characteristics (virion size, the presence or absence of an envelope, genome length,

genome type (dAsDNA, ssRNA), and genome composition (linear, segmented)). All the viruses were provided by the virology laboratory (Hospices Civils de Lyon). Human

clinical respiratory samples were obtained from hospitalized patients. dSDNA : double stranded DNA; ssRNA : single stranded RNA.

. Virus Molecular Baltimore Genome Genome size Virion size
Samples Virus . . cpe Ll i Enveloped Ct value
Family typing Classification Composition (kb) (nm)
Adenovirus Adenoviridae ADV-A31 Group I: dsDNA Linear 34 65/80 No 211
Respirat
eopiratory Paramyxoviridae RSV-A Group V: ssRNA (-) Linear 15 150 Yes 22,1
Syncytial Virus
Mock H impl
o erpes Smplex . esviridae HSV-1 Group I: dsDNA Linear 150 120/300 Yes 26,2
Virome Virus
Influenza Virus  Orthomyxoviridae IAV Group V: ssRNA (-) Segmented 13 80/120 Yes 20,4
Rhinovirus Picornaviridae HRV-A13  Group IV: ssRNA (+) Linear 7 30 No 29
Herpes Simplex iy .
.. . Herpesviridae HSV-1 Group I: dsDNA Linear 150 120/300 Yes 16,6
Clinical Virus
samples
Respirat
P %ra o%‘y Paramyxoviridae RSV Group V:ssRNA (-) Linear 15,2 150 Yes 19,3
Syncytial Virus
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Table 2. Cell culture and media. The different types of cells used for culture are HEp-2 cells (human liver cancer cells, ATCC CCL-23), Vero cells (monkey kidney epithelial
cells, ATCC CCL-81), MRC-5 cells (human fetal lung fibroblasts, Biowhittaker, 25-10-1995 produced by RD-Biotech (Besangon, France)), and MDCK cells (canine kidney
epithelial cells, ATCC CCL-34). FBS: Foetal Bovine Serum; HEp-2: Human Epithelial cell line type 2; MDCK: Madin-Darby Canine Kidney; MEM: Minimal Essential

Medium.
Cult N fd tectant
Virus Cells  Nature of the sample e Additional elements ufnber ot cays Cryoprol ectan
media in culture medium
. 2% penicillin-streptomycin + 1% L-glutamine +
A H 1 E 4 Y
denovirus °P stoo MEM 0,05% neomycin + 2% FBS + 2% Hepes Buffer s
Respiratory 2% penicillin-streptomycin + 1% L-glutamine +
H 1 throat MEM 4 Y
Syncytial Virus °p hasal throa 0,05% neomycin + 2% FBS + 2% Hepes Buffer e
H Simpl
erpiisinirsnp ' Vero vaginal swab MEM199 2% penicillin-streptomycin 3 No
2% penicillin-streptomycin + 1% L-glutamine +
bronchoalveolar . .
Influenza A MDCK MEM 0,05% neomycin + 0,05% Trypsine + 2% Hepes 5 Yes
lavage
Buffer
L tracheobronchial 2% penicillin-streptomycin + 1% L-glutamine +
Rh MRC5 MEM 5 Y
HROVITHS aspiration 0,05% neomycin + 2% FBS + 2% Hepes Buffer s
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Using the Ct values obtained by semi-quantitative real-time PCR assays (r-gene, bioMérieux,
Marcy 1'Etoile, France) a mix with an identical Ct value for each virus was prepared. Individual
aliquots of 250 ul were prepared in triplicate for each extraction method to evaluate (9 aliquots).
Aliquots were stored at —80 °C (Figure 1).
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Mock community Respiratory Samples No Template Control Transport Medium
(n=1) (n=2) (n=1orn=3) (n=1)

9 identical aliquots per sample

./J\

eMAG MagNA Pure 24 QlAamp Viral RNA
(n=21) (n=21) Mini Kit
(n=15)

‘ Metagenomic Sequencing

Figure 1. Overview of the study design. A mock virome containing five viruses isolated from
respiratory samples representative of a wide range of virus characteristics (adenovirus 31, respiratory
syncytial virus A, herpes simplex virus 1, influenza A virus, and rhinovirus) was prepared. Human
clinical samples were obtained from hospitalized patients (one bronchoalveolar lavage positive for
herpes simplex virus 1 (HSV-1) and one nasopharyngeal aspiration positive for respiratory syncytial
virus A (RSV-A). No template controls (NTCs) and transport medium samples were implemented in
the process to control for sample and kitome cross-contamination. For the automatic extractors, NTCs
were interspersed between the samples of each batch (n=3 per batch), whereas for the manual method
only 1 NTC was included per batch (n = 1). To assess the reliability and reproducibility of the
experimental results, the extractions and Nest Generation Sequencing (NGS) workflow were set up
in triplicate (for the mock and respiratory samples), using the same amount of sample input. Finally,
libraries were sequenced in the same run with Illumina NextSeq 500 ™ using a 2 x 150 Paired-End
(PE) high-output flow cell.

2.2. Sample Collection

Two additional patient samples—one positive for a DNA virus and one positive for an RNA
virus—that were initially sent to our laboratory for routine viral diagnosis were also selected (Table
1). These clinical samples were a bronchoalveolar lavage (BAL) positive for HSV-1 and a
nasopharyngeal aspiration (NPA) positive for RSV-A. These samples were stored at +4 °C for initial
diagnosis and then diluted in transport medium (MEM medium + 1% L-glutamine + 1% fetal bovine
serum + 2% Hepes) in order to obtain a sufficient volume for all the tests (up to 2.3 mL). Then, 250 pL
aliquots were prepared in triplicate for each extraction method to evaluate (9 replicate samples in
total). The aliquots were stored at -80°C (Figure 1).

2.3. Nucleic Acid Extraction

The selection of the manual kits and the different platforms was based on their commercial and
hospital availabilities. The 3 different methods chosen were the NucliSENS eMAG platform
(bioMérieux, Marcy 1'Etoile, France), the magNA Pure 24 platform (Roche, Basel, Switzerland), and
the QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)—all methods widely used in diagnostic
laboratories. Frozen samples were thawed and homogenized by vortexing. Nucleic acids were
extracted in parallel from 220 uL of the aliquot in triplicate for each kit, according to the
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manufacturer’s instructions. For the NucliSENS eMAG platform, specific protocol B 2.0.1 was
selected. For the MP24 platform, protocol pathogen 1000 was selected. In addition, in order to
evaluate the cross-contamination during automated extractions, no-template controls (NTC) were
regularly interspersed between samples (i.e., 7 samples per series) (Figure 2). The QlAamp Viral RNA
Mini Kit was used following the manufacturer’s recommendation with the addition of an inert Linear
Acrylamide (LA) carrier (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) to ensure the maximum
recovery of nucleic acids. To assess the reproducibility of the experimental results, the extraction and
NGS analysis were set up in triplicate (for mock and respiratory samples) using the same amount of
sample input.

Mock ) (NTC 1)( HsV ) (NTC 2)( Rsv ) (NTC 3)( T™ eMAG

Mock |(NTC 1){ HSV |(NTC 2){ RSV |NTC 3)[ TM MagNA Pure 24

VAN QlAamp Viral
v RNA Mini Kit

Mock ' HSV | RSV = NTC | T™M

QP

Figure 2. Arrangement of the samples on the extraction platforms. The three different extraction
methods used here were the NucliSENS eMAG platform (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France),
MagNA Pure 24 platform (Roche, Basel, Switzerland), and manual QIAamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany). Nucleic acids were extracted in triplicate from the same aliquot for each
kit according to the manufacturer’s instructions. In order to evaluate cross-contamination during the
automated extractions, an NTC was regularly interspersed between samples (7 samples per series).
To evaluate the kitome contamination, a transport medium sample was added in addition to NTC.
Here, each color represents a different extraction method. NTC: No Template Control; HSV: Herpes
Simplex Virus; RSV: Respiratory Syncytial Virus; TM: Transport Medium.

2.4. Metagenomic Workflow

As previously described, we used an mNGS protocol optimized in our lab [43]. Briefly, after
thawing all the samples were supplemented with MS2 bacteriophage (Levivirus genus) from a
commercial kit (MS2, IC1 RNA internal control; r-gene, bioMérieux) to check the validity of the
process. Only the RNA internal control MS2 was added because it validates all the steps of our
protocol (including RT stage during amplification) in contrast to a DNA internal control. A no-
template control (NTC) consisting of RNase free water was implemented to evaluate the
contamination during the process. An additional negative control consisting of viral transport
medium was added. For sample viral enrichment, a 3-step method was applied to 220 uL of vortexed
sample spiked with MS2 (low-speed centrifugation, followed by the filtration of the supernatant and
then Turbo DNase treatment), as described in detail in Bal et al. [43]. After viral enrichment, the total
nucleic acids were extracted using one of the three methods selected for the study described above.
After random nucleic acid amplification using modified whole transcriptome amplification (WTA2,
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), libraries were prepared using the Nextera XT DNA Library
kit and sequenced with Illumina NextSeq 500 ™ using a 2 x 150 PE high-output flow cell (Illumina,
San Diego, CA, USA).

2.5. Bioinformatic Analysis

High-quality reads were filtered using trimmomatic PE and were further analysed using Kraken
2, followed by Braken for a taxonomic abundance estimation [44]. A custom kraken 2 database made
up of (1) human, bacteria, fungi, archaea, and plasmid genome sequences given by kraken 2 and (2)
an in-house viral genome database was used (viromedb, personal communication). The viromedb
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consists of complete viral genome sequences extracted from genbank and refseq subjected to
vecscreen and seqclean softwares to remove the vectors and adaptor sequences and dustmasker to
remove the low-complexity sequences.

2.6. Statistical Analyses

To compare the sensitivity of the three extraction methods, the mean proportion of total viral
reads and specific viral abundance were determined. Kitome and sample cross-contamination were
assessed by normalizing reads in reads per million (RPM), mapping the reads, and transforming
them in logio (RPM). For the kitome assessment, a sample was considered to be positive for a
particular virus when the logio (RPM) of this virus exceeded 1. Analyses were performed at the genus
taxonomy level, except for the kitome, for which analyses were performed at the family taxonomy
level. All the plots were constructed via ggplot2 and statistical analyses were performed with Rstatix
using R (version 3.6.1). For all the statistical tests, the Student’s t-test was used.

2.7. Data availability

The raw sequence data were deposited at SRA (PRJNA665071).

2.8. Ethics

Respiratory samples were collected for regular disease management during hospital stay and no
additional samples were taken for this study. In accordance with the French legislation relating to
this type a study, written informed consent from participants was not required for the use of de-
identified collected clinical samples (bioethics law number 2004-800 of August 6, 2004). During their
hospitalization in the Hospice Civils de Lyon (HCL), patients were made aware that their de-
identified data including clinical samples may be used for research purposes, and they could opt out
if they objected to the use of their data.

3. Results

Three different extraction methods were evaluated: two automated extraction platforms (eMAG
and MP24) and a manual extraction kit (QIAamp) (Figure 1).

3.1. Sensitivity for the Detection of the Targeted Viruses

To evaluate the sensitivity of each method, the mean proportion of viral reads out of the total
reads generated was first compared (Figure 3).
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Figure 3. Distribution of the viral read proportion (%) according to the three extraction methods.
QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAamp, blue dots), MagNA Pure 24 (MP24, green dots), and eMAG
(eMAG, red dots) extraction methods for mock and clinical samples (HSV and RSV). HSV: herpes

simplex virus; RSV: respiratory syncytial virus. The average of viral read proportions was compared
two by two using a Student’s t test (*p < 0.05 and **p < 0.01).

For the mock sample, both eMAG and MP24 yielded significantly higher proportions of viral
reads (79.9% and 84.5%, respectively) in comparison with QIAamp (59.4%; p < 0.05 and p < 0.01,
respectively). For the HSV-positive BAL, eMAG yielded a higher proportion of viral reads (2.6%)
compared with QIAamp (0.5%, p < 0.01), but did not significantly differ with the MP24 (3.9% viral
reads). For the RSV-positive NPA, a similar trend was observed, with an average of 4.3%, 3%, and
1.4% viral reads for eMAG, MP24, and QIAamp, respectively.

To determine potential bias in the detection of DNA or RNA viruses, the relative abundance of

Levivirus (Internal Quality Control) and targeted viruses in each triplicate were then compared
(Figure 4).
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Figure 4. Taxonomic distribution (relative abundance) of triplicates for mock and clinical samples
according to the three extraction methods. The relative distribution is described at the genus
taxonomic level. Only major viral sequences are illustrated with different colours. HSV: herpes
simplex virus; RSV: respiratory syncytial virus.

Levivirus was detected in all samples for MP24 and QIAamp, and in 8/9 samples for eMAG. For
the targeted viruses, all the viruses were detected with all the extraction methods (Figure 4).

For the mock sample, a difference in the relative abundance of both the RNA and DNA viruses
was noted when comparing the extraction methods.

The highest relative abundance of RNA viruses was observed using the QIAamp method (8.2%
Enterovirus, 2.2% Alphainfluenzavirus, and 0.6% Orthopneumovirus), which was not significantly
different from that of eMAG (5% Enterovirus, 1.4% Alphainfluenzavirus, and 0.4% Orthopneumovirus).
The lowest relative abundance was obtained with MP24 (2.5% Enterovirus, 0.4% Alphainfluenzavirus,
and 0.2% Orthopneumovirus; p<0.05 only for Alphainfluenzavirus and Orthopneumovirus compared to
the QIAamp method).

For DNA viruses, the highest relative abundance was obtained using eMAG and MP24 (54.4%
and 69.3% for Simplexvirus, respectively, vs. 23.4% with QIAamp; 9.5% and 17.1% for Adenovirus,
respectively, vs. 1.3% with QIAamp; p <0.01).

Surprisingly, many reads associated with Dependoparvovirus, an ssDNA virus, were observed in
the mock sample after the QIAamp extraction (29.4% with eMAG, 9.9% with MP24, and 61.4% with
the QIAamp extraction).
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3.2. Sample Cross-Contamination

The impact of the different extraction methods on sample cross-contamination was then
evaluated from the NTC samples included between each sample during the extractions (Figure 2) by
mapping the read count of viruses that were present in samples from the same batch: internal quality
control (MS2, Levivirus) and targeted viruses (Adenovirus, Orthopneumovirus, Simplexvirus,
Alphainfluenzavirus, Enterovirus, and Dependoparvovirus) (Figure 5).
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Figure 5. Sample cross-contamination. Bubble plot showing the normalized abundance in logio(RPM)
of the targeted viruses in each NTC and for the different extraction methods. During the automated
extractions, NTCs were interspersed between samples (i.e., 3 NTCs per batch). For manual extraction,
only one NTC was added. Analyses were performed at the genus level. Each genus is represented by
coloured dots. The size of the dots represents the abundance normalized in log1(RPM) for viral reads
associated with sample cross-contamination. HSV: herpes simplex virus; RSV: respiratory syncytial
virus; NTC: no template control; RPM: reads per million.

Levivirus was not found in any NTC extracted by eMAG and QIAamp but was found in 1/9 NTCs
extracted by MP24 (MS2 logioRPM = 2.1).

For the two automatic extractors, the main contaminant was Simplexvirus (HSV1), found in 4/9
NTCs (up to 1.5 logio(RPM)) and in 5/9 NTCs (up to 3.7 logio(RPM)) extracted with eMAG and MP24,
respectively. For eMAG, there was also a high level of Dependoparvovirus contamination in 1/9 NTCs
(logw(RPM) = 1.2) and of Orthopneumovirus in 1/9 NTCs (logio(RPM) = 2.1). For MP24, cross-
contamination was noted in the NTC, with all viruses contained in the mock 4/9 NTCs with
Mastadenovirus (up to 2.9 logio(RPM)), 5/9 NTCs with Dependoparvovirus (up to 2.8 logio(RPM)), 3/9
NTCs with Enterovirus (up to 2.1 logi(RPM)), 3/9 NTCs with Alphainfluenzavirus (up to 2.1
log1(RPM)), and 3/9 NTCs with Orthopneumovirus (up to 1.3 logio(RPM)).
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For the QIAamp manual extractor, the main contaminant was Alphainfluenzavirus (3/3 NTC, up
to 2.2 logio(RPM)). There were also contaminations with Mastadenovirus (2/3 NTC, up to 1.5
log1(RPM)) and with Enterovirus (2/3 NTC, up to 1.8 logio(RPM)).

Overall, the viral sample cross-contamination represented on average 0.002%, 0.107%, and
0.015% of the total reads generated from the NTC for the eMAG, MP24, and QIAamp extraction
methods, respectively (corresponding to 1.53%, 36.09%, and 1.45% of the viral reads for the eMAG,
MP24, and QIAamp extraction methods, respectively).

Importantly, for MP24 we also noted that sample cross-contamination was more associated with
a batch effect than with the position of the sample in the extraction cartridge. Hence, while NTC#1,
#2, and #3 were all contaminated, there was less contamination in all NTCs from batch #2 than in the
NTCs from the two other batches of extractions (Figure 5).

3.3. Kitome Assessment

The impact of the different extraction methods on the viral kitome contamination was then
evaluated by detecting in the NTC and TM the presence of reads associated with viruses other than
the targeted viruses. The logio(RPM) of the kitome was significantly higher with the QIAamp
extraction compared to the eMAG and MP24 extractions (p < 0.01).

The viral kitome contamination generated from the NTC represented an average of 11.31
log10(RPM), 16.88 logio(RPM), and 70.77 logio(RPM) with the eMAG, MP24, and QIAamp extraction
methods, respectively (Figure 6a).
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Figure 6. Proportion of Kitome contained in each triplicate from the different extraction methods (A)
in NTC and (B) in the transport medium. Bar plot showing the sum of the viral read count normalized
in logio(RPM), associated with reagent contamination (i.e., reads associated with other viruses than
the targeted viruses: kitome) for each NTC and TM compared between different extraction methods.
During automated extractions, NTCs were interspersed between samples (i.e., 3 NTCs per batch). For
manual extractions, only one NTC was added. In addition to the NTC, a transport medium was
added. Analyses were performed at the family taxonomy level. A sample was considered to be
positive for a particular virus when the logio(RPM) of this virus exceeded 1. HSV: herpes simplex
virus; RSV: respiratory syncytial virus; NTC: no template control; TM: transport medium; RPM: reads
per million.

A total of 19, 28, and 55 different viral families were detected in the NTC with the eMAG, MP24,
and QIAamp methods, respectively (Figure 7a).
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Figure 7. Virus family presence contained (A) in NTC and (B) in TM (other than the target virus) in each triplicate from the different extraction methods. The heatmap
showed the viral family read count associated with the kitome (the presence of reads associated with other viruses than the targeted viruses) normalized in logio(RPM) in
each NTC and TM between the different extraction methods. A gradient of colors was defined from gray (no count) to blue (few counts) to red (highest counts). During
the automated extractions, the NTCs were interspersed between samples (i.e., 3 NTCs per batch). For manual extraction, only one NTC was added. In addition to the NTC,
transport medium was added. Analyses were performed on the family taxonomical level. A sample was considered to be positive for a particular virus when the log1(RPM)
of this virus exceeded 1. HSV: herpes simplex virus; RSV: respiratory syncytial virus; NTC: no template control; TM: transport medium; RPM: reads per million.
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The contaminants derived mainly from bacteriophage families. In particular, Siphoviridae was
found in all three methods (ranging from 2.32 to 3.39 logi(RPM)), corresponding to 21.4%, 13.7%, and
4.8% of the total viral kitome reported with the eMAG, MP24, and QIAamp extraction methods,
respectively.

Regarding the transport medium, the viral kitome contamination represented an average of 24.11
log1(RPM), 19.94 logio(RPM), and 72.45 logio(RPM) with the eMAG, MP24, and QIAamp extraction
methods, respectively (Figure 6b). The same main viral families associated with kitome were found for
the two automatic extractors with a majority of Poxviridae, while for the manual extractor the main
family found was Siphoviridae (Figure 7b).

Overall, the kitome contamination was higher with the QIAamp extraction (p < 0.01). Siphoviridae
bacteriophages were found in the three methods, while other contaminants such as Poxviridae were
specifically found in the transport medium extracted by the automated methods.

4, Discussion

In this study, we compared the performance of three extraction methods commonly used in clinical
laboratories for viral mNGS analysis (eMAG, MagNA Pure 24, and QIAamp Viral RNA Mini Kit). The
extractors yielding the highest proportion of viral reads were the two automatic extractors, eMAG and
MP24. A previous study found that Qiagen kits tend to extract a high proportion of human nucleic
acids, which could explain the lower viral proportion reported in the present study [29].

Despite this difference, all the viruses present in the mock or clinical samples could be detected
with all the methods evaluated herein. Nonetheless, a difference in the relative abundance of RNA and
DNA viruses was noted in the mock sample. The highest relative abundance of RNA viruses was
reported with QIAamp, and the highest relative abundance of DNA viruses was reported with the
eMAG and MP24 platforms. This bias should be taken into account during the interpretation of mNGS
studies and underlines the importance of the extraction method choice, depending on the virus to be
explored.

These differences could be due to the various properties of viruses, including the presence of an
envelope, the type of genome, or the size of the virions. Yang et al. showed a better performance of RNA
virus recovery with EasyMag (identical silica extraction technology and similar performance to that of
Emag [45]) compared to the MagNA Pure Compact. They explained this difference by a possible RNA
degradation or by an ineffective binding of RNA to the magnetic beads [30]. Finally, the higher
sensitivity of the QIAamp kit for the detection of RNA viruses might be explained by the kit having
been initially intended for the extraction of RNA viruses. The detection of DNA viruses would still be
possible through the capture of the RNA transcripts of DNA viruses. Meanwhile, a higher number of
reads on RNA viruses for the QIAMP method was noted from the mock sample including both RNA
and DNA viruses at equi-Ct; the supplementation of both DNA and RNA internal controls in NTCs
would have been interesting for evaluating also the extraction bias in low-biomass samples. In addition
to the differences related to the extraction methods, certain types of viruses or genomes can be
preferentially amplified as described for the Poliovirus by Lewandoska et al. [23].

Moreover, bioinformatics analysis of mNGS data can also impact the viral reads annotation. The
presence of gaps at the level of taxonomic classification (genus) can bias the interpretation for these
given taxonomic groups (notably phages). The choice of the viral reference database is therefore crucial
in order to limit viral misclassifications or the lack of detection of new emerging viruses [46]. Moreover,
short reads reduce the accuracy of viral read assignation. As there is currently no gold standard in de
novo assembly software for virome assessment, extensive benchmarking will be necessary in order to
choose the most adapted method for future studies. With the new advances in third-generation
sequencing and the improvement in sequence quality generated by this approach, we expect that the
use of longer reads will led to an increase in specificity as compared to short-read technology.

Interestingly, we observed many reads associated with Dependoparvovirus only in the mock sample,
especially with the QIAamp extraction. This can be explained by the presence of ADV in the mock,
which might be associated with Adeno-associated dependoparvovirus [47] or with contaminants from the
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QIAamp column [35,48]. Our internal control (MS2, Levivirus) was detected for all replicates extracted
with the three methods, except for two extracts with eMAG. As previously described, competition
between the target viruses and MS2 might be observed during the process, leading to undetected MS2
[43].

To date, few studies have assessed the impact of different extraction methods on the performance
of metagenomics. Klenner et al. evaluated four manual QIAamp nucleic acid extraction kits (QlAamp
Viral RNA Mini Kit, QIAamp DNA Blood Mini Kit, QlAamp cador Pathogen Mini Kit, and QIAamp
MinElute Virus Spin Kit) with four different viruses (including Reovirus, Orthomyxovirus, Orthopoxvirus,
and Paramyxovirus), and reported that the selection of the kits has only a minor impact on the yield of
viral reads and the quantity of reads obtained by NGS [28]. However, this study only evaluated manual
kits from the same manufacturer and with separate RNA and DNA extraction methods.

Conversely, several studies have highlighted the importance of the nucleic acid extraction protocol
in producing high-quality extracts suitable for sequencing [23,27,29]. Lewandoska et al. compared the
impact of three extraction methods (QIAamp Viral RNA mini Kit, PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit,
and automated NucliSENS EasyMAG) on the recovery of different viral genomes (adenovirus, poliovirus,
HHV-4, influenza A virus). The EasyMAG extraction was more efficient for both RNA and DNA viruses,
leading to a higher recovery of viral genomes. The mNGS results are highly susceptible to inaccurate
conclusions resulting from the sequencing of contaminants [36]. In the present study, the viral
contamination was higher with MP24 than with eMAG and QIAamp. Automated extraction platforms
may lead to sample cross-contamination due to the generation of aerosols or robotic errors. Knepp et al.
compared two automated extractors (BioRobot M48 instrument (Qiagen, Inc.) and MagNA Pure) and
did not show contamination with the automated instruments [24]. However, they only investigated
cross-contamination related to enterovirus (RNA virus), unlike our study, which evaluated a panel of
RNA and DNA viruses.

The second source of contamination may come from the reagents (kitome) used throughout the
process or from laboratory contaminants. The extractor for which the kitome abundance was highest
was the QIAamp. The main contaminants were Siphoviridae, Myoviridae, Microviridae, and Podoviridae,
which is consistent with other studies that have reported similar findings with spin columns [34]. In
order to monitor the kitome and avoid misinterpretation, it is important to implement negative controls
at different steps of the process [38,42,49]. Here, we did not add any internal controls in the NTC in
order to get the highest sensitivity in detecting the kitome (without using reads to sequence MS2). On
the other hand, the internal control MS2 was added in the TMs and was detected in all except one batch
of the eMAG extraction in order to estimate the potential contaminants present in the transport medium,
as it was previously published that fetal bovine serum contains DNA [50,51].

Furthermore, a computational approach for removing contaminants of viral origin should be
developed, as previously described for bacteriome data [34,52].

Although the results show higher sample cross-contamination with the MP24 and higher kitome-
related contamination with the QIAamp, other steps throughout sample processing can produce
contamination. Here, we did not include an NTC at each step of the process to control for other sources
of contamination. In addition, only a few respiratory samples were tested herein, and so further studies
on a larger number of respiratory samples, as well as on other types of samples (stool, blood, and tissue)
or other respiratory viruses (such as the SARS-CoV-2, which has the largest human RNA virus genome),
should be performed. While three commonly used extraction methods have been evaluated in this
study, it could be interesting to test others.

5. Conclusions
Our findings highlight the importance of extraction method choice for viral mNGS analysis. The

eMAG platform yielded a higher proportion of viral reads, with a limited impact of reagents and sample
cross-contamination compared to the QlAamp and MP24 extractors.
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2. Caractérisation du virome des patients de la cohorte ViBraFlu

2.1 0bjectif

L’objectif de cette partie a été dans un premier temps de déterminer la composition globale
du virome dans les prélevements VRS+ de la cohorte ViBraFlu puis de caractériser les
changements dans la composition du virome respiratoire potentiellement associés a la
sévérité ou a certains criteres cliniques (prématurité, type d’alimentation...). Enfin les
séquences de génomes complets et de la protéine G du VRS ont été étudiées afin de

déterminer si l'un des génotypes VRS pouvait étre associé a la sévérité.

2.2 Matériels et Méthodes

2.2.1 Populations étudiées au sein de la cohorte Vibraflu
Pour cet axe d’étude, seuls les enfants de moins de 7 mois et testés positifs au VRS ont été

inclus afin d’obtenir une population plus homogéne (n=53).

2.2.2 Séquencage du virome

Nous avons utilisé un protocole métagénomique NGS optimisé dans notre laboratoire?®.
Aprés décongélation, tous les échantillons ont été supplémentés avec le bactériophage MS2
(genre Levivirus) d'un kit commercial (MS2, contrdle interne ARN IC1; r-gene, bioMérieux)
pour vérifier la validité du processus. Seul un contréle interne ARN MS2 a été ajouté car il
valide toutes les étapes de notre protocole (y compris I'étape de RT pendant |I'amplification)
contrairement a un contr6le interne ADN. Afin d’éviter au maximum les contaminations inter-
échantillons, les manipulations ont été subdivisées en 4 runs de séquencage eux méme divisés
en 3 ou 4 batchs d’extraction. Les échantillons ont été répartis dans ces différents batchs de
maniére aléatoire. Pour évaluer la contamination au cours du processus, un controle négatif
(eau Rnase free) a été ajouté dans chaque batch.

Pour I'enrichissement viral de des échantillons, une méthode en 3 étapes a été appliquée sur
220 ul d’échantillon : centrifugation a faible vitesse (6000 g, 10 min, 4 °C), suivie d'une
filtration du surnageant (filtre 0,80 um ; Sartorius, Gottingen, Allemagne) pour éliminer les
cellules eucaryotes et bactériennes, sans perte de gros virus, puis traitement a la turbo DNase

(0,1 U/pL, 37 °C, 90 min ; Life Technologies, Carlsbad, CA, Etats-Unis).
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Apres enrichissement viral, les échantillons ont été extraits a I'aide de la plateforme NucliSENS
EasyMAG (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Le protocole spécifique B 2.0.1 a été
sélectionné. A la fin de I’extraction, une précipitation a I'éthanol (2 h a - 80 °C) a été réalisée.
Une version adaptée du protocole d’amplification Whole Transcriptome Amplification Kit 2
(WTA2, Sigma Aldrich, Darmstadt, Allemagne) a été réalisée, pour amplifier a la fois I'ADN et
I'ARN.

Apres purification sur colonne QiaQuick (Qiagen, Hilden, Allemagne) et quantification a I'aide
du fluorometre Qubit HS dsDNA Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), les librairies ont
été préparées avec le kit Nextera XT DNA Library (lllumina, San Diego, CA, Etats-Unis)
conformément aux instructions du fabricant.

Aprés normalisation, un pool de librairies a été constitué et quantifié a I'aide du kit universel
de quantification de librairies KAPA (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA) puis 1 % de
génome PhiX a été ajouté au pool quantifié. Le pool a finalement été sequencé sur la
plateforme NextSeq™ sur une flowcell 2x150pb (lllumina, San Diego, CA, Etats-Unis).

A noter que notre protocole a été congu pour prévenir autant que possible les contaminations
: les réactifs ont été stockés et préparés dans une piéce exempte d'ADN ; les échantillons des
patients ont été ouverts sous une hotte a flux laminaire dans une piéce pré-PCR ; apres I'étape

d'amplification, les tubes ont été manipulés et stockés dans une piéce post-PCR.

2.2.3 Analyses Bio-informatiques

Les fichiers fastq bruts ont été trimmés avec cutadapt (version 1). Les reads humaines ont été
supprimées en utilisant bwa mem (version 0.7.8) pour I'alignement sur le génome humain
(GRCh37.p2). Les reads non mappées extraites avec |'outil samtools (version 1.3.1) ont été
mappées a la base de données des séquences NCBI de protéines non redondantes NR
téléchargée en 2020 en utilisant Diamond (version 0.9.22) et le paramétre LCA (Last Common

Ancestor).

Pour obtenir les séquences VRS génomes complets, les reads ont été trimmées avec cutadapt
(version 3.3). Les reads ont ensuite été alignées sur les séquences « human
orthopneumovirus» de la base Reference Viral DataBase (RVBD) pour filtrer les reads
d'intéréts. A partir des reads mappées précédemment, un assemblage de novo a été réalisés
via SPAdes (version 3.15.3) afin d’obtenir les plus longs et fiables contigs possibles. Le plus

long contig obtenu a été récupéré, servant de référence pour I'alignement des reads avec
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minimap2 (version 2.22). Les duplicats de reads ont été retirés avec picard (version 2.25.7).
Afin d’améliorer le mapping des insertions/délétions (indels), un réalignement des reads soft
clippées a été réalisé avec abra2 (version 2.23). L'appel de variant a été effectué avec
freebayes (version 1.3.5) et le filtrage des variants avec bcftools (version 1.12). Les fichiers de
couverture ont été générés avec bedtools (version 2.30.0) et les séquences consensus avec
bedtools (version 2.30.0) et bcftools (version 1.12).

Pour obtenir les arbres phylogéniques, les séquences consensus obtenues ont d’abord été
alignées avec mafft (version 7), puis les arbres générés a partir de ces alignements avec
MEGA11 (version 11.0.13) selon la méthode des distances Neighboor Joining (NJ) en
appliquant la correction de distance Kimura 2- parameter et avec un bootstrap a 1000.
L’analyse avec bootstrap permet de faire un échantillonnage des positions de I'alighement
pour relancer la construction phylogénétique en comparant les résultats obtenus apres 1000
répétitions. La valeur de bootstrap représente le nombre de fois ou cette branche a été
retrouvée au fil des répétitions.

Les séquences utilisées comme référence pour identifier les génotypes présents chez les

patients de la cohorte ont été répertorié dans le tableur 11.

Tableau 11 Numéro d’accession des séquences de références utilisées pour les VRS-A et les
VRS-B
Type de séquence VRS-A/VRS-B  Génotype n° d'accession

Génome Complet VRS-A ON1 KT285064.1
Génome Complet VRS-B B1 AF013254.1
Protéine G VRS-A GA1l M11486.1
Protéine G VRS-A GA2 7233422.1
Protéine G VRS-A GA3 Z733416.1
Protéine G VRS-A GA4 AF065254.1
Protéine G VRS-A GAS 733494.1
Protéine G VRS-A GA6 AF233901.1
Protéine G VRS-A GA7 733455.1
Protéine G VRS-A NA1 AB470478.1
Protéine G VRS-A ON1 KF300973.1
Protéine G VRS-A SAA1 AF348807.1
Protéine G VRS-B BA1 DQ227373.1
Protéine G VRS-B BA2 DQ227389.1
Protéine G VRS-B BA3 DQ227370.1
Protéine G VRS-B BA4 DQ227396.1
Protéine G VRS-B BA6 AY751117.1
Protéine G VRS-B BA7 AY751093.1
Protéine G VRS-B BAS 1X489454.1
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Type de séquence VRS-A/VRS-B  Génotype n°d'accession

Protéine G VRS-B BA9 JX645887.1
Protéine G VRS-B BA10 KR816639.1
Protéine G VRS-B BA11 KC297473.1
Protéine G VRS-B BA12 KR816654.1
Protéine G VRS-B BA13 KF437511.1
Protéine G VRS-B BA14 KF300960.2
Protéine G VRS-B BA-CCA  KX775822.1
Protéine G VRS-B BA-CCB  LC385008.1

2.2.4 Génération des matrices pour I'analyse statistique

Pour corriger les différences de profondeur de séquencage des échantillons, les comptes de
reads ont été normalisés en utilisant le ratio de reads par millions de reads (RPM), puis
transformé en log10(RPM).

Lors du processus de séquencage, il est possible d’observer des contaminations inter-
échantillon, mais aussi des contaminations par des séquences microbiennes présentes dans
I'environnement du laboratoire ou par du matériel génétique présent dans les réactifs
d'extraction et de préparation des librairies. Ceci peut biaiser les analyses puisque bien que
d’un point de vue bio-informatique, lors de I'assignation des reads, ces contaminants sont
bien présents dans I’échantillon séquencé et cela induit des « faux positifs ». L'utilisation de
contrbles négatifs (NTC) est donc essentielle pour pouvoir identifier et contrbler les
différentes sources de contamination. Il n’existe actuellement aucune approche standard
pour corriger les contaminations a l'aide de ces contrdles***. Afin d’éliminer les
contaminations au sein d’'un méme batch, les reads retrouvées dans le NTC (normalisées en
RPM) sont soustraites des reads des échantillons du batch correspondant afin de négativer les
NTC et d’éliminer les potentiels contaminants. A partir de cette matrice en log10(RPM) sans
contaminant, deux autres matrices ont été générées pour les analyses :

- une matrice binaire relevant seulement la présence (1) ou I'absence (0) d’'une famille
virale au sein d’un échantillon,

- une matrice ALR (Additive Log Ratio) dans laquelle les abondances observées sont
transformées en rapport logarithmique de I'abondance de chaque taxon par rapport a
un taxon de référence. Pour cette matrice, le controle interne MS2 de la famille
Leviviridae a été utilisé comme taxon de référence, ce qui signifie que dans cette
matrice, les échantillons pour lesquels le contréle interne n’avait pas été détecté, ont

été exclus.
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2.2.5 Analyses statistiques

L’analyse des variables cliniques en fonction de la sévérité (URTI/LRTI) a été réalisée a I'aide
de régressions logistiques univariées. Les p-values associées ont été obtenues par un test du
rapport de vraisemblance (comparaison avec le modéle sans covariable).

Les analyses du virome ont été effectuées au niveau de la taxonomique de la famille. Pour
chaque famille, la proportion de présence parmi les enfants a d’abord été décrite et
représentée a 'aide de barplot. Ensuite un clustering non supervisé a été réalisé a partir de
I’ensemble des familles puis représenté sous forme de heatmap. Un premier clustering a été
réalisé a partir de la matrice binaire (présence/absence) en calculant une distance jacobienne
puis un deuxiéme 3 partir de la matrice ALR en calculant une distance euclidienne*3>43,

Pour quelques familles pour lesquelles cela semblait pertinent, des régressions logistiques en
fonction de la sévérité (LRTI/URTI) ont été faites. Une premiére régression intégrait
uniquement la variable présence/absence de la famille et une deuxiéme régression ajoutait
une variable indiquant la quantité si présence de la famille.

Finalement, les co-infections par un virus respiratoire humain, par un virus non respiratoire
humain, ou par des phages, ont été étudiées a I'aide de régressions logistiques univariées en
regardant soit la présence d’une co-infection soit le nombre de co-infections.

Les analyses ont été faites avec le logiciel R version 3.6.1.

2.3 Résultats

2.3.1 Caractéristiques cliniques et démographiques de la cohorte

Parmi les 53 patients inclus, 88,7% (n=47) ont été classés comme souffrant d’'une infection des
voies respiratoires basses LRTI (Lower Respiratory Tract Infection) et 11,3% (n=6) ont été
classés comme souffrant d’une infection des voies respiratoires hautes URTI (Upper
Respiratory Tract Infection). Les patients du groupe URTI avaient des symptémes cliniques
légers alors que les patients du groupe LRTI présentaient un tableau clinique plus sévere.

Les caractéristiques cliniques et démographiques de cette population sont résumées dans le
tableur 12.

Les variables étudiées dans cette partie sont celles reconnues comme pouvant influencer la
composition du microbiome respiratoire mais aussi la sévérité de I'infection, a savoir le genre,
I’age, la prématurité, la présence de fratrie et de tabagisme passif au sein du foyer et le mode

d’allaitement. De plus, des variables reconnues comme pouvant étre associées a la sévérité
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ont également été étudiées comme la supplémentation en oxygene, la durée d’hospitalisation

et la charge virale (Ct VRS).

Tableau 12 Caractéristiques cliniques et démographiques des 53 patients inclus pour I'étude

du virome respiratoire.

VRS+ VRS+ P-
URTI (n=6) LRTI (n=47) value
Sexe : masculin 2 (33,3%) 22 (46,8%) 0,5277
Age médian, mois 1,9 (0,6-2,8) 1,9 (0,4-6,1) 0,3373
(min-max)
Prématurité - 6(12,8%) 0,2152
Mode de vie Domicile : 6 (100%) Domicile : 43 (91,5%) 1
(Domicile-Creche)
Tabagisme passif 4 (66,7%) 22 (46,8%) 0,4387
Présence de Fratrie 5 (83,3%) 39 (83%) 0,9826
Type d’alimentation Allaitement maternel : | Allaitement maternel : 0,4234
1(16,7%) 19 (40,4%)
Allaitement artificiel : Allaitement artificiel :
3 (50%) 19 (40,4%)
Mixte : 2 (33,3%) Mixte : 8 (17%)
Supplémentation en - 34 (72,3%) 0,0012
Oxygéne
Durée d’hospitalisation 1(1-11) 4,5 (1-11) 0,7698
médian
(min-max)
Ct VRS médian (min-max) 18,7 (16,6-24) 20,2 (15,3-27,8) 0,4207

Abréviations : VRS : Virus Respiratoire Syncytial ; URTI: Upper Respiratory Tract Infection; LRTI: Lower

Respiratory Tract Infection ; min : valeur minimum ; max : valeur maximum ; Ct : cycle threshold.
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Aucune des covariables reconnues comme pouvant influencer la composition du microbiome
respiratoire n’était statistiquement associée a une probabilité plus élevée ou plus faible d’étre
LRTI ou URTI dans cette cohorte. A noter, I'absence de patients URTI dans le groupe de
nourrissons prématurés : tous les patients nés prématurément de notre cohorte ont
développé des formes séveéres.

Concernant les variables pouvant étre associées a la sévérité, la supplémentation en oxygene

est la seule variable associée au groupe LRTI dans notre cohorte.

2.3.2 Analyse descriptive des données de virome

Dans un premier temps, les familles virales présentent dans au moins un échantillon ont été
identifiées. 43 familles virales en plus de notre contréle interne (Leviviridae) ont été trouvées
et répertoriées dans le tableur 13.

Tableau 13 Liste des familles virales retrouvées dans I’étude du virome chez les patients de la
cohorte Vibraflu.

Leviviridae

Virus Virus non Virus Non Virus non humain
respiratoires respiratoires pathogénes Phages (Plantes, champignons,
Humains Humains Humains insectes, autres mammiféres)
Adenoviridae Flaviviridae Anelloviridae Ackermannviridae | Amalgaviridae
Coronaviridae Herpesviridae Genomoviridae Cystoviridae Asfarviridae
Orthomyxoviridae | Papillomaviridae | Marseilleviridae Herelleviridae Betaflexiviridae
Paramyxoviridae | Phenuiviridae Inoviridae Bromoviridae
Picornaviridae Picobirnaviridae Microviridae Chrysoviridae
Pneumoviridae Polyomaviridae Myoviridae Circoviridae
Parvoviridae Poxviridae Podoviridae Endornaviridae
Retroviridae Siphoviridae Hypoviridae

Iridoviridae
Mimiviridae
Narnaviridae
Nudiviridae
Partitiviridae
Phycodnaviridae
Pithoviridae
Pseudoviridae
Totiviridae

Le VRS (famille Pneumoviridae) était retrouvé dans tous les échantillons. Le contréle interne

(famille Leviviridae) était détecté dans 67,9% (n=36) des échantillons (Figure 11).

149




Les familles les plus représentés (présentes dans plus de 20 échantillons) étaient les
Phenuiviridae (86,8%, n=46), les Anelloviridae (66%, n=35), les Picornaviridae (45,3%, n= 24)
et les Retroviridae (39,6%, n=21) (Figure 11).

De nombreuses coinfections avec des virus respiratoires ont été observées, notamment avec
les familles des Picornaviridae, des Adenoviridae, des Coronaviridae, des Orthomyxoviridae,
des Paramyxoviridae, et des Parvoviridae. D’autres virus pathogenes pour ’lhomme mais a
tropisme non respiratoire ont également été détectés (Flaviviridae, Herpesviridae,
Papillomaviridae, Picobirnaviridae, et Poxviridae). Enfin, plusieurs familles de phages ont été
identifiées dans plusieurs échantillons (Ackermannviridae, Myoviridae, Podoviridae et
Siphoviridae) (Figure 11). A noter que les analyses sur les familles de phages ont été réalisées

en 2021 donc en utilisant I’ancienne classification.

Pneumoviridae 53
Phenuiviridae 46
Leviviridae I 26
Anelloviridae 35
Picornaviridae 24
Retroviridae 21
Flaviviridae 19
Poxviridae 16
Podoviridae [N 15
Siphoviridae [INEEEEEGEG 14
Picobirnaviridae 14
Ackermannviridae [INNEGGN 4
Papillomaviridae 12
Paramyxoviridae 1"
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Microviridae NN ©
Totiviridae 8
Herpesviridae 8
Polyomaviridae &
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Chrysoviridae 4
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Orthomyxoviridae 2
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Figure 11 Proportion de chaque famille virale parmi les 53 patients inclus.

Incluant Pneumoviridae (virus infectant) et Leviviridae (contrdle interne). Les phages sont colorés en
gris foncés et les virus d’eucaryote en gris clair. Le nombre de patient positif pour chaque famille est

également indiqué.
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Aucune différence significative de composition entre les échantillons des 2 groupes n’a été
notée bien que certaines familles semblent plus présentes dans le groupe LRTI (Anelloviridae,
Coronaviridae, Orthomyxoviridae, Papillomaviridae, Paramyxoviridae par exemple) ou dans le

groupe URTI (Herpesviridae, Adenoviridae et Picornaviridae par exemple) (Figure 12).
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Picornaviridae
Retroviridae
Flaviviridae
Podoviridae
Siphoviridae
Poxviridae
Picobirnaviridae
Papillomaviridae
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Myoviridae
Microviridae
Totiviridae
Polyomaviridae
Parvoviridae
Herpesviridae
Herelleviridae
Coronaviridae
Phycodnaviridae
Mimiviridae
Endornaviridae
Adenoviridae
Narnaviridae
Inoviridae
Chrysoviridae
Pithoviridae
Partitiviridae
Orthomyxoviridae
Genomoviridae
Circoviridae
Pseudoviridae
Nudiviridae
Marseilleviridae
Iridoviridae
Hypoviridae
Cystoviridae
Bromoviridae
Betaflexiviridae
Asfarviridae
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o

Figure 12 Histogramme représentant la proportion de présence de chaque famille virale parmi

les 53 patients inclus en fonction des groupes URTI (bleu) ou LRTI (rouge).

—_

Hors Pneumoviridae (virus infectant) et Leviviridae (contréle interne).

Abréviations: URTI: Upper respiratory tract infection; LRTI: Lower respiratory tract infection.
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Parmi les échantillons positifs pour chaque famille, aucune différence significative

d’abondance de famille entre les 2 groupes n’a été notée (Figure 13).
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Figure 13 Boxplots représentant I'abondance de chaque famille virale en fonction des groupes
URTI (bleu) ou LRTI (rouge) réalisés a partir de la matrice ALR.

Hors Leviviridae (contréle interne) et familles retrouvées dans moins de 10 échantillons. Pour chaque

famille virale, seuls les échantillons positifs sont considérés.

Abréviations: URTI: Upper respiratory tract infection; LRTI: Lower respiratory tract infection; ALR: additive log
ratio.

Sur les 2 heatmaps générés a partir de la matrice binaire (Figure 14) et a partir de la matrice
ALR (Figure 15), aucun regroupement en fonction des variables n’a été noté. Ce qui veut dire
gu’au niveau de la famille, 'ensemble des données du virome ne permettent pas de

différencier les groupes URTI ou LRTI, ou le genre, ou le fait d’étre né prématurément, ou le

type d’allaitement.

152



Il B
|
|
| |
| |
] |
|
| |
|
|
.
| |
|
N I
|
] .
<< <L <L <L <L LT
LR EEE R P EEERERE

IS ENEEE R
<<
g

rTI
1 I I .
Anelloviridae NG I I
[ |
|
. [ | |
Il - [ | _ .
Fe T
|
|
W

[ | Va1
I V66
V105
M ves
V5
v8
| | va7
V3
|| | 1 Vi,
V48
I I || V114
QT o VLV LLLOLLLLOVOLVLLOVOLOLOLLVLLOLLDLLDLOLDL [ R
EJ(UE @ U (0 (U (0 (0 0 (U (0 (U (0 (0 0 (0 (0 0 O 0 O 0 00 O 0 MO0 0o oo oo M M M @
£ £ ¢ D0DUUDUUUUUDUTUUUD0TUTUTDTDUDUTUD0TTTUTTTT TToT
o 0 FE EEE EEtEbEbLEEELCEELELEELEELEELEE L EEELEEELELELELE sEEELE
Oa & 2222282222222 22232222522225223225232%3 >335
5 ESB885555 553 58 5028588508 85858= gs23
= S5 = =5E
Z 998G 2«:wa.,—_oza.‘:gg’aiogg>\—£m.9555._£>‘o>~m S8k
ECE L am8=5cO0gOgcoaT w= ZZ<E=Enq T £
Eq:( Mgl TO O & OTT 5 526 é £
k- m O w O = £0® =
] on
< 6]
URTI =M B Non B Artificiel Mixte
= LRTI F = Oui Maternel

Figure 14 Heatmaps générés a partir de la matrice binaire (Présence/Absence) des familles
virales.

Hors Pneumoviridae (virus infectant) et Leviviridae (contréle interne). L’heatmap générés a partir de
la matrice binaire représente la présence/absence de chaque famille virale détectée dans chaque
échantillon. Cette présence/absence est représentée par une couleur foncée pour la présence et
couleur claire pour l'absence. Les variables étudiées étaient le groupe URTI/LRTI, le genre, la
prématurité et le type d’allaitement.

Abréviations : URTI : Upper respiratory tract infection ; LRTI : Lower respiratory tract infection ; M : Masculin ; F :

Féminin.
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Figure 15 Heatmaps générés a partir de la matrice d’abondance des familles virales (exprimée
en ALR).

Hors Pneumoviridae (virus infectant) et Leviviridae (contréle interne). L’heatmap générés a partir de
la matrice ALR affiche I'abondance relative de chaque famille virale détectée dans chaque échantillon.
L'abondance relative est représentée par une échelle de gradient (clair a foncé). Les variables étudiées
étaient le groupe URTI/LRTI, le genre, la prématurité et le type d’allaitement.

Abréviations : URTI : Upper respiratory tract infection ; LRTI : Lower respiratory tract infection ; M : Masculin ; F :

Féminin.
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2.3.3 Analyse détaillée pour quelques familles du virome

2.3.3.1 Famille Anelloviridae

Au niveau de la famille

Sur la matrice binaire (présence/absence d’Anelloviridae dans les échantillons), 66,04% (n=35)
des échantillons contenaient des Anelloviridae. Parmi eux, 8,6% (n=3) étaient classés dans le
groupe URTI et 91,4% (n=32) étaient classés dans le groupe LRTI. La répartition
présence/absence Anelloviridae était a 50/50 (n=3/6) pour le groupe URTI, et a 70/30
(n=32/47) pour le groupe LRTI. La famille Anelloviridae n’est statistiquement pas associée a la
sévérité (p-value = 0,3896), bien que I'OR associé (OR=2,133) soit relativement élevé, le
mangque de puissance ne permet pas de conclure.

Sur la matrice ALR (proportion d’Anelloviridae en fonction du contrdle interne Leviviridae) :

- dans le groupe URTI, la moyenne des ALR était de 1,85.

- dans le groupe LRTI, la moyenne était de 2,2.

Avec une p-value a 0,9164, la famille Anelloviridae n’était pas statistiquement associée a la

sévérité.

Au niveau du genre :

Au niveau du genre, les Torque Teno Virus (TTV), les Torque Teno Mini Virus (TTMV) et les
Torque Teno Midi Virus (TTMDV) étaient retrouvés respectivement dans 47,2%, 69,8% et
64,2% des échantillons. Dans le groupe URTI, les TTV, TTMV et TTMDV étaient retrouvés
respectivement dans 50%, 83,3%, et 83,3% des échantillons. Dans le groupe LRTI, les TTV,
TTMV et TTMDV étaient retrouvés respectivement dans 46,8%, 68,1%, et 61,7% des
échantillons. Aucun de ces 3 genres n’étaient associés a la sévérité (TTV, p-value=1; TTMV,
p-value = 0,6548 et TTMDV, p-value = 0,402).

Sur la matrice ALR, dans le groupe URTI la moyenne des ALR pour les TTV, TTMV et TTMDV
étaient respectivement de 1,08, 1,04 et 1,97. Dans le groupe LRTI, la moyenne des ALR pour
les TTV, TTMV et TTMDV étaient respectivement de 0,85, 1,42 et 0,94 (Figure 16).

Avec une p-value a 0,6082, le genre TTMV n’était pas significativement associée a la sévérité.
En raison d’'un nombre trop faible d’échantillons dans le groupe URTI, les statistiques visant a
mettre en évidence une association entre la quantité de TTV et de TTMV avec la sévérité n’ont

pu étre réalisées.
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Figure 16 Boxplot représentant la distribution des ALR des différents genres d’Anelloviridae en

fonction des groupes URTI (bleu) ou LRTI (rouge) réalisés a partir de la matrice ALR.
Abréviations : TTMDV : Torque teno midi virus ; TTMV : Torque teno mini virus ; TTV : Torque teno virus ; URTI :

Upper respiratory tract infection ; LRTI : Lower respiratory tract infection ; ALR : additive log ratio.

Au niveau de I'espéce :

Les especesde TTV1,2,4a7,9a14, 17, 22 et 26 a 29 ainsi que les espéces TTMDV 4,7 10 et
15 sont retrouvées exclusivement chez des patients LRTI, alors que pour les TTMV et les autres
TTMDV, les espéces ont des proportions de présence similaires entre les deux groupes (Figure

17).
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Figure 17 Histogramme représentant la proportion de présence des différentes espéces

Proporion patient

To

d’Anelloviridae parmiles 53 patients inclus en fonction des groupes URTI (bleu) ou LRTI (rouge).

Abréviations: URTI: Upper respiratory tract infection; LRTI: Lower respiratory tract infection.
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De la méme maniére qu’au niveau du genre, en raison d’'un nombre trop faible d’échantillons
dans le groupe URTI, les statistiques visant a mettre en évidence une association entre la
quantité des différentes especes de TTV et de TTMDV avec la sévérité n’ont pu étre réalisées.
La comparaison n’a pu étre faite que pour 9 especes de TTMV, et seul les TTMV 3, TTMV 6 et
TTMV 9 étaient significativement associée a la sévérité avec des p-value respectives a 0,0054 ;

0,0486 et 0,0431 (Figure 18).
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Figure 18 Boxplot représentant la distribution des ALR des différentes especes d’Anelloviridae

en fonction des groupes URTI (bleu) ou LRTI (rouge) réalisés a partir de la matrice ALR.
Abréviations : TTMDV : Torque teno midi virus ; TTMV : Torque teno mini virus ; TTV : Torque teno virus ; URTI :

Upper respiratory tract infection ; LRTI : Lower respiratory tract infection ; ALR : additive log ratio.

Sur les 2 heatmap générés a partir de la matrice binaire (Figure 19A) et a partir de la matrice

ALR (Figure 19B), nous n’observons pas de regroupement en fonction des variables.
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Figure 19 Heatmaps générés a partir de la matrice binaire (A) et de la matrice ALR (B).

(A) Heatmap générés a partir de la matrice binaire représente la présence/absence de chaque espéce de la famille des Anelloviridae détectée dans chaque
échantillon. Cette présence/absence est représentée par une couleur foncée pour la présence et couleur claire pour I'absence. (B) L’heatmap générés a partir
de la matrice ALR affiche I'abondance relative de chaque espéce de la famille des Anelloviridae détectée dans chaque échantillon. L'abondance relative est
représentée par une échelle de gradient (clair a foncé). Pour les deux heatmaps, les variables étudiées étaient le groupe URTI/LRTI, le genre, la prématurité
et le type d’allaitement.

Abréviations : TTMDV : Torque teno midi virus ; TTMV : Torque teno mini virus ; TTV : Torque teno virus ; URTI : Upper respiratory tract infection ; LRTI : Lower respiratory
tract infection ; M : Masculin ; F : Féminin.
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2.3.3.2 Famille Picornaviridae

Sur la matrice binaire, 45,3% (n=24) des échantillons contenaient des Picornaviridae. Parmi
eux, 20,8% (n=5) étaient classés dans le groupe URTI et 79,2% (n=19) étaient classés dans le
groupe LRTI.

A noter que les Picornaviridae étaient détectés a 83% pour le groupe URTI, et a 40% pour le
groupe LRTI. L'OR associé (OR=0,1357) laisse penser qu’il pourrait y avoir un effet protecteur
lorsqu’un Picornaviridae est présent mais ceci n’est pas statistiquement significatif (p-value =
0,0785).

Sur la matrice ALR (proportion de Picornaviridae en fonction du contréle interne
Leviviridae) (Figure 20) :

- dans le groupe URTI, la moyenne des ALR était de 0,90.

- dans le groupe LRTI, la moyenne était de 1,91.

Avec une p-value a 0,2398, la famille Picornaviridae n’était pas statistiquement associée a la

sévérité.

Severite - LRTIn=16 ‘ URTI n=4

ALR Picornaviridae
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Figure 20 Boxplot représentant la distribution des ALR des Picornaviridae en fonction des

groupes URTI (bleu) ou LRTI (rouge) réalisés a partir de la matrice ALR.

Abréviations: URTI : Upper respiratory tract infection ; LRTI : Lower respiratory tract infection ; ALR : additive log

ratio.
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2.3.3.3 Nouveaux Virus identifiés dans des préléevements respiratoires

Genomoviridae

Sur les 53 échantillons testés, des reads assignés a la famille Genomoviridae n’ont été détecté
gue dans 2 échantillons ce qui suggére que la présence de ce virus dans les prélevements

respiratoires de cette population pédiatrique testée est un événement rare.

Redondoviridae

Aucune trace de Redondoviridae n’a été retrouvée dans les échantillons de la cohorte.

Circoviridae
Des reads ont été assignées a la famille Circoviridae dans 2 échantillons du groupe LRTI avec
une tres faible abondance (1 RPM pour V48 et 2 RPM pour V74) sans étre associés a la sévérité

(p-value =1).

2.3.4 Analyse des coinfections

Pour les analyses de cette partie, I'absence de coinfections n’était validée que pour les
échantillons pour lesquels le contréle interne était détecté (profondeur de séquencage
considérée comme suffisante pour détecter de potentielles coinfections). De ce fait, un
échantillon était considéré comme « sans coinfection » uniguement si aucune coinfection
n’était retrouvé ET si le controle interne MS2 était détecté ; et un échantillon était considéré
comme « avec coinfection » si une coinfection au moins était retrouvé quel que soit la valeur

du controle interne.

2.3.4.1 Coinfections par un virus respiratoire humain

Les virus humains responsables de coinfections respiratoires étudiés ici, étaient les suivants :
Adenoviridae,  Coronaviridae, = Orthomyxoviridae, =~ Paramyxoviridae,  Picornaviridae,
Parvoviridae. A noter que seules les coinfections entre familles virales ont été étudiées ici et

non pas les coinfections au sein d’'une méme famille virale.

A partir de la matrice binaire, parmi les 53 patients de la cohorte ViBraFlu, 9,4% (n=5) ne
présentait pas de coinfections, 56,6% (n=30) présentaient 1 coinfection, 18,9% (n=10)
présentaient 2 coinfections et 1,9% (n=1) présentaient 3 coinfections.

A noter que pour 13,2% (n=7) des patients, il était impossible de confirmer I'absence de

coinfections puisque le contrdle interne n’était pas détecté.

160



Tous les URTI (n=6) avaient au moins une coinfection. Parmi les LRTI, 74,5% (n=35) avaient au
moins une coinfection. Le fait d’avoir au moins 1 coinfection n’est statistiquement pas associé
a la probabilité de développer une forme sévere (p-value = 0,7715).

Parmi les URTI, 83,3% (n=5) avaient une coinfection et 16,7% (n=1) avaient 2 coinfections.
Parmi les LRTI, 53,2% (n=25) avaient une coinfection, 19,1% (n=9) avaient 2 coinfections et
2,1% (n=1) avaient 3 coinfections. Le fait d’avoir plusieurs coinfections par des virus

respiratoires n"augmente pas la probabilité d’étre LRTI (p-value = 0,9164).

En analysant uniquement les échantillons pour lesquels le contréle interne était détecté
(matrice ALR), parmi les les 36 patients de la cohorte ViBraFlu, 13,9% (n=5) ne présentait pas
de coinfection, 63,9% (n=23) présentaient 1 coinfection et 22,2% (n=8) présentaient 2
coinfections.

Tous les URTI (n=4) avaient au moins une coinfection. Parmi les LRTI, 84,4% (n=27) avaient au
moins une coinfection.Le fait d’avoir au moins 1 coinfection n’est statistiquement pas associé
a la probabilité de développer une forme sévére (p-value = 1). Parmi les URTI, 75% (n=3)
avaient une coinfection et 25% (n=1) avaient 2 coinfections. Parmi les LRTI, 62,5% (n=20)
avaient une coinfection et 21,9% (n=7) avaient 2 coinfections. Le fait d’avoir plusieurs

coinfections par des virus respiratoires n"augmente pas la probabilité d’étre LRTI (p-value = 1).

Une analyse centrée uniquement sur la coinfection avec au moins une des 3 familles
suivantes : Adenoviridae, Coronaviridae et Parvoviridae; n’a également pas montrée
d’association entre présence de coinfection et sévérité, ni sur la matrice binaire (p-value =

0,6317) ni sur la matrice ALR (p-value = 0,2904).

2.3.4.2 Coinfections par un virus non respiratoire humain
Les virus a tropisme non respiratoire responsables de coinfections étudiés ici, étaient les
suivants : Astroviridae, Flaviviridae, Herpesviridae, Papillomaviridae, Phenuiviridae,

Picobirnaviridae, Polyomaviridae, Poxviridae et Retroviridae.

A partir de la matrice binaire, parmi les 53 patients de la cohorte ViBraFlu, 1,9% (n=1) ne
présentait pas de coinfections, 24,5% (n=13) présentaient 1 coinfections, 13,2% (n=7)
présentaient 2 coinfections, 35,8% (n=19) présentaient 3 coinfections, 9,4% (n=5)

présentaient 4 coinfections, 7,5% (n=4) présentaient 5 coinfections et 5,7% (n=3) présentaient
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6 coinfections. A noter que pour 1,9% (n=1) des patients, il était impossible de confirmer
I’'absence de coinfections puisque le contrdle interne n’était pas détecté.

Tous les URTI (n=6) avaient au moins une coinfection. Parmi les LRTI, 95,7% (n=45) avaient au
moins une coinfection. Le fait d’avoir au moins 1 coinfection n’est statistiquement pas associé
a la probabilité de développer une forme sévére (p-value = 1). Le fait d’avoir plusieurs
coinfections par des virus respiratoires n’augmente pas la probabilité d’étre LRTI (p-value =

0,4914).

En analysant uniquement les échantillons pour lesquels le contrOle interne était détecté,
parmi les 36 patients de la cohorte ViBraFlu, 2,8% (n=1) ne présentait pas de coinfections,
8,3% (n=3) présentaient 1 coinfections, 5,6% (n=2) présentaient 2 coinfections, 50% (n=18)
présentaient 3 coinfections, 13,9% (n=5) présentaient 4 coinfections, 11,1% (n=4)
présentaient 5 coinfections et 8,3% (n=3) présentaient 6 coinfections. Le fait d’avoir au moins
1 coinfection n’est statistiquement pas associé a la probabilité de développer une forme
sévere (p-value = 1). Le nombre de coinfections par différents virus non respiratoires

n’augmente pas la probabilité d’étre LRTI (p-value = 0,9007).

2.3.4.3 Coinfections par des phages

Les familles de phages étudiées ici, étaient les suivantes : Ackermannviridae, Cystoviridae,
Herelleviridae, Inoviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae et Siphoviridae. L'analyse
ayant été effectuée fin 2021, elle est basée sur I'ancienne classification des phages (famille
Siphoviridae, Podoviridae et Myoviridae).

Les familles les plus retrouvées étaient par ordre de fréquence : les Podoviridae (28,3%), les
Siphoviridae et les Ackermannviridae (26,4%), les Myoviridae (20,8%), les Microviridae (17%),

les Herelleviridae (11,3%), les Inoviridae (5,7%) et les Cystoviridae (1,9%).

A partir de la matrice binaire, parmi les 53 patients de la cohorte ViBraFlu, 24,5% (n=13) ne
présentaient pas de coinfections avec un phage. Pour 22,6% (n=12) des patients, 1 seule
famille de phage était détectée ; pour 13,2% (n=7), 2 familles de phages étaient détectées ;
pour 7,5% (n=4), 3 familles de phages étaient détectées ; pour 3,8% (n=2), 4 ou 6 familles de
phages étaient détectées et pour 5,7% (n=3), 5 familles de phages étaient détectées. A noter
que pour 18,9% (n=10) des patients, il était impossible de confirmer I'absence de coinfections

puisque le controle interne n’était pas détecté.
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Parmi les URTI, 33,3% (n=2) avaient au moins une coinfections. Parmi les LRTI, 59,6% (n=28)
avaient au moins une coinfections. Le fait d’avoir au moins 1 coinfections avec un phage n’est
statistiquement pas associé a la probabilité de développer une forme sévere (p-value =
0,4296).

Parmi les URTI, 16,7% (n=1) avaient 2 coinfections et 5 coinfections. Parmi les LRTI, 25,5%
(n=12) avaient une coinfection, 12,8% (n=6) avaient 2 coinfections, 8,5% (n=4) avaient 3
coinfections et 4,3% (n=2) avaient 4, 5 ou 6 coinfections. Le fait d’avoir plusieurs coinfections

par des phages n"augmente pas la probabilité d’étre LRTI (p-value = 0,5885).

En analysant uniquement les échantillons pour lesquels le controle interne était détecté,
36,1% (n=13) ne présentaient pas de coinfections avec un phage. A noter qu’il est possible que
pour ces échantillons des phages soient présents mais a une quantité plus faible que notre
contréle interne. Pour 22,2% (n=8) des patients, 1 phage seulement était détecté ; pour 13,9%
(n=5), 2 phages étaient détectés ; pour 8,3% (n=3), 3 ou 5 phages étaient détectés et pour
5,6% (n=2), 4 ou 6 phages étaient détectés.

Parmi les URTI, 50% (n=2) avaient au moins une coinfection. Parmi les LRTI, 65,6% (n=21)
avaient au moins une coinfections. Le fait d’avoir au moins 1 coinfection avec un phage n’est
statistiquement pas associé a la probabilité de développer une forme sévére (p-value =
0,6092).

Parmi les URTI, 25% (n=1) avaient 2 ou 5 coinfections. Parmi les LRTI, 25% (n=8) avaient une
coinfection, 12,5% (n=4) avaient 2 coinfections, 9,4% (n=3) avaient 3 coinfections et 6,3%
(n=2) avaient 4, 5 ou 6 coinfections. Le fait d’avoir plusieurs coinfections par des phages

n’augmente pas la probabilité d’étre LRTI (p-value = 0,657).

2.3.5 Analyse des groupes Oz vs sans 02

Des études récentes ayant utilisé la nécessité de supplémentation en 02 pour classer les
patients en groupe séveére (supplémentation en 0,) et non sévere (pas de supplémentation en
02), quelques analyses ont été réalisées en utilisant cette méthode de classification,

uniguement sur la cohorte des 36 patients pour lesquels le contréle interne MS2 était détecté.
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Caractéristiques clinique et démographiques des deux groupes

Parmi les 36 patients de la matrice ALR, 33,3% (n=12) n’avait pas besoin d’une

supplémentation en O; et 66,7% (n=24) avaient besoin d’une supplémentation en O,. Les

caractéristiques cliniques et démographiques des deux groupes sont résumées dans le tableur

14.

Tableau 14 Caractéristiques cliniques et démographiques des 36 patients de la matrice ALR en

fonction de la variable « supplémentation en O2 ».

VRS+ VRS+ P-value
Sans supplémentation en 0? Supplémentation en 0?
(n=12) (n=24)

Sexe : masculin 5(41,7%) 11 (45,8%) 1
Age médian, mois | 2,8 (1-6,1) 1,6 (0,5-5,9) 0,2794
(min-max)
Prématurité 1(8,3%) 4 (16,7%) 0,6457
Mode de vie Domicile : 11 (91,7%) Domicile : 22 (91,7%) 1
(Domicile-Creche)
Tabagisme passif 7 (58,3%) 12 (50%) 1
Présence de Fratrie | 8 (66,7%) 21 (87,5%) 0,1904
Type Allaitement maternel : Allaitement maternel : 0,019
d’alimentation 1(8,3%) 12 (50%)

Allaitement artificiel : Allaitement artificiel :

8 (66,7%) 5(20,8%)

Mixte : 3 (25%) Mixte : 6 (25%)
URTI vs LRTI URTI : 4 (33,3%) — LRTI : 8 (66,7%) | URTI : 0 (0%)— LRTI : 24 (100%) | 0,0084
Durée 1(1-5) 5(1-11) 2,23x10°®
d’hospitalisation
médian
(min-max)
Ct VRS médian 19,7 (17,2-26) 20,9 (15,3-25,1) 0,6908
(min-max)

Abréviations : VRS : Virus Respiratoire Syncytial ; URTI: Upper Respiratory Tract Infection; LRTI: Lower

Respiratory Tract Infection ; min : valeur minimum ; max : valeur maximum ; Ct : cycle threshold.

Parmi les variables observées, le type d’alimentation, les infections LRTI et la durée

d’hospitalisation étaient associés au risque d’avoir une supplémentation en O3 lors d’une IRA.
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Analyse descriptive

Aucune différence significative de composition entre les 2 groupes n’a été relevée bien que
certaines familles semblent plus présentes dans le groupe avec supplémentation en 02
(Parvoviridae, Orthomyxoviridae, Coronaviridae, Adenoviridae, Phenuiviridae, Podoviridae,

Myoviridae et Cystoviridae) (Figure 21).

A Virus Respiratoire Humain

Picomaviridae |

iri E—
Parvoviridae

paramycoviidae | —

Orthomyxoviridae —

Coronaviridae T E—
Adenoviridae |EEEG—
0 2 4 6 8 10 12
B Virus non Respiratoire Humain
Retroviridae | —
Poxviridae
Polyomaviridae —
Picobirnaviridae [ —
Phenuiviridae |
Papillomaviridae [ —
Herpesviridae [ -
Flaviviridae —
0 5 10 15 20 25
C Phages

STphoviridae | —
Podoviridae [
Myoviridae [
Microviridae [ —
Inoviridae  |—
Herelleviridae | —
Cystoviridae |e——

Ackermannyiridae |

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

M Supplémention en 02 M Sans Supplémention en 02

Figure 21 Histogramme représentant la proportion de présence de chaque famille virale parmi
les 36 patients de la matrice ALR en fonction des groupes sans supplémentation en 02 (bleu)
ou avec supplémentation en 02 (rouge), pour les virus respiratoires humain (A).

Hors Pneumoviridae (virus infectant) et Leviviridae (contrdle interne).
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Aucune différence significative d’abondance de famille entre les échantillons des 2 groupes

n’a été retrouvée.

Les Anelloviridae

e Au niveau de la famille
Dans le groupe sans supplémentation en 02, la moyenne des ALR était de 2,77. Dans le groupe
avec une supplémentation en 02, la moyenne était de 1,82. Avec une p-value a 0,078, la famille

Anelloviridae n’est pas significativement associée a la nécessité de supplémentation en 0.

e Au niveau du genre
Dans le groupe sans supplémentation en 0%, la moyenne des ALR pour les TTV, TTMV et
TTMDV étaient respectivement de 1,65, 1,77 et 1,24. Dans le groupe avec une
supplémentation en 0%, la moyenne des ALR pour les TTV, TTMV et TTMDV étaient
respectivement de 0,44, 1,13 et 0,86. Aucun des 3 genres n’étaient associés a la nécessité de
supplémentation en O? (TTV p-value a 0,0631, TTMV p-value a 0,2849 et TTMDV p-value 3
0,4664).

e Au niveau de l'espéce

Les analyses ont été réalisées uniqguement sur les espéces présentes dans au moins 3
échantillons de chaque groupe (avec ou sans supplémentation en 02). Les abondances de TTV
(1,3,8,15et24), TTMV (1, 2, 3,4,5,7,8,9,10, 11 et 12) et TTMDV (1, 5, 8, 9, 12, 14 et 15)
n’étaient pas associées a la nécessité de supplémentation en O2. En revanche, une différence
d’abondance significative entre les deux groupes a été retrouvée pour les TTV2, 4, 11, 18 et
23 (p-value respectives de 0,034 ; 0,048 ; 0,030; 0,018 et 0,037); pour le TTMV 6 (p-value =
0,049) et pour le TTMDV 6 (p-value = 0,017).

Les Picornaviridae
Dans le groupe sans supplémentation en 02, la moyenne des ALR était de 1,41. Dans le groupe
avec une supplémentation en 02, la moyenne était de 1,96. Avec une p-value a 0,4372, la

famille Picornaviridae n’était pas statistiquement associée a la sévérité.

Coinfections par un virus respiratoire humain
Le fait d’avoir au moins 1 coinfection n’est statistiquement pas associé a la nécessité de

supplémentation en 02 (p-value = 0,6457). Le fait d’avoir plusieurs coinfections par des virus
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respiratoires n’augmente pas la probabilité d’avoir besoin d’une supplémentation en 02 (p-
value =0,671).

Une analyse centrée uniquement sur la coinfection avec au moins une des 3 familles
suivantes : Adenoviridae, Coronaviridae et Parvoviridae ; était en revanche associé a

I’oxygénothérapie avec une p-value égale a 0,0021.

Coinfections par un virus non respiratoire humain
Le fait d’avoir au moins 1 coinfection n’est statistiquement pas associé a la probabilité d’avoir
recours a de I'oxygénothérapie (p-value = 1). Le nombre de coinfections par différents virus

non respiratoires n"augmente pas la probabilité d’étre supplémenté en 0O? (p-value = 0,5313).

Coinfections par des phages
Le fait d’avoir au moins 1 coinfection avec un phage n’est statistiquement pas associé a
I’oxygénothérapie (p-value = 1). Le fait d’avoir plusieurs coinfections par des phages

n’augmente pas la probabilité d’étre supplémenté en O? (p-value = 0,5508).

2.3.6. Séquence VRS

2.3.6.1 Etude séquence génome complet

Parmi les 53 échantillons séquencés, 45 séquences génome complet avec une couverture
supérieure a 90% ont pu étre obtenues. Une profondeur moyenne de 4247 et un pourcentage
de couverture moyen de 98,83% étaient observés. Le VRS est divisé en deux sous-
groupes antigéniques : VRS-A et VRS-B. Ici, 29,6% (n=13) des échantillons étaient des VRS-A et
70,4% (n=31) étaient des VRS-B (Figure 22). A noter que pour I'un des échantillons, le groupe
n’a pas pu étre déterminé car les séquences mappaient a la fois sur les génomes VRS-A et VRS-
B. Ceci peut étre d{ a une coinfection mais demanderait des analyses plus approndies afin de
le vérifier. Cet échantillon a donc été exclu car la séquence consensus est probablement
chimérigue et ne peut donc pas étre analysée dans un arbre.

Les 13 échantillons du groupe VRS-A provenaient de patients du groupe LRTIL. En ce qui
concerne le groupe VRS-B, 19,4% (n=6) provenaient de patients du groupe URTI et 80,6%
(n=25) provenaient de patients du groupe LRTI. Aucun des deux groupes (VRS-A et VRS-B)
n’étaient statistiguement associée a la sévérité dans nos données (p-value = 0,1573).

Si 'on regarde les groupes avec ou sans supplémentation en 02, les 13 échantillons du groupe

VRS-A provenaient de 15,4% (n=2) patients sans supplémentation en O? et de 84,6% (n=11)
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patients avec supplémentation en 0% En ce qui concerne le groupe VRS-B, 45,2% (n=14)
provenaient de patients du groupe sans O? et 54,8% (n=17) provenaient de patients du groupe
avec 0% Aucun des deux groupes (VRS-A et VRS-B) n’étaient statistiquement associée a

I’oxygénothérapie dans nos données (p-value = 0,08915).
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Figure 22 Arbres phylogéniques des séquences génome complet de VRS-A (A) et de VRS-B (B)

Arbres générés a partir des alignements des séquences consensus des VRS-A et des VRS-B des
prélevements inclus et des séquences de référence VRS-A et VRS-B selon la méthode des distances
Neighboor Joining (NJ) en appliquant la correction de distance Kimura 2- parameter avec un bootstrap
a 1000. Les échantillons marqués d’un rond vert appartiennent au groupe URTI et ceux marqués d’un

rond rouge appartiennent au groupe LRTI.
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2.3.6.2 Etude séquence protéine G du VRS

Une analyse de la séquence du gene de la protéine G des différents échantillons (pour lesquels
I’assignation a un génotype avait été possible (n=31)) a été réalisée avec un ensemble de
séquences de référence de tous les génotypes afin d’identifier les génotypes présents chez les

patients de la cohorte et de déterminer si un génotype pouvait étre associé a la sévérité.

Les séquences associées au groupe VRS-A étaient toutes regroupées avec le génotype ON1
qui contient une duplication de 72 nt dans la séquence correspondant a la région C-terminale

du gene G (Figure 23).
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Figure 23 Arbre phylogénique des séquences du gene G des VRS-A

Arbre généré a partir des alignements des séquences consensus du géne G des VRS-A des
prélevements inclus et des séquences de référence VRS-A selon la méthode des distances Neighboor
Joining (NJ) en appliquant la correction de distance Kimura 2- parameter avec un bootstrap a 1000. Les

échantillons marqués d’un rond vert appartiennent au groupe URTI et ceux marqués d’un rond rouge

appartiennent au groupe LRTI.
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En ce qui concerne les séquences associées au groupe VRS-B, il est plus difficile de déterminer
un génotype précis car a I’heure actuelle, il n’existe pas de consensus sur les criteres de
discrimination entre les génotypes. En effet, certains groupes qui ont été décrits comme des
génotypes distincts se sont avérés appartenir a des génotypes précédemment identifiés. Ici,
seul 18 séquences avaient une couverture assez bonne sur la protéine G pour étre analysées.
Sur I'arbre phylogénétique, les séquences des patients URTI et LRTI ne sont pas regroupées

(Figure 24).
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Figure 24 Arbre phylogénique des séquences du géne G des VRS-B

Arbre généré a partir des alignements des séquences consensus du gene G des VRS-B des prélevements
inclus et des séquences de référence VRS-B selon la méthode des distances Neighboor Joining (NJ) en
appliquant la correction de distance Kimura 2- parameter avec un bootstrap a 1000. Les échantillons
marqués d’un rond vert appartiennent au groupe URTI et ceux marqués d’un rond rouge appartiennent

au groupe LRTI.
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2.4 Discussion

Cet axe d’étude avait pour objectif de déterminer la composition globale du virome dans les
prélevements VRS+ de la cohorte ViBraFlu ainsi que de mettre en évidence les potentielles
différences de composition du virome respiratoire en fonction de la sévérité de I'IRA ou de
certains critéeres cliniques. Les séquences de génomes complets et de la protéine G du VRS ont
également été étudiées afin de déterminer si I'un des génotypes VRS pouvait étre associé a la

sévérité.

2.4.1 Caractéristiques cliniques et démographiques de la cohorte

Dans un premier temps, les variables cliniques et démographiques reconnues comme pouvant
influencer la composition du microbiome respiratoire mais aussi la sévérité de I'infection
(genre, age, prématurité, présence de fratrie et de tabagisme passif au sein du foyer et mode
d’allaitement) ont été étudiées. Aucune de ces variables n’était statistiquement associée a
une probabilité plus élevée d’étre LRTI dans cette cohorte contrairement a ce qui a été
observé dans la littérature. En effet, plusieurs études ont mis en évidence que I'age était le
principal facteur de risque de sévérité ; en cause (1) les voies respiratoires plus étroites chez
les jeunes enfants rendent I'obstruction de celles-ci plus fréquentes?4, (2) la baisse du taux

168 D’autres études

d’anticorps maternels protecteurs chez les enfants de moins de 3 mois
ont également démontré que la prématurité, I'absence d’allaitement maternel ainsi que
certains facteurs liés a I’environnement de I'enfant (tabagisme passif, fratrie nombreuse) sont
des facteurs de risque de développer une forme sévére de la maladie39118172 Enfin, il a aussi
été prouvé que le sexe masculin pouvait étre associé a des formes plus sévéres de la maladie
437 || est évident que nous manquons de puissance pour mettre en évidence certaines
différences notamment pour les variables prématurité, genre, et allaitement pour lesquelles
les données décrites semblent assez différentes entre les deux groupes. Ces différences
seraient a confirmer sur des effectifs plus grands. De plus, il existe un biais possible lors de
I’'admission a I’'UHCD. En effet, bien que certains nourrissons ne présentaient pas de tableau
clinique « inquiétant », ils ont tout de méme été admis en raison de leur jeune age ce qui
pourrait expliquer le fait que la variable age ne soit pas associée a la sévérité.

Dans un second temps, des études récentes ayant utilisé la nécessité de supplémentation en
02 pour classer les patients en groupe sévere (supplémentation en 02) et non sévéere (pas de

supplémentation en 02), quelques analyses ont été réalisées en utilisant cette méthode de
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classification. Le mode d’alimentation était significativement différent entre les deux groupes
avec l'allaitement qui était associé a un risque plus élevé de supplémentation en O2. Cette
donnée n’est pas cohérente avec la littérature puisque normalement I'allaitement maternel
est associé a une augmentation de la protection et donc une diminution du risque de
développer une forme sévere30118168172  Cecj peut cependant s’expliquer par I'dge des
nourrissons qui semblent plus faible pour les nourrissons avec supplémentation en 02 bien
gue cette donnée ne soit pas significative (p-value = 0,2794). Par ailleurs, le nombre de
patients souffrant d’'une LRTI et le la durée d’hospitalisation étaient significativement associés

a la nécessité de supplémentation en 02.

2.4.2 Hétérogénéité du virome respiratoire chez I’'enfant

L’analyse descriptive des données de virome a mis en évidence 43 familles virales retrouvées
dans au moins 1 échantillons. Contrairement a d'autres viromes environnementaux, celui des
voies respiratoires présente une faible diversité virale principalement en raison de la présence
de barriéres naturelles®’®. De plus, on remarque qu’il ne semble pas y avoir de virome partagé
entre les enfants de la cohorte bien gu’ils soient tous originaires de la région lyonnaise
(environnement commun), de moins de 7 mois et prélevés la méme année pendant la méme
période. Cette grande variabilité interindividuelle a déja été décrite dans d’autres
études374376,

Parmi les familles retrouvées, 7 étaient des familles de virus respiratoires humains, 8 étaient
des familles de virus non respiratoires humains, 3 étaient des familles de virus non pathogenes
humains, 8 étaient des familles de phages et 17 étaient des familles de virus non humain
(plantes, champignons, insectes, autres mammiféres).

De la méme maniere que dans le tractus digestif, il a été constaté que les virus eucaryotes
présentaient une faible diversité a la naissance et que leur nombre augmentait
progressivement avec I'exposition environnementale?’. En effet, chaque individu sain peut
étre infecté chroniquement par de nombreux virus d’eucaryotes que I'on retrouve alors de
facon transitoire dans le virome respiratoire3’®. Dans notre étude, le VRS était le virus infectant
et nous I'avons retrouvé dans tous les échantillons. De nombreuses coinfections avec des virus
respiratoires ont également été observées, notamment avec les familles des Picornaviridae,
des Adenoviridae, des Coronaviridae, des Orthomyxoviridae, des Paramyxoviridae, et des

Parvoviridae. Ceci avait déja été observé dans d’autres études réalisées sur des enfants
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asymptomatiques en bonne santé>2*4368 Cependant les enfants de ces cohortes avaient 18

368 244

mois38, entre 6 et 24 mois? et entre 2 et 21 mois?** alors que dans notre étude, nous n’avons
inclus que des nouveau-nés de moins de 7 mois. Il est intéressant de noter que les nourrissons
acquierent visiblement un virome respiratoire tres hétérogéne et ce rapidement apres la
naissance.

D’autres virus pathogénes pour I’homme mais a tropisme non respiratoire ont également été
détectés, parmi eux des virus pathogéenes opportunistes tels que les Herpesviridae, les
Papillomaviridae, les Poxviridae...

Plusieurs familles de phages ont également été identifiées dans plusieurs échantillons
(Ackermannviridae, Myoviridae, Podoviridae et Siphoviridae). La présence de phages au
niveau du tractus respiratoire est liée a la flore bactérienne résidente et avait déja été
documenté dans d’autres études?’%2°1,

Grace aux nouvelles technologies, des virus commensaux non pathogenes ont pu étre
identifiés notamment des virus de la famille des Anelloviridae dont nous parlerons plus en
détails dans la suite de ce manuscrit372376,

Il est intéressant de noter que des virus de plantes ont également été trouvés dans presque

tous les échantillons, ce qui avait déja été signalé dans des poumons humains et de souris?*4,

2.4.3 Association entre sévérité de la bronchiolite et composition du virome respiratoire

En ce qui concerne la comparaison de composition entre nos groupes URTI vs LRTI, bien que
certaines familles semblent plus abondantes dans le groupe LRTI ou dans le groupe URTI,
aucune différence significative entre les deux groupes n’a été notée. Au niveau de la famille,
I’ensemble des données du virome ne permettent donc pas de différencier les groupes URTI
ou LRTI. Au niveau de I'espece pour la famille des Anelloviridae, certaines especes n’étaient
retrouvées que chez les patients LRTI (lesTTV 1,2,4a7,9a14,17,22 et 26 a 29 et les TTMDV
4,7 10 et 15). Malheureusement, en raison d’un nombre trop faible d’échantillons dans le
groupe URTI, la comparaison entre les 2 groupes n’a pu étre faite que pour 9 espéces de TTMV,

et seul les TTMV 3, 6 et 9 étaient significativement associée a la sévérité.

De la méme maniére, aucune différence significative de composition du virome au niveau des
familles virales n’a pu étre mis en évidence par comparaison des groupes sans ou avec
supplémentation en O, hormis la coinfection avec Adenoviridae ou Coronaviridae ou

Parvoviridae avec une p-value égale a 0,0021). Au niveau de l'espéce pour la famille des
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Anelloviridae, une différence d’abondance significative entre les groupes avec ou sans
supplémentation en O, a été retrouvée pour les TTV2, 4, 11, 18 et 23; pour le TTMV 6 et pour
le TTMDV 6.De récentes études sur le virome ont pourtant mis en évidence qu’une dysbiose
de celui-ci pourrait étre impliquée dans les formes séveres d’IRA. En effet, des études sur
population pédiatrique ont par exemple révélé que les enfants atteints de pneumonie
présentaient des charges de TTV (famille Anelloviridae) visiblement plus élevées que les
enfants souffrant d'une infection pulmonaire moins grave3°%391438 De la méme maniére, Li et
al,. ont mis en évidence que I’ abondance relative des phages Propionibacterium étaient
significativement plus élevée dans le virome respiratoire des enfants présentant des IRA
récurrentes, tandis que les phages Lactococcus présentaient une tendance inverse392, A noter
gue dans cette étude, les enfants étaient plus agés (ages médians des différents groupes allant
de 40,6 mois a 72 mois), la différence entre nos deux études peut donc s’expliquer de deux
manieres : soit la technique utilisée pour VibraFlu est moins sensible pour la détection des
phages, soit I'acquisition des phages dépends de I'dge. Aux vues de ces différents résultats, il

serait intéressant de réaliser des analyses au niveau du genre voir de I'espece de phage.

2.4.4. Coinfections

Nous avons ensuite analysé les co-infections présentes dans chaque échantillon. Dans un
premier temps, nous avons regardé les virus respiratoires humains responsables des
coinfections. Les virus les plus retrouvés étaient les Adenoviridae, Coronaviridae,
Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Picornaviridae et Parvoviridae ce qui correspond a ce qui
avait déja été trouvé dans la littérature?38372, Dans une autre étude, tous les échantillons
contenaient de 1 a 3 virus a ARN (VRS, Coronavirus, rhinovirus, entérovirus et grippe)?*4. Sur
la matrice binaire et ALR, 77,4% et 86,1% des patients avaient respectivement au moins une
co-infection.

Dans notre étude la proportion de co-infections était élevée. En effet, d’autres études ont
rapporté des taux de co-infection allant de 18% a 61,8%369439440, Dans notre étude, le fait
d’avoir au moins 1 co-infection ou d’avoir plusieurs co-infections par des virus respiratoires
n’était pas associé a la probabilité de développer une forme sévere. Il existe des preuves
contradictoires de I'effet de la co-infection sur la gravité de la maladie. Des études avaient
déja rapporté qu’il n’y avait aucune association avec la sévérité de I'infection entre les patients

souffrant d'IRA causées par un seul agent et celles causées par plusieurs virus dans les
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échantillons d'ANP étudiés chez les enfants hospitalisés362439-44> A |'inverse d’autres études
ont suggéré que la co-infection virale respiratoire pouvait étre un facteur de risque
d’aggravation des symptdmes de la maladie*®43, Une étude portant sur des enfants de
moins de 2 ans a révélé des scores de détresse respiratoire plus élevés chez les nourrissons
atteints du VRS et d’un autre virus respiratoire (grippe Aou B, PIV 1, 2 ou 3 ou AdV) par rapport
aux nourrissons infectés par le VRS seulement?#®. Semple et al., ont quant a eux constaté que
la coinfection par le VRS et le MPV était fortement associée a un risque 11 fois plus élevé
d’admission a l'unité de soins intensifs pédiatriques par rapport a une infection par le VRS
seulement*?. De la méme maniére, une étude de Greensill et al., a montré que |'évolution
était plus sévere en cas de co-infection par le VRS et le MPV#2, Dans notre étude, il n’a pas
été possible d’étudier I'impact des potentielles co-infections VRS-hMPV puisque ces deux virus
sont de la méme famille virale. Il n’a donc pas été possible de distinguer les deux en nous
basant sur I’analyse au niveau de la famille. Drori et al., ont constaté que lorsque le pic de cas
de VRS coincidait avec le pic de grippe, les pourcentages de cas positifs pour le VRS étaient
plus faibles que lorsque le pic de cas de VRS précédait la grippe®*’. A noter que dans ces
différentes études la coinfection était détectée par PCR. Dans notre étude, bien que les
effectifs soient faibles, les coinfections sont détectées avec le protocole de mNGS qui est seule
maniére de regarder I'ensemble des coinfections de maniére systématique. D’autres études
sur de plus grandes cohortes et des modeles animaux sont donc nécessaires pour comprendre

les interactions entre les virus coinfectant et leur hote.

Dans un second temps, nous avons regardé les virus non respiratoires humains présents dans
les échantillons. Les virus a tropisme non respiratoire présents étaient : Astroviridae,
Flaviviridae, Herpesviridae, Papillomaviridae, Phenuiviridae, Picobirnaviridae, Polyomaviridae,
Poxviridae, Retroviridae et Rhabdoviridae. De la méme maniére que dans le tractus digestif,
I'abondance et la diversité des virus eucaryotes au sein du virome augmentent
progressivement avec I'exposition environnementale et les infections chroniques par des virus
opportunistes tels que Herpesviridae, Polyomaviridae, Papillomaviridae...?%3663¢7  Seuls 3
patients ne présentaient pas de coinfections dont 2 patients pour lesquels le contréle interne
n’était pas détecté et pour lesquels cette absence de coinfection n’est donc pas interprétable.
Le fait d’avoir plusieurs coinfections par des virus non respiratoires n’était pas associé a la

sévérité de 'infection. A notre connaissance peu d’études sur cohorte pédiatrique ont étudié
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le lien entre sévérité et présence de co-infections par des virus non respiratoires. Une étude
de 2005 avait mis en évidence par culture la présence de Cytomégalovirus (CMV, famille
Herpesviridae) dans 4,4% des échantillons et cette présence était associé a une durée
d’hospitalisation plus longue®*“. A noter cependant que le CMV peut étre un agent pathogéne
respiratoire, en particulier chez les nourrissons ; et que dans I’étude de Fuller et al., il n’est
pas indiqué silI'allongement de la durée d’hospitalisation est causé par la gravité de la maladie

ou par des changements dans la prise en charge par le clinicien (étude retrospective)®*.

Enfin, nous avons regardé les familles de phages présentes dans les échantillons. Les familles
les plus retrouvées étaient les Siphoviridae, les Podoviridae, les Ackermannviridae, les
Myoviridae et les Microviridae. En raison d’une flore bactérienne résidente, il n’est pas
étonnant qu’un grand nombre de phages soit retrouvé au niveau du tractus respiratoire. De
précédentes études ont rapporté que les phages du virome appartenaient majoritairement a
'ordre des Caudovirales, notamment les Siphoviridae, les Myoviridae et les
Podoviridae>>?79291, A noter que la prévalence de certains phages ADN double et simple brin
peut &tre exagérée en raison d'un biais d'amplification dans ces études?®%4>>, D’aprés nos
analyses, la présence d’au moins une famille de phage, ou la présence de plusieurs familles de
phages n’étaient pas associé a la probabilité de développer une forme sévere. Pourtant, les
phages sont capables d’affecter la santé humaine soit en faconnant le microbiome
respiratoire, soit en interagissant directement avec le systétme immunitaire*>®. Peu d’études
se sont intéressées aux phages lors de I'analyse du virome respiratoire3%?. Li et al., ont révélé
gue I'abondance des phages de Propionibacterium étaient significativement plus élevée dans
le virome respiratoire des enfants présentant des IRA récurrentes tandis que les phages de
Lactococcus présentaient une tendance inverse32. Ces données montrent qu’il est nécessaire
de s’intéresser de maniére plus approfondie a la composition en phages dans le virome

respiratoire afin de mettre en lumiére leur role potentiel dans la pathogenése des IRA.

2.4.5 Analyse détaillée pour quelques familles du virome

Une analyse détaillée pour quelques familles identifiées dans le virome a été réalisée.

2.4.5.1 Anelloviridae
Parmi les familles les plus représentées, il y avait les Anelloviridae retrouvés dans 35

échantillons (66,04%) sur la matrice binaire et dans 28 échantillons (77,7%) sur la matrice ALR.
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Ceci correspond aux données décrites dans la littérature selon lesquelles les Anelloviridae
représenteraient la famille de virus la plus répandue dans le virome respiratoire?°1374, En effet,
les Anelloviridae sont retrouvés chez les humains de tout age et de maniére ubiquitaire (chez
75 a 100 % des sujets testés) et ce dés les premiers mois de vie376:457-459,

La potentielle implication des Anelloviridae a été étudiée dans diverses maladies. Dans notre
étude, bien que I'analyse descriptive montrait une différence entre les groupes URTI et LRTI,
notamment sur la matrice binaire présence/absence, la famille Anelloviridae n’était
statistiquement pas associée a la sévérité. Il a pourtant déja été rapporté dans la littérature
des associations entre les Anelloviridae et les maladies respiratoires chroniques, telles que
I'asthme ou la BPCO3%’®. En raison de leur caractére ubiquitaire, il est difficile d’établir si cette
association est causale3”3. Dans le cas de notre étude, c’est probablement le faible effectif et
donc un manque de puissance qui nous empéche de montrer une différence statistiquement
significative.

La famille des Anelloviridae est divisée en trois genres majeurs : Torque Teno Virus, Torque
Teno Mini Virus et Torque Teno Midi Virus>>. Dans notre étude, les 3 genres ont été retrouvés
respectivement dans 47,2%, 69,8,7% et 64,2% des échantillons. La proportion des différents
genres varie énormément d’un pays a |'autre dans la population générale et en fonction de
I’dge et du statut immunitaire3’®. Aucun de ces 3 genres n’était associé a la sévérité
contrairement a ce qui a été montré dans la littérature notamment pour les TTV. En effet, une
étude sur population pédiatrique (nourrissons agés de 1 a 24 mois) a montré que la présence
et la charge élevée de TTV étaient associées a certaines maladies respiratoires aigués3°, Il
semble que les TTV entrent en contact avec de nombreux récepteurs PRR associés aux agents
pathogenes PAMP activant ainsi des réponses immunitaires et inflammatoires au cours des
IRA376391 De maniére intrigante, une autre étude n’a pas montré de corrélation significative
entre la présence d’un des genres d’Anellovirus et les IRA a répétition chez I'enfant332,
L'analyse au niveau de l'espece a révélé la présence de nombreuses coinfections par
différentes especes d’Anellovirus dans chaque échantillon. Cette forte prévalence de co-
infections avec de multiples lignées a déja été relevée dans une récente étude*®. Seulement
3 especes de TTMV ont pu étre associées a la sévérité en raison d’un trop faible effectif pour
réaliser les analyses sur toutes les espéces présentes. Il serait donc intéressant de réaliser ce

type d’analyse sur de plus grande cohorte de patients.
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2.4.5.2 Picornaviridae

Une analyse sur la famille des Picornaviridae retrouvée dans 24 échantillons (45,3%) a été
réalisée. Que ce soit a partir des analyses sur la matrice des présence/absence (OR=0,1357)
ou sur la matrice ALR (OR=0,1147), les OR suggéraient qu’il pourrait y avoir un effet protecteur
lorsqu’un Picornaviridae est présent. Cependant, pour les deux matrices, ces données
n’étaient statistiquement pas associées a la sévérité. Pourtant, une étude sur les rhinovirus
(RV, famille Picornaviridae) avait montré une réduction de la gravité de la maladie lié a deux
autres virus respiratoires létaux chez la souris*®™. De plus, il a été démontré que le RV inhibe
la réplication du virus de la grippe A et du SarS-CoV-2 dans les cellules épithéliales des voies
respiratoires en culture®#62, L'interférence des virus respiratoires au sein d'un héte peut
contribuer a réduire la gravité de la maladie et a modifier la dynamique virale au niveau de la
population. En effet, des études épidémiologiques ont suggéré que les virus en co-circulation,
notamment les RV, peuvent inhiber la dynamique de diffusion d'autres virus
respiratoires!®463464 Une autre grande étude multicentrique sur des nourrissons a révélé une
association négative significative entre le VRS et le RV#%°, D’autres études sur des cohortes de
taille plus importante sont nécessaires pour mieux comprendre le réle éventuel d’'une

coinfection avec un Picornaviridae dans la pathogeneése et |I'épidémiologie virale.

2.4.5.3 Nouveaux virus

Grace aux nouvelles technologies de séquencage, des virus jusqu'alors inconnus ont été
découverts dans le virome pulmonaire d'individus sains, mais aussi dans celui d’individus
souffrant d’IRA.

Initialement trouvés dans les champignons, les Genomoviridae ont également été identifiés
dans le sang et les matieres fécales d'animaux, les eaux usées, les insectes, certains végétaux,
et récemment dans le sang, des prélévements respiratoires, liquide céphalo-rachidien et les
matiéres fécales d’humain®®®. Sur les 53 échantillons testés, seul 2 échantillons contenaient
des séquences associées a la famille des Genomoviridae suggérant une présence rare de ce
virus dans les prélévements respiratoires de cette population pédiatrique. Il est possible que
d’autres especes de cette famille avec des séquences divergentes et non référencées soient
présentes dans nos échantillons comme cela a déja été observé®®’. A noter qu’une partie des
virus de cette famille est capable d'infecter des champignons, une éventuelle contamination

par l'environnement du laboratoire ou par les méthodes d'extraction des acides nucléiques
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doit étre envisagée bien que lidentification d’'un Genomoviridae dans seulement 2
échantillons rende la contamination peu plausible. Par ailleurs, grace au séquencage de plus
en plus de virus de la famille des Genomoviridae seront probablement identifiés. Bien qu’a ce
jour aucune relation directe n’a pu étre établie entre la présence d’'un Genomoviridae et une
guelconque maladie humaine, une étude récente a rapporté la présence d’'un Gemyekibivirus

468 || serait donc intéressant de faire une étude

chez un patient atteint de pneumonie sévere
a plus grande échelle afin de mieux connaitre la prévalence et la pathogenése éventuelle des

Genomoviridae chez ’lhomme.

Une autre famille virale récemment identifié¢ dans les voies respiratoires est celle des
Redondoviridae. Cependant, aucune trace de Redondoviridae n’a été retrouvé dans les
échantillons de notre cohorte contrairement a ce qui a été précédemment décrit**°=72, En
effet, le premier génome de Redondoviridae a été découvert dans les voies respiratoires d'un
patient fébrile*’3. Par la suite, les détections de Redondoviridae ont été faites exclusivement
dans des échantillons humains et principalement dans les voies respiratoires et les sites oro-
pharyngés ou cette famille était la 2°™¢ famille de virus &8 ADN eucaryotes la plus répandue
aprés les Anelloviridae®®. Les séquences de Redondovirus étaient associées aux maladies
parodontales, et leur abondance diminuait avec le traitement?®®®. Des Redondoviridae ont
également été détectés dans les expectorations d'un patient présentant des symptémes
respiratoires en l'absence de tout pathogéne respiratoire identifié*’2. A I'inverse, Tu et al.,
n‘ont pas mis en évidence de différences significatives entre les patients avec et sans
Redondoviridae au niveau des symptémes cliniques de I'IRA chez les patients*’!. La preuve
d'une association ou d'une relation de cause a effet entre cette famille de virus et les maladies
respiratoires aigués doit encore faire l'objet d'études supplémentaires. Aux vues de ces
différentes études, il est étonnant de n’avoir retrouvé aucune séquence de Redondoviridae
dans notre cohorte. Une hypothése est que les Redondoviridae pourraient étre acquis plus
tardivement dans le virome respiratoire car contrairement aux jeunes patients de la cohorte
VibraFlu, ceux des études citées ci-dessus sont tous agés de plus de 18 ans. Par ailleurs de trés
récentes études, qui ont également mis en évidence la présence de Redondovirus dans la
cavité humaine, ont identifié I'amibe buccale Entamoeba gingivalis comme ho6te probable du

virus et favorisant sa réplication’447>,
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Enfin, la derniere famille analysée était celle des Circoviridae retrouvée dans 2 échantillons du
groupe LRTIL. Une récente étude sur population pédiatrique au Chili avait déja signalé la
présence d’un HUACyV (genre Cyclovirus, famille Circoviridae) chez 3,3% des enfants atteints
d’une IRA*’®, Malheureusement, nous n’avons pas réussi a obtenir des plots de couvertures
pour ces deux échantillons. Ceci peut étre d{i a une erreur d’assignation ou a une absence de
séquence de référence adaptée dans la base de données utilisée pour I'alignement. En effet,
les bases de données spécifiques aux virus doivent étre améliorées de maniére significative

en ajoutant davantage de séquences virales.

2.4.6 Analyse des séquences VRS

L'analyse des séquences a permis d’obtenir 45 séquences génome complet de VRS réparties
entre les deux génogroupes : VRS-A (29,6%) et VRS-B (70,4%). Une récente étude a montré
gue le virome respiratoire au cours de l'infection par le VRS présentait une fréquence élevée
de co-infections par les VRS-A et VRS-B (56 %) notamment chez les enfants présentant une
forme séveére de la maladie?*4. Ce résultat est plutdt étonnant puisque nous n’avons eu qu’un
seul cas probable de co-infections dans notre cohorte ce qui se rapproche d’autres études
antérieures qui n’avait montré que 0,1% a 0,4% cas de co-infections entre VRS-A et VRS-
B*77:478 Aucun des deux génogroupes n’étaient statistiquement associé a la sévérité dans nos
données.

Plusieurs études ont examiné le lien potentiel entre le génotype du VRS et la sévérité clinique
sans parvenir a un consensus puisque les études aboutissent a des conclusions
contradictoires®’®. Les raisons de ces divergences peuvent étre multiples : différences dans les
critéres d’inclusion ou critéres de classification de la sévérité, taille et démographie des
cohortes. Par exemple, une étude sur des nourrissons hospitalisés a suggéré que le génotype
ON1 du VRS-A aggravait la sévérité clinique de la bronchiolite*®®. Une autre étude a révélé que
le génotype GA5 (VRS-A) était associé a une augmentation de la sévérité*®. A contrario,
d’autres études n'ont trouvé aucune association entre le génotype VRS-A ou VRS-B et la

sévérité clinique chez les patients hospitalisés*82-484,

L'analyse de la séquence du géne de la protéine G des différents échantillons a montré que
toutes les séquences VRS-A étaient regroupées dans le génotype ON1. En ce qui concerne les
séquences VRS-B, il est plus difficile de déterminer un génotype précis car a I'heure actuelle,

il n"existe pas de consensus sur les critéres de discrimination entre les génotypes®?%3, Les

180



effectifs étant petits nous n’avons pas pu faire de tests statistiques pour déterminer si un
génotype était associé a la sévérité. A noter cependant que tous les VRS-A ON1 étaient dans
le groupe LRTI et qu’il n’y avait aucun regroupement de séquences des patients URTI et LRTI

sur I'arbre phylogénétique pour les VRS-B.

2.4.7 Limite de I'étude

Notre étude présente plusieurs limites. Premiérement notre méthode d’échantillonnage. En
effet, une IRA implique une inflammation des voies respiratoires supérieures mais peut aussi
induire une inflammation des voies respiratoires inférieures et notre étude est basée sur
I’étude d’aspiration nasopharyngée seulement. Cependant, une étude a montré que
I'échantillonnage des voies aériennes supérieures fournit une représentation fiable du
microbiome pulmonaire*®>. De plus, l'utilisation d'échantillons des voies aériennes
supérieures est préférable car les méthodes d'échantillonnage des voies aériennes inférieures
seraient trop invasives chez les jeunes nourrissons.

L'analyse du virome se heurte a des difficultés supplémentaires qui le rendent moins
accessible que le microbiome bactérien c’est pourquoi il existe peu d’études axées sur la
caractérisation de lI'ensemble du virome respiratoire humain lors d’une IRA. Cela est
principalement di a la grande diversité de type de génome pour les virus : il est difficile de
séquencer simultanément les virus a ADN et a ARN, notamment car au moment de
I'échantillonnage, des mesures expérimentales pour extraire I'ADN ont été employées sans
chercher a préserver ou a récupérer I'ARN?28, Ce probléme a été contourné dans notre étude
puisque nous avons utilisé un protocole optimisé au laboratoire permettant I'amplification
simultanée de I’ADN et de ’ARN?#. Une autre limite est que I'on n’a probablement pas pu
étudier toute la diversité du virome lors du séquencgage en raison d’une compétition due a la
forte présence de VRS mais aussi des séquences bactériennes et humaines (protocole de
déplétion efficace mais pas a 100%). En effet, notre contréle interne (MS2, Leviviridae) n’a été
retrouvé que dans 36 échantillons, ce qui indique probablement un manque de profondeur
de séquencage pour les 17 échantillons et donc une diversité virale pas totalement
représentée. C’'est en grande partie pour cette raison que nous n’avons pas fait d’analyse de
diversité. Par ailleurs, il est plus intéressant de réaliser une analyse de diversité au niveau de

I'espéce, or ici nous nous sommes limités a I'analyse des familles virales.
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Une autre difficulté lors de la caractérisation de I’ensemble du virome respiratoire est que
I'analyse bio-informatique est beaucoup plus complexe. L’assignation des séquences
obtenues repose principalement sur l'alignement de ces séquences avec des virus de
référence regroupés dans des bases de données. Or, parmi les séquences alignées sur des
virus de référence, il est possible que certaines ne soient pas assignées car 'alighement est
limité a I'nomologie avec des agents pathogénes bien caractérisés?®8, Dans notre étude, nous
n’avons pas fait d’assemblage de novo et donc il était impossible de découvrir de nouveau
virus. En effet, une grande partie des séquences virales n'ont aucune similarité de séquence
avec des références connues, elles font parties de ce qu’on appelle la matiére noire virale et
peuvent inclure de nouveaux virus trés divergents qui ne sont pas reconnaissables*®. Les
études actuelles ne présentent donc souvent qu’une vue partielle du virome ce qui est
dommage car I'étude de la « matiére noire » a permis de faire des découvertes telles que les
crAssphages, le bactériophage le plus abondant dans le virome entérique humain®’. Il est
également important de noter que les différentes étapes utilisées lors de I'analyse bio-
informatique peuvent contribuer de maniere significative a la variabilité des résultats et dans
certains cas a des conclusions contradictoires entre les études?®®. Toutefois, une discussion
détaillée sur les aspects liés aux étapes détaillés de I'analyse bio-informatique dépasse le
cadre de cette étude.

Enfin, la derniéere limite de cette étude est liée a la classification des patients en fonction de la
gravité des infections respiratoires. De nombreux scores ont été proposés dans la littérature
mais il n’existe pas a I’heure actuelle de score de référence validé pour classer les patients en
fonction de la sévérité des infections a VRS (comme indiqué dans l'introduction). Des
différences dans les méthodes de classifications de la gravité de I'infection a VRS peuvent
conduire a des résultats contradictoires. En effet, le choix des critéres de jugement de la
sévérité et la définition méme de I'IRA légére, modérée ou sévére sont variables selon les
pratiques cliniques et les pays*®. Une méthode de classification universelle serait bénéfique
pour étudier les biomarqueurs liés a la gravité de la maladie du VRS mais aussi pour pouvoir

comparer les différentes études entre elles.
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2.5 Conclusion

Malgré les efforts considérables déployés pour caractériser le virome humain, les
connaissances actuelles sur cette question sont encore limitées. L'absence d'une vision
globale du virome respiratoire chez I'enfant est, au moins partiellement, due au petit nombre
de rapports basés sur de grandes cohortes d'échantillons mais aussi aux défis
méthodologiques et informatiques qui doivent encore étre relevés. Cette étude a révélé un
taux élevé de détection de diverses familles virales et surtout de nombreuses co-infections
virales dans les ANP d’enfants présentant des symptomes respiratoires. Parmi ces familles
virales, en plus des virus respiratoires connus, ont été retrouvées de nombreuses familles de
phages mais aussi des Anelloviridae. Aucune association entre une de ces familles virales et la
sévérité de I'IRA n’a pu étre rapportée. Les pipelines pour I'analyse des données de virome
sont encore en cours de développement afin de pouvoir générer ces mémes analyses au
niveau du genre et méme de I'espéce. En effet, la grande majorité des séquences virales sont
encore mal annotées et présentent peu ou pas d'homologie avec les bases de données de
référence. Les années a venir seront sans aucun doute le témoin de nombreuses autres études
démontrant les associations entre le virome et diverses maladies grace a 'amélioration des
protocoles existants et au développement de nouvelles approches bio-informatique
nécessaire pour diminuer de maniére significative la fraction de matiére noire virale. Des
études sur de plus grandes cohortes ainsi que des études longitudinales sont nécessaires afin
de mieux définir le role et la composition du virome chez les sujets sains et malades ainsi que
les interactions virome-ho6te. En outre, une meilleure compréhension pourrait conduire au
développement de nouvelles thérapies (telle que la phagothérapie) ou a la découverte de
biomarqueurs (tels que la famille des Anelloviridae : charge en TTV) dans le but d’améliorer et

personnaliser la prise en charge des IRA chez I'enfant.
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3 Analyse des Anelloviridae dans les voies respiratoires d’enfants atteints
d’IRA sans étiologie retrouvée ou a VRS (URTI seulement)

3.1 Introduction

Des études ont mis en évidence une corrélation entre la charge virale de TTV et
I'immunosuppression ou encore la gravité des infections respiratoires chez I'enfant386:390,391
ce qui pourrait permettre d’utiliser les TTV comme marqueur pour évaluer le risque d’un rejet
de greffe ou de développer des IRA séveres. Le TTMV et le TTMDV ont été moins étudiés, mais
la prévalence dans le sang est considérablement inférieure a celle du TTV?. Bien que
considérés comme non pathogenes, les Anelloviridae pourraient étre associés a |'apparition
de certains troubles respiratoires dans I’enfance372376488489 ne co-infection entre le TTV et
les virus respiratoires courants a été rapportée, mais la composition détaillée
des Anelloviridae, y compris la caractérisation du TTMV et du TTMDV, a été mal explorée chez
les enfants atteints d’infections a virus respiratoire®%4°1, Dans cette étude, nous avons décrit
la composition en Anelloviridae dans le virome respiratoire d’enfants de moins de cing ans

hospitalisés pour IRA avec ou sans agents étiologiques identifiés.
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Abstract: Human Anelloviridae is a highly prevalent viral family, including three main genera—
Alphatorquevirus (Torque teno virus, TTV), Betatorquevirus (Torque teno mini virus, TTMV), and
Gammatorquevirus (Torque teno midi virus, TTMDV). To date, the characterization of Anelloviridae in
the respiratory tract of children with acute respiratory infection (ARI) has been poorly reported and
mainly focused on TTV. We performed a metagenomic analysis of eight respiratory samples collected
from children with an ARI of unknown etiology (eight samples tested negative with a multiplex PCR
assay, out of the 39 samples initially selected based on negative routine diagnostic testing). A total
of 19 pediatric respiratory samples that tested positive for respiratory syncytial virus (RSV, n = 13)
or influenza virus (n = 6) were also sequenced. Anelloviridae reads were detected in 16/27 samples,
including 6/8 negative samples, 7/13 RSV samples and 3/6 influenza samples. For samples with
a detection of at least one Anelloviridae genus, TTMV represented 87.1 (66.1-99.2)% of Anelloviridae
reads, while TTV and TTMDV represented 0.8 (0.0-9.6)% and 0.7 (0.0-7.1)%, respectively (p < 0.001).
Our findings highlight a high prevalence of TTMV in respiratory samples of children with an ARI
of unknown etiology, as well as in samples with an RSV or influenza infection. Larger studies are
needed to explore the role of TTMV in childhood respiratory diseases.

Keywords: torque teno virus; torque teno mini virus; Anelloviridae; metagenomics; acute respiratory
infection; respiratory virus

1. Introduction

Human Anelloviridae is a highly prevalent viral family characterized by an important
genetic diversity. More than eighty species are grouped into three main genera: Alpha-
torquevirus (Torque teno virus, TTV), Betatorquevirus (Torque teno mini virus, TTMV) and
Gammatorquevirus (Torque teno midi virus, TTMDV) [1,2]. The viral load of TTV in plasma
or blood is considered as a surrogate marker of immune competence and might be used to
assess the immune status of transplant patients [3,4]. TTMV and TTMDV have been less

Viruses 2022, 14, 955. https:/ /doi.org/10.3390/v14050955
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studied, but the prevalence in blood is considerably lower than that of TTV |5,6). Anefloriri-
dae has also been detected in almost all parts of the human body, including the respiratory
tract, and is recognized as the main component of the human viral flora |5,7.5]. While
considered to be non-pathogenic, Anellorriridine might be associated with the ocourrence of
some disorders, including respiratory disorders in childhood [9-12]. Co-infection between
TTV and common respiratory viruses have been reported, but the detailed composition
of Anelloviridae, including the characterization of TTMVY and TTMDW, has been poorly
explored in children with respiratory virus infections [14,15].

Due to a complex genetic diversity, PCR-based detection of Anelloviridee genera might
be difficult to optimize, and no diagnostic PCR has been validated in respiratory samples so
far [5,8,16]. As untargeted methods, metagenomic next-generation sequencing (mMNGS) has
become a powerful tool for the characterization of the whole viral communities in clinical
samples, and has been used o describe the abundance and Sor dynamics of TTV, TTMY
and TTMDW [4.6,17,18). Herein, we aim to describe the Anelloviridee composition within
the respiratory virome of children under five years presenting an ARI with ar without
identified etinlogic agents.

2, Materials and Methods
2.1. Semples Selection

A retrospective study was conducted on samples received at the virology laboratory
at the University Hospital of Lyon, France, between 2010 and 2016, Nasopharyngeal aspi-
rates from hospitalized children under five years old with ARI were selected according to
the following criteria: (1) absence of documented infections on two consecutive samples
{oollected up to two weeks apart) with routine techniques that included bacterial /viral
cultures, reverse-transcriptase polvmerase chain reaction (ET-PCE) assay detecting hu-
man rhinovirus, and respiratory syncytial (RSV) and influenza viruses (MWS r-gene™
respiratory panel; biohérieux, Lyon, France); (2) negative results with a large screening
multiplex PCE [Fﬂmﬁ.nay’h Respiratory Panel, bioMérieux, Lyvon, France). This assay
allows to detect the main viral and bacterial respiratory pathogens, including adenovirus,
human coronavirus (229, HEKU1, OC43, NLa3), human metapneumovirus, human rhi-
novirus/enterovirus, influenza (A, A/HIL, A/HL-2008, A/H3, B), human parainfluenza
virus, RSV, bordetella pertussis, chlamydophila preurmnonia and myooplasma preumonia.

Minebteen respiratory samples from hospitalized children under five with ARIT that
tested positive with RSV ET-PCR (n = 13) or influenza ET-PCE (# = 6) were also sequenced.

2 1. Metagenomic Workflow

A metagenomic workfow including quality controls, evaluated for the detection of
a comprehensive panel of DNA and RNA viruses in respiratory samples, was used [19].
Brieily, after sample viral enrichment, total nucleic acid was extracted, randomly amplified,
and Mlumina libraries were prepared using the Mextera XT DMA Library preparation
kit, according to the manufacturer s recommendations ([lumina, San Diego, CA, TUSA).
Libraries were sequenced on [llumina NextSeqs00™ platform with mid-owtpuwt 2 = 150 bp
flowcells. Raw fastq files generated were cleaned with cutadapt (version 1.18). The host
reads were then removed using bwa mem (version (1.7.8) alignment to the human genome
(GRCHh37. p2). Unmapped reads extracted with samtools tool (version 1.3.1) were then
mapped to the nr database inon-redundant protein sequences database) (downloaded on
25 September 2018) using Diamond (version 0.9.22). We also explored the prevalence of
Anelloviridee species, as previously described [6]. Briefly, non-human NGS reads were
aligned using BLAST on a manually curated database composed of 56 reference sequences
of human Anelloviridas (TTV-1 to TTV-29, TTRV-1 to TTMV-12, TTMDV-] and TTMDV-15).

T corvect the difference in sequencing depth between samples, the number of reads
were normalized in reads per million mapped reads (RFM). To reduce false positive results,
only viruses with a count of =1 EPM were considered.

186



3of8

2.3. Statistical Analysis

Statistical analyses were conducted using R software, version 4.0.5 (R Foundation for
Statistical Computing). Continuous variables are presented as the median with interquartile
range (IQR) and compared using non-parametric Kruskal-Wallis or Mann-Whitney tests.
Differences are considered significant at p < 0.05.

3. Results
3.1. Study Population

Between 2010 and 2016, 39 hospitalized patients with ARI were tested negative on two
successive samples with routine diagnostic techniques. Among them, eight remained negative
after testing with a large multiplex PCR assay and were analyzed in mNGS. The median (IQR)
age was 12.0 (6.3-22.5) months; three patients had comorbidities, including spinal muscular
atrophy, sickle cell anemia and cardiac congenital disease. Two patients presented severe
respiratory distress that required admission in the intensive care unit (ICU).

Nineteen respiratory samples from hospitalized children with ARI that tested positive
for RSV (n = 13) or influenza (n = 6) were sequenced. The median age was 2.3 (1.3-2.8)
months and 1.3 (1.0-4.1) months for RSV and influenza patients, respectively; no ICU
admission nor comorbidities were noticed.

3.2. Composition of Metagenomic Sequences

Libraries were sequenced to a median of 11,880,612 (9,085,799-15,865,360) reads,
passing quality filters. Viral reads represented 0.7 (0.2-1.8)% of the total reads generated
from samples that tested negative (vs. 1.2 (0.3-42)% and 0.3 (0.030.7)% for RSV and
influenza samples, respectively, p = 0.63). Of note, viral reads mapping to RSV or influenza
were detected in all samples of the RSV or influenza groups, respectively.

Viral contamination represented 0.04% of total reads detected in the no-template

control and mainly (97.5%) derived from bacteriophages. General metagenomic data are
summarized in Table 1.

Table 1. Compaosition of metagenomic reads generated from samples that tested negative and samples
that tested positive for RSV or influenza.

Total Number of Reads

o % ~ -
Sample 1D Number of for PCR-Positive .
Grenp Read Virus Human Viruses Bacteria
Abl_S1 13242872 NA 681 02 BT
A2 S2 21124748 NA 517 10 @1
AN S3 18513428 NA 885 27 ©7
Negative Abi S 5729468 NA 409 21 83
samples (% = 8) AY5_S5 6,506,839 NA 746 04 85
AbS_SIE 971933 NA 581 02 %3
ANE SN 1245345 NA 389 02 202
Ao s21 5124554 NA 422 17 21
Ab12_S24 10,533,108 PErY oo 676 15 52
VIO 4547410 w02 870 00 37
v 91109 57,606 885 04 21
Vi3 10,826,666 361,365 888 34 15
va9_1 6622364 58254 875 09 22
v 11,747,124 18776 859 156 a1
RSV samples Va2 16,819,624 7 876 0.0 28
{n=13) Vi 19,598,558 580,93 843 28 30
viz 14,450,550 62,279 879 04 21
v 8452260 81,253 85 240 70
va5.1 19,138760 2 838 00 42
Vi 12,516,284 1673 502 520 135 97
va 16,928,250 406,554 649 66 60
V1% 791018 ns 872 an 36
v 18131472 03 907 1001 06
Infannza V262 13672725 56 827 05 48
satnples (% = 6] Va2 11,830,612 058 %00 01 14
V132 10944276 78,193 4956 07 160
V1151 11,403,046 2104 an 99 67

NIC NTC 720074 NA 85 o 465
NTC No-template control, RoV: respiratoey syncytial virus, NA:- not applicable.
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3.3. Anelloviridae Abundence and Composition within the Respiratory ViFome

Armnong the X7 patients included in the present study, Anelloviridae reads were detected
in 16,27 (59.3%) samples, including 6,/8 (75%) negative samples, 7/13 (33.8%) RSV samples
and 3/6 (30°%) influenza samples (Figure 1). The median abundances of Anglloviridae reads
were 48.2 (24.6-6066.0) EPM for influenza samples, 51.4 (27.0-370.3) EPM for ESV samples

and 1131.8 (181.6-2761.7) RFM for negative samples (p = 0.4).
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Figure 1. Abundance of Ansllomiradee, TTV, TIMVY and TTMDV in negative, BSV and influenza
ump]n.. Anellovéridee reads include TTV, TTMY, TTMDY reads, 2= well a5 reads from unclassafied
Anellovirulae. To correct the difference of sequencing depth between samples, the number of reads
were normalized in reads per million mapped reads (KPM). Only viruses with a count of =1 RPM

were considened.

To investigate the composition of Anelloriridie, relative abundances of TTMY, TTV and
TTMDV were computed according to the normalized number of reads identified as genus
level. For samples with a detection of specific reads mapping to at least one Anellovirides
B7.1 (66.1-99 2% of Aneiloviridas reads, while TTV and
TTMDV represented (L8 (00-2.6)% and 0.7 (0L.0-7.1)%, respectively (p < 0L001; Figure 2). No
significant differences were observed between the relative abundance of TTV va. TTMDW
(p = 0.57). Of note, for 213 samples, the main genus detected was not TTMY (TTMDV for one
negative sample and TTV for one RSV sample, Figure 2). No significant differences regarding
Anelloviridie genus abundances were noticed between negative, RSV and influenza samples.
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Figure 2, Kelative abundance of Analeorridae gEnera among negative, ESY and influenza Hmplﬂ.
Relative abundances of TTM, TTV and TTMDV were computed according to the normalized number
of reads dentified a5 genus kevel. The three groups (negative, ESV and influenza) are represented by

dots of different colors.
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Al the species level, a high inter-individual variability was noticed with multiple
species detection for most individuals. TTMV-10 and TTMV-5 were the two most frequent
species detected in the negative group, while the moest prevalent species in the RSV group
were TTMV-10, followed by TTMV-11, TTMV-58, and TTMV-5. Regarding the two patients
with a detection of Anelloviridas species in the influenza group, TTMV-10, TTMV-5, TTMV4,
TTMV-3 and TTMV-1 were co-detected (Figure 3).

RSV Influenza
_:I:I 1
:::._ E

Figure 3. Abundance of Arsllomralie species in negative, RSY and Influenza samples. Species ane
ranked by frequency of detection in each group. To correct difference of sequencing depth between
samples, mumber of reads were normalized in read per millon mapped read (EPM). Only viruses
with a count =1 KPM were considered.

4. Discussion

In this present study, Anelloviridie was detected in about &% of respiratory samples
of children under five, highlighting a high inter-individual variability in Anelloviridae
detection, as previously reported in blood or plasma samples |6,8,14]. Furthermaore, we
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found a high abundance of TTMV in samples associated with or without viral pathogen
detection (RSV or influenza). Although considered as commensal virome, Anefloviridae
might contribute to respiratory diseases by activating the production of inflammatory
cytokines [11,13]. TTMV has already been identified in several pathogenic settings, includ-
ing empyema, encephalitis and periodontitis, suggesting a possible association of TTMV
infection with inflammation [10,20,21]. In addition, in vitro replication of TTMV in alveolar
epithelial cells has been demonstrated [10] and a recent mNGS study found that the upper
respiratory virome composition of children with pneumonia was mainly represented by
TIMV [12].

In contrast, Wang et al., showed that the majority of Anelloviridae reads mapped to TTV
in children with severe ARl as well as in the control group constituted of 15 children without
respiratory symptoms [9]. In addition, no differences in TTMV detection were noticed in
respiratory samples of febrile pediatric patients compared to afebrile controls [22]. The
differences in the Anelloviridae composition within the respiratory tract might be explained
by clinical features, including the level of immunosuppression and the presence of viral
co-infections, as well as by age, sex, geographical, or environmental factors which may
influence the virome composition [23]. Importantly, we used the same mNGS methods
as a previous study performed on the plasma samples of autologous stem cell transplant
patients where TTV represented the most abundant genus (91.7% of Anelloviridae reads),
while TTMDV and TTMV represented 6.4% and 1.9%, respectively [6].

As TTMV were found in all groups herein and in line with the limited number of
patients included, we could not draw a conclusion regarding the respiratory pathogenicity
of TTMV. This needs to be investigated in larger pediatric cohorts, including a healthy
control group. The impact of TTMV levels, TTMV species diversity and TTMV co-infection
(found in about 50% of influenza and RSV samples herein) on disease severity also need
to be explored. Studies focusing on TTV found that a higher level or a co-infection with
common respiratory viruses were associated with a more severe disease [14,24).

Overall, the present study emphasizes the high prevalence of Anelloviridas within the
respiratory tract of children with ARI, and that the Anelloviridae composition is mainly
represented by TTMV in the presence, or not, of common respiratory viruses. The charac-
terization of whole viral communities is crucial for understanding the complex role of the
human virome in respiratory diseases.
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4 Discussion - Conclusion Générale Virome

De réelles avancée en matiere de diagnostic et de caractérisation de virus connus et inconnus
ont été réalisées grace aux nouvelles techniques de séquencage NGS. Cependant, il est
important de noter que ces techniques font face a plusieurs limites. De ce fait, la mise en place
de technique visant a explorer le virome nécessite la résolution d’un certain nombre
d’obstacles techniques et analytiques. L'ensemble des étapes requises a la préparation des
échantillons a séquencer (prétraitement des échantillons, extraction, amplification) ainsi que
I'analyse bio-informatique constituent des sources potentielles d’introduction de
biais425'430'492‘494.

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous avons montré que les deux plateformes
d'extraction automatisées couramment utilisées dans les laboratoires de diagnostic (eMAG de
bioMérieux et le MagNA Pure 24 de Roche) permet d’extraire et donc de séquencer une plus
grande proportion de virus ADN et ARN par rapport au kit d'extraction manuelle QlAamp Viral
RNA Mini Kit de Qiagen. Nous avons également montré que la méthode d’extraction pouvait
avoir un impact variable sur la contamination inter-échantillons et la contamination par le
kitome. En effet, une contamination inter-échantillons plus importante était observée avec
I’extracteur automatisé MP24 et une contamination par le kitome était plus marquée avec le
kit manuel de Qiagen. Ces deux types de contamination constituent une préoccupation
majeure et doivent étre évalués avec précision car elles peuvent conduire a des erreurs
d’interprétations comme cela a été le cas avec l'identification d’un chlorovirus associé a la
survenue de troubles cognitifs qui faisait en fait partie du kitome de kits commerciaux?®>4°6,
Bien qu'elles représentent une avancée significative pour I'étude du virome, il est évident que
les méthodes de métagénomique couramment utilisées n'ont pas encore permis de détecter
toute la gamme des virus présents dans les échantillons cliniques. Nos connaissances sur la
composition du virome reste incompléete et une amélioration des protocoles et des analyses

bio-informatiques sont encore nécessaires pour limiter au maximum l'introduction de biais.

Dans la seconde et la derniére partie de ce chapitre, nous avons observé la composition du
virome respiratoire globale chez les enfants de moins de 7 mois de la cohorte ViBRaFlu, puis
nous nous sommes focalisés sur la famille des Anelloviridae dans cette méme cohorte ainsi
qgue sur un groupe d’enfants de moins de 5 ans hospitalisés pour IRA avec ou sans agents

étiologiques identifiés. Les familles virales retrouvées correspondent a celles décrites dans la
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littérature. A noter que le virome des voies respiratoires présente une faible diversité
notamment a la naissance et que cette diversité augmente progressivement en fonction de
I’environnement et des épisodes infectieux?’%3764%7  |’autre aspect important est qu’il ne
semble pasy avoir de virome partagé, il existe une grande variabilité interindividuelle374376497,
En ce qui concerne les Anelloviridae, ils étaient retrouvés dans 66% des échantillons de la
cohorte ViBRaFlu et dans 59,4% des échantillons de la seconde étude. Ces pourcentages sont
cohérents avec les données déja décrites dans la littérature puisque les Anelloviridae sont
considérés comme la famille de virus la plus répandue au sein du virome
respiratoire?9:374376,4594%8  Bijen que les Anelloviridae soient considérés comme non
pathogénes, ils pourraient étre associés a I'apparition de troubles respiratoires chez les
enfants en activant la production de cytokines inflammatoires372376488485 | 3 composition
détaillée en Anelloviridae a été peu étudiée chez les enfants souffrant d'infections virales
respiratoires®®®. Dans nos deux études, le genre le plus retrouvés était le TTMV. En raison du
nombre limité de patients inclus dans les 2 études, nous n'avons pas pu tirer de conclusion
guant a la pathogénicité respiratoire des TTMV hormis pour 3 espéces dans I'étude Vibraflu
qui étaient associés a la sévérité (TTMV 3, TTMV 6 et TTMV 9 ; p-value respectives a 0,0054 ;
0,0486 et 0,0431). Au contraire les TTMV 10 et 5 étaient les plus prévalents chez les patients
hospitalisés pour ARI d’étiologie inconnue, sans lien avec la sévérité. Le lien entre la
composition en Anelloviridae et la sévérité doit étre plus précisément étudié dans des
cohortes pédiatriques de plus grande taille, et si possible avec un groupe de patients sains. Le
TTMV a déja été identifié dans plusieurs types d’infections telles que |'empyéeme,
I'encéphalite, la parodontite et la pneumonie, ce qui suggére une association entre la présence
de TTMV et l'inflammation?8°00-502 Dans I'ensemble, les 2 études mettent en évidence la
forte prévalence des Anelloviridae, et en particulier des TTMV, dans les voies respiratoires des
enfants atteints d'IRA, et le fait que la composition des Anelloviridae est trés variée d’'un

enfant a 'autre.

Enfin, dans la seconde partie du chapitre virome, nous avons cherché s’il y avait une
association entre la sévérité de la bronchiolite et la composition du virome respiratoire. Bien
gue certaines familles étaient plus abondantes dans le groupe LRTI ou dans le groupe URTI,
aucune différence significative n’a été relevée. Les mémes résultats ont été observés en

regardant les groupes avec et sans nécessité de supplémentation en O,. Ceci était assez
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étonnant puisque des études ont auparavant mis en évidence qu’une dysbiose du virome
pourrait étre impliquée dans les formes séveres d’IRA39%438_0On sait peu de choses sur le role
du virome respiratoire dans I'homéostasie et la santé. |l a été suggéré que le virome pourrait
moduler le systeme immunitaire ce qui aurait un impact sur le développement de I'asthme et
des maladies respiratoires chez I'enfant*®, Une récente étude a classé les patients de sa
cohorte en fonction des profils majoritaires de leur virome (profil dominant eucaryote, profil
dominant Anelloviridae et un profil dominant procaryote), et a mis évidence une libération
élevée de cytokines associée a une augmentation de profil de virome procaryote et une
diminution des profils de virome d'eucaryotes et d'anellovirus®®3. Dans cette méme étude, la
présence de Picornaviridae était associée a de faibles réponses a l'interféron>%3. Une autre
étude sur une cohorte d’enfants asthmatiques a montré que les patients en bonne santé
présentaient un virome plus riche et plus diversifié en phages alors que les enfants
asthmatiques présentaient une augmentation de la diversité des virus eucaryotes et une

réduction du nombre de phages*®®.

En conclusion, il existe des paralléles étroits entre le virome respiratoire et les réponses
immunitaires potentielles de I’'h6te. L'élucidation de ces interactions offre de nouvelles

possibilités d'intervention pour la prévention des maladies.
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Chapitre 3 : Caractérisation du bactériome respiratoire chez I'enfant

1 Introduction

Les infections des voies respiratoires inférieures chez les enfants sont fréquentes et, bien que
souvent bénignes, elles constituent une cause majeure de mortalité et d'hospitalisation. C’est
pourquoi la capacité a différencier de maniere rapide et efficace les cas d'infection légere et
d’infection grave pourrait étre importante pour guider la stratégie de traitement et améliorer
la prise en charge des patients afin d’obtenir de meilleurs résultats face a l'infection*3.
Récemment, le microbiome respiratoire a été associé a la fois a la susceptibilité et a la gravité
des infections des voies respiratoires inférieures. Différentes études ont d’ailleurs démontré
I'existence d'associations entre la composition du microbiome respiratoire bactérien et la
gravité des infections respiratoires chroniques dans des cohortes d'enfants asthmatiques, en
bonne santé ou malades, et atteints de bronchiolite318321,329,504,505 En effet, en combinant les
données relatives aux virus infectants, au microbiome respiratoire et a I'hote, il a été signalé
qgue les enfants atteints d'infection respiratoire a répétition peuvent étre différenciés des
témoins sains3'8. De plus, des profils de microbiomes bactériens ont été associés a la gravité
de certaines infections respiratoires d’origine virale?°0,310,319,321,333

L'objectif de cette partie a été dans un premier temps de caractériser le microbiome
respiratoire bactérien des patients de la cohorte VibraFlu atteints d’infections légéres et
séveres. Ensuite, nous avons combiné des données sur le microbiome bactérien, les données
sur les infections virales et les parameétres cliniques des patients pour trouver des associations

avec la sévérité des IRA.

2 Matériels et Méthodes

2.1 Population étudiée

L'ensemble des échantillons de la cohorte ViBraFlu ont été séquencé pour cet axe d’étude.

2.2 Séquencage bactériome

Nous avons utilisé un protocole de séquencage ciblé du géne de I’ARNr 16S développé dans
notre laboratoire?®.

Les échantillons ont été extraits a I'aide de la plateforme NucliSENS EasyMAG (bioMérieux,

Marcy I'Etoile, France). Le protocole spécifique B 2.0.1 a été sélectionné. A la fin de
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I’extraction, une précipitation a I'éthanol (2 h a - 80 °C) a été réalisée. Aprés dosage, 5 ng
d’ADN génomique de chaque échantillon ont été utilisé pour amplifier les régions V1-V3 du
géne de '’ARNr 16S (510 pb) a I'aide d’amorces maison?8* et de 25 cycles de PCR (Failsafe,
Epicentre). Les amplicons 16S ont ensuite été purifié a I'aide de billes 0,9X AMPure XP
(Beckman Couter) en suivant les instructions du fabricant. Une fois purifié, les indexs Nextera
(Nextera XT adaptors, lllumina) ont été incorporés en effectuant 10 cycles de PCR (Failsafe,
Epicentre). Les librairies ont ensuite été purifiées a I'aide de billes 0,7X AMPure XP (Beckman
Couter) selon les recommandations du fabricant puis quantifiés et multiplexés en utilisant des
rapports équimolaires pour chaque échantillon. Ce pool final a été chargé sur un séquenceur
MiSeq a 8 pM avec un contrble PhiX de 5 % et séquencées a I'aide d'amorces personnalisées
pour éliminer les séquences d'amorces 165 V1-V32%4, Chaque échantillon a été séquencé a une

profondeur de lecture moyenne de 150K (2x300bp, paired-end).

2.3 Analyse bio-informatique et statistique

L’ensemble des analyses des données bactériome a été réalisé avec I'outils Qiime2 (version
2021.4). Les reads brutes ont été trimmées avec cutadapt : les indexs ont été retirés avec un
overlap (chevauchement) de 3 bases et un phred-score de 20 a été retenu afin de conserver
les séquences de meilleures qualités. La réduction des bruits de fond a été faite avec dada2
(package R) pour générer des Amplicon Sequence Variant (ASV). Une décontamination de
chaque échantillon a été effectuée avec decontam (Package R) en utilisant les deux méthodes
suivantes :

- Méthode de la prévalence : la prévalence (présence/absence dans les échantillons) de
chaque OTU dans les échantillons est comparée a la prévalence dans les controles
négatifs afin d'identifier les contaminants.

- Méthode de la quantité relative ou « fréquence » : ici, la distribution de la quantité
relative de chaque OTU en fonction de la concentration des librairies (ADN dosé en
qubit) est utilisée pour identifier les contaminants.

Les tables de contage décontaminées ont été ensuite réalisées en clustérisant les ASV
décontaminées a 99%.
Les tables d’OTUs ont toutes été normalisées par la méthode TTM (trimmed mean of M

values)>%® avec edgeR (version 3.32.1).
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Les séquences représentatives des OTUs obtenus ont été alignées avec mafft. Les zones non
informatives ont été masquées et un arbre phylogénétique a été généré et rooté par fasttree.
Les indices d’alpha-diversité et de beta-diversité ont été calculés pour la table d’OTUs

normalisées obtenus en s’appuyant sur I'arbre phylogénétique pour les indices concernés.

a-diversité

Il existe plusieurs indices pour estimer la diversité a I'intérieur d’un échantillon. L’indice le plus
brut utilisé est le nombre d’OTUs différents et présents dans un échantillon : « observed OTU
» (mesure qualitative de la richesse communautaire). L'indice Chaol est tres semblable a
I'indice « observed OTU », mais est pondéré sur les taxons rares dans I’échantillon. L’indice de
Shannon prend en compte le nombre d’especes d’un milieu et la répartition des individus au
sein de ces espéces (mesure quantitative de la richesse communautaire). Enfin, I'indice de
Simpson mesure la probabilité que deux individus sélectionnés au hasard appartiennent a la
méme espéce dans un échantillon.

Le plot d’alpha-rarefaction représentant les OTUs observés a été réalisé en 10 itérations avec
des pas de 100 reads jusqu’a une profondeur maximale de 10 000 reads.

La recherche de corrélation a été faite par une méthode de Spearman.

B-diversité

La B-diversité est une mesure de la diversité qui permet d’estimer la différence de diversité
INTER-échantillons. Ces indices peuvent étre séparés en deux catégories :

- les indices de similarité binaire qui reposent sur des données de présence/absence des
taxons. C’est le cas de I'indice de Jaccard.

- les indices de diversités quantitatifs, basés sur les abondances relatives de chaque taxon.
C’est le cas de I'indice de Bray-Curtis.

Les tests de significativité de comparaison de diversité beta ont été faits par méthode

permanova.

Pour les analyses compositionnelles, les OTUs ont été assignés taxonomiquement grace a la
classification en se basant sur la zone 27F-519R du géne 16S des séquences de la base de
données greengenes du 13-8-99. Ces analyses ont été effectuées aux niveaux taxonomiques

suivants : genre et espéce.
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La représentation des groupes taxonomiques a été faite sous forme de heatmap et la
recherche de taxons significativement associés a une métadonnée a été faite par méthode
Ancom (Analysis of composition of microbiomes). Cette méthode compare le rapport
logarithmique de I'abondance de chaque taxon a I'abondance de tous les taxons restants deux

a deux®?’.

3 Résultats

3.1 Caractéristiques Cliniques et démographiques de la cohorte

En raison d’'un probléeme de contaminations lors des extractions des acides nucléiques de
certains batchs d’échantillons, seul le premier run a pu étre analysé ici. A I'époque le
financement limité ne permettait pas de refaire les extractions, PCR et le séquencage pour les
échantillons contaminés.

Parmi les 79 patients inclus dans le run non contaminé, 64,6% (n=51) ont été classés comme
souffrant d’une infection des voies respiratoires basses LRTI et 35,4% (n=28) ont été classés
comme souffrant d’une infection des voies respiratoires hautes URTI. Les prélévements
étaient tous des ANP.

En ce qui concerne les virus infectants, 12,6% des patients (n=10) étaient infectés par le virus
de la grippe A, 64,6% (n=51) étaient infectés par le VRS, 12,6% (n=10) étaient infectés par le
MPV, 6,3% (n=5) étaient infectés par un Picornaviridae. Dans 11,4% (n=9) des prélévements,
aucun de ces virus respiratoires n’avaient été détecté. Par ailleurs, dans 7,6% (n=6) des
coinfections virales ont été détectées, notamment 2 a VRS/Picornaviridae, 2 a VRS/Grippe A,
1 a VRS/MPV et 1 a Picornavidae/MPV.

Les caractéristiques cliniques et démographiques des patients du run non contaminé sont

résumées dans le tableur 15.
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Tableau 15 Caractéristiques cliniques et démographiques des 79 patients inclus pour I’étude

du bactériome respiratoire.

URTI (n=28)

LRTI (n=51)

Sexe : masculin

14 (50%)

32 (62,7%)

Age médian, mois
(min-max)

2,2 (0,5-41,6)

1,9 (0,3-44,2)

Prématurité

1(3,6%)

5(9,8%)

Mode de vie
(Domicile-Creche)

Domicile : 22 (78,6%)

Domicile : 44 (86,3%)

Tabagisme passif

14 (50%) — Na : 3 (10,7%)

20 (39,2%) — Na : 4 (7,8%)

Présence de Fratrie

20 (71,4%)

45 (88,2%)

Type d’alimentation

Allaitement maternel : 6 (21,4%)
Allaitement artificiel : 9 (32,1%)
Mixte : 5 (17,9%)

Diversification : 8 (28,6%)

Allaitement maternel : 17 (33,3%)
Allaitement artificiel : 13 (25,5%)
Mixte : 12 (23,5%)

Diversification : 9 (17,7%)

Présence d’un support

L 1(3,6%) 34 (66,7%)
ventilatoire
Supplémentation en
PP 1(3,6%) 34 (66,7%)
Oxygene
Durée d’hospitalisation
1(1-5) 3 (0-11)

médian (min-max)

Virus infectants

Grippe: 7 (25%)
VRS: 9 (32,1%)
MPV: 3 (10,7%)
Pico: 2 (7,1%)
Na: 7 (25%)
Coinfection: 0

Grippe: 3 (5,9%)

VRS: 42 (82,4%)

MPV: 7 (13,7%)

Pico: 3 (5,9%)

Na: 2 (3,9%)
Coinfection: 6 (11,8%)

Abbréviations : URTI : Upper Respiratory Tract Infection ; LRTI : Lower Respiratory Tract Infection ; VRS : Virus

Respiratoire Syncytial ; MPV : MétaPneumoVirus ; Pico : Picornaviridae ; Na : Données non disponibles.

3.2 Analyse descriptive des données de bactériome

3.2.1 Analyse compositionnelle au niveau taxonomique : Genre

Dans les 79 échantillons de la cohorte, 10 genres ont principalement été détectés.

Parmi eux, les Streptococcus, les Moraxella, les Haemophilus, les Veillonella, les Prevotella, les
Porphyromonas et les Fusobacterium, les Neisseria, les Corynebacterium et les Alloiococcus
étaient retrouvés respectivement dans 98,7% (n=78), 91,1% (n=72), 89,9% (n=71), 67,1%
(n=53), 53,2% (n=42), 46,8% (n=37), 43% (n=34), 38% (n=30), 25,3% (n=20) et 25,6% (n=21)

des échantillons.
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Leurs abondances relatives au sein de chaque échantillon étaient supérieures a 20%
principalement pour 7 genres : les Streptococcus pour 36/79 (45,6%) patients, les Moraxella
pour 31/79 (39,2%), les Haemophilus pour 29/79 (36,7%), les Corynebacterium, les Prevotella
et Neisseria pour 2/79 (2,5%) et les Alloiococcus pour 1/79 (1,3%).

Les valeurs médianes (minimales - maximales) et moyennes des abondances relatives des

principaux genres sont répertoriées dans le tableur 16.

Tableau 16 Valeurs médianes (minimales -maximales) et moyennes des abondances relatives

(en %) des principaux genres chez les 79 patients étudiés.

Médiane (Min — Max) Moyenne
Corynebacterium 0(0-143,4) 1,2
Porphyromonas 0(0-11,8) 0,5
Prevotella 0,004 (0-30,7) 1,4
Allojococcus 0(0-61,8) 0,8
Streptococcus 12,49 (0-99,9) 29,5
Veillonella 0,05 (0-19,1) 1,1
Fusobacterium 0(0-13,2) 0,3
Neisseria 0(0-26) 1,5
Haemophilus 1,42 (0—-100) 29,7
Moraxella 8,96 (0—100) 30,0

3.2.2 Analyse compositionnelle au niveau taxonomique : Espece

Lors de I'analyse compositionnelle au niveau taxonomique espece, 30% des OTUs ont pu étre
assignés a une espéce bactérienne. Lorsqu’un OTU ne pouvait pas étre assigné a une espece,
celui-ci était assigné au dernier ancétre commun le plus proche (souvent au genre en général).
L'espéce n’a pu étre attribuée que pour Haemophilus (influenzae et parainfluenzae), les
Veillonella dispar, Prevotella (melaninogenica, nanceiensis et pallens), et Neisseria (cinerea et
subflava).

Dans les 79 échantillons de la cohorte, les Haemophilus influenzae, les Veillonella dispar, les
Prevotella melaninogenica, les Neisseria cinerea, les Haemophilus parainfluenzae, les
Neisseria subflava, les Prevotella nanceiensis et les Prevotella pallens étaient respectivement
retrouvées dans 62% (n= 49), 49,4% (n=39), 41,8% (n=33), 36,7% (n=29), 32,9% (n=26), 19%
(n=15), 17,7% (n=14) et 7,6% (n=6).
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La principale espece était les Haemophilus influenzae, retrouvée a plus de 20% dans 35,4%
(n=28) des échantillons.
Les valeurs médianes (minimales -maximales) et moyennes des pourcentages de répartitions

des principales espéces retrouvées sont répertoriés dans le tableur 17.

Tableau 17 Valeurs médianes (minimales -maximales) et moyennes des abondances relatives
(en %) des principales espéces chez les 79 patients étudiés.

Médiane (Min — Max) Moyenne

Prevotella melaninogenica 0(0-22,2) 0,7
Prevotella nanceiensis 0(0-30,6) 0,4
Prevotella pallens 0(0-5,4) 0,1
Veillonella dispar 0(0-10,3) 0,4
Neisseria cinerea 0(0-26) 1,1
Neisseria subflava 0(0-18,5) 0,4
Haemophilus influenzae 0,006 (0 —100) 28,5
Haemophilus parainfluenzae 0(0-14,2) 0,4

3.3 Analyse de diversité

Les courbes de raréfaction permettent de savoir si la profondeur de séquencgage est assez
élevée pour détecter les micro-organismes en faible proportion. Dans le cas de notre étude,
les 79 échantillons ont atteint une asymptote ce qui indique une profondeur de séquencgage
suffisante (donnée non montrée ici).

L’association entre diversité et chaque variable clinique a été testée par un test kruskall-wallis
pour l'alpha-diversité et une analyse permanova pour la béta diversité. Les p-values sont

répertoriées dans le tableur 18.
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Tableau 18 Tableur récapitulatif des p-values associées a chaque indice de diversité pour chaque variable étudiée.

Les p-values inférieures a 0,05 et donc significatives sont en surlignées en rouge dans le tableur.

. Diversité a Diversité B
Variables
Observed_OTU Chao1 Shannon Simpsons Bray-Curtis Jaccard
Age 0,4045 0,4443 0,9453 0,7686 0,015 0,08
Sexe 0,7353 0,7617 0,4207 0,3981 0,938 0,781
Prématurité 0,7460 0,7460 0,8387 0,8387 0,930 0,687
Artificiel vs Diversification 0,4877 0,5426 0,2456 0,1333 0,197 0,114
Artificiel vs Maternel 0,8647 0,8469 0,5858 0,5703 0,155 0,161
Artificiel vs Mixte 0,0088 0,0092 0,0029 0,0235 0,059 0,01
Type d’alimentation . .
Diversification vs Maternel 0,7117 0,7323 0,4684 0,4196 0,215 0,073
Diversification vs Mixte 0,1432 0,1432 0,1092 0,1965 0,062 0,031
Maternel vs Mixte 0,0037 0,0039 0,0042 0,0504 0,552 0,032
Mode de vie 0,0951 0,1037 0,9338 0,9118 0,038 0,076
Fratrie 0,7433 0,7629 0,6439 0,5209 0,789 0,555
Tabagisme passif 0,2889 0,2942 0,4566 0,4167 0,504 0,513
URTI vs LRTI 0,5694 0,5591 0,1456 0,1728 0,374 0,125
Durée de soins 0,1828 0,1701 0,1163 0,3059 0,702 0,041
Nécessité d'un support ventilatoire 0,3586 0,3359 0,1611 0,2442 0,612 0,058
Coinfections virales 0,8122 0,7981 0,9563 0,9563 0,401 0,299

Abréviations: URTI: Upper Respiratory Tract Infection; LRTI: Lower Respiratory Tract Infection.
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En ce qui concerna I'alpha-diversité globale (estimée par observed OTU, chao 1 et les indices
de diversité de Shannon et Simpsons), les p-values étaient significatives pour le type
d’alimentation (artificiel vs Mixte) (p<0.05). Les p-values étaient également significatives pour
le type d’allaitement (maternel vs mixte) (p<0.05) en regardant I'alpha-diversité estimée par
observed OTU, et les indices de diversité de Shannon et Simpsons. Dans tous les cas, une
diversité plus importante était observée pour les nourrissons allaités de fagon mixte c’est-a-

dire avec du lait maternel et du lait artificiel (Figure 25 et Figure 26).

450 450 -
400 - 400 -|
350 —f 350 -f
300 -f 300

250 —f 250 -f

chao1

200 —f 200 -

observed_features

150 - : 150

100 | 1004

ol | 1
l l f l |

ARTIFICIEL (1=22)f-
MIXTE (1=17)

ARTIFICIEL (n=22){f*
MIXTE (1=17)

Py
°
>
1

o
5
1
simpson
°
@
1

shannon_entro

=17)4

MIXTE (n
MIXTE (n=17)

ARTIFICIEL (n=22)
ARTIFICIEL (n=22)

Figure 25 Représentation de I’alpha diversité globale (estimée par observed OTU, chao 1 et les
indices de diversité de Shannon et Simpsons) entre les groupes de nourrissons ayant recu une

alimentation avec du lait artificiel et ceux avec une alimentation mixte (maternel + artificiel).
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Figure 26 Représentation de I'alpha diversité globale (estimée par observed OTU, chao 1 et
I'indice de diversité de Shannon) entre les groupes de nourrissons ayant recu une alimentation

avec du lait maternel et ceux avec une alimentation mixte (maternel + artificiel).

La diversité du bactériome nasopharyngée était donc impactée par certaines covariables
cliniques mais n’était pas significativement différente selon la sévérité de linfection
respiratoire virale bien que I'on puisse observer une tendance vers une baisse de la diversité

dans le groupe LRTI (Figure 27).
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Figure 27 Représentation de I'alpha diversité calculée avec l'indice de Shannon entre les

groupes de patients URTI et LRTI.

Abréviations: URTI: Upper Respiratory Tract Infection; LRTI: Lower Respiratory Tract Infection.
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Une béta diversité significative était associée a I’'age et au mode de vie avec I'indice de Bray-
Curtis (p<0.05). Cette analyse montre donc une différence significative de la composition du
bactériome globale en fonction de I'age, et du mode de vie. Une béta diversité significative
était associée au type d’alimentation (Artificiel vs Mixte, Diversification vs Mixte et Maternel

vs Mixte) et a la durée des soins avec 'indice de Jaccard (p<0.05).

3.4 Analyse compositionnelle en fonction des criteres cliniques et démographiques
Les covariables étudiées dans cette partie étaient les suivantes : I’age, le sexe, la prématurité,
le type d’alimentation (maternel, artificiel, mixte ou diversification), le mode de vie (créche ou
a domicile), le tabagisme passif, la durée des soins, la présence de coinfections virales et la
nécessité de supplémentation en O2.

Par ANCOM, seul un OTU (au niveau du genre) était différentiellement abondant en fonction
du mode de vie des patients. L'OTU jugé significativement différent entre les nourrissons
vivant a domicile et ceux étant en creche était assigné au genre Capnocytophaga (W=127)
avec une abondance moyenne de 0,02 chez les nourrissons vivant a domicile et de 0,18 chez
ceux étant en creche. La valeur W représente le nombre de fois ou I'hypothese nulle
(I'abondance moyenne d'une espece donnée dans un groupe est égale a celle de l'autre

groupe) a été rejetée pour un OTU donné.
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3.5 Analyse compositionnelle en fonction des groupes URTI/LRTI
L'analyse ANCOM n’a pas permis de mettre en évidence une différence d’abondance d’OTUs
en fonction des groupes URTI et LRTI, quel que soit le niveau taxonomique. En effet, les mémes

genres, ou especes était retrouvés en majorité dans les deux groupes (Figure 28).
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Figure 28 Représentation graphique des moyennes des abondances relatives des OTUs
retrouvés en majorité en fonction du groupe LRTI ou URTI a différent niveau taxonomique en

A- au niveau du genre et en B- au niveau de I’espéce.

Abréviations: OTU: Operational Taxonomic Unit; URTI: Upper Respiratory Tract Infection; LRTI: Lower

Respiratory Tract Infection.

Sur le heatmap réalisé a partir des OTUs au niveau du genre, aucun regroupement en fonction
du groupe LRTI OU URTI n’a été noté ce qui veut dire qu’au niveau du genre, I’'ensemble des
données du bactériome ne permettent pas de différencier les groupes URTI ou LRTI (Figure
29). A noter que ces tests ont également été réalisés uniquement sur les patients séquencés
dans I'axe virome afin d’enlever le biais di a I'dge et au virus infectant (uniquement des
patients VRS+ et agés de moins de 7 mois) et qu’aucune différence d’abondance d’OTUs (au

niveau du genre et de I'espece) n’a pu étre mise en évidence.
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Figure 29 Heatmap des OTUs retrouvés en majorité en fonction du groupe LRTI ou URTI.
L’heatmap générés a de la table d’OTUs normalisés affiche I'abondance relative de chaque genre détecté dans chaque échantillon. L'abondance relative est

représentée par une échelle de gradient.

Abréviations : OTU: Operational Taxonomic Unit; URTI: Upper Respiratory Tract Infection; LRTI: Lower Respiratory Tract Infection.

208



Une autre analyse basée sur le profil majoritaire du bactériome a été réalisée. Pour chaque
échantillon le profil majoritaire, c’est-a-dire le genre retrouvé a plus de 50% dans |’échantillon
a été déterminé. Quatre profils majoritaires ont été retrouvés : profil Moraxella dominant,
profil Haemophilus dominant, profil Streptococcus dominant et profil Alloiococcus dominant.
Lorsqu’aucun profil n’était retrouvé a plus de 50% dans un échantillon, I’échantillon n’était
pas pris en compte. La répartition des profils majoritaire en fonction des groupes URTI et LRTI

est résumée dans le tableur 19.

Tableau 19 Effectifs et pourcentages des profils majoritaires en fonction des groupes URTI et

LRTI.
Profil majoritaire URTI LRTI Fisher test
(OTU > 50%) n=28 n=51 P-value
Moraxella 6 (21,4%) 15 (29,4%) 0,5958
Haemophilus 10 (35,7%) 14 (27,4%) 0,4557
Streptococcus 7 (25%) 16 (31,4%) 0,6129
Alloiococcus 1(3,6%) / /
Aucun OTU > 50% 4 (14,3%) 6(11,8%) /

Abréviations: OTU: Operational Taxonomic Unit; URTI: Upper Respiratory Tract Infection; LRTI: Lower Respiratory

Tract Infection.

Aucun profil dominant n’a pu étre statistiquement associé a la sévérité (Fisher test p-value

>0.05).

Parmi les profils majoritaires, il n’y avait pas de différence significative d’abondance relative
entre les groupes URTI et LRTI (profil Moraxella dominant: p-value a 0,2089; profil

Haemophilus dominant : p-value a 0,6597 ; profil Streptococcus dominant : p-value a 0,1191).

La sévérité des bronchiolites étant parfois définie par la nécessité d’une oxygénothérapie, une
analyse similaire a été effectuée en comparant les groupes avec ou sans oxygene, et ne
retrouve pas d’association statistiquement significative avec un profil dominant du

bactériome.
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4 Discussion

Le nombre d’études mettant en évidence le lien entre les perturbations de la composition et
de la fonction du bactériome des voies respiratoires et les maladies respiratoires pédiatriques
a considérablement augmenté au cours de la derniére décennie?®®. Comprendre pourquoi
certains enfants développent une bronchiolite sévere alors que la plupart des enfants
souffrent d’une infection des voies respiratoires supérieures légéres reste un probléme
important qui doit étre résolu pour améliorer la prise en charge et les soins des enfants
souffrant d’IRA. Dans cette étude, la composition du microbiote bactérien nasopharyngé de
nourrissons atteints d’une IRA virale sévere a été évaluée et comparée a celui des nourrissons
souffrant d’'une IRA virale légere. Nous avons tenté en comparant I'abondance relative et la
diversité des populations bactériennes dans les voies respiratoires supérieures des enfants au
moment de I’hospitalisation d’identifier des profils bactériens qui différenciaient les enfants

qui présentaient une maladie grave par rapport aux autres.

Dix genres bactériens ont été principalement retrouvés dans notre cohorte : les Streptococcus
(98,7%), les Moraxella (91,1%), les Haemophilus (89,9%), les Veillonella (67,1%), les Prevotella
(53,2%), les Porphyromonas (46,8%), les Fusobacterium (46,8%), les Neisseria (43%), les
Corynebactrium (38%), et les Alloiococcus (25,6%) (genre annoté sous le nom de
Dolosigranulum dans certaines bases de données). Ces données correspondent a ce qui avait
été trouvé précédemment dans la littérature dans le bactériome nasopharyngé

d’enfa nts46,290,508—512

A noter que 3 profils dominants ont été identifiés : profil Haemophilus dominant, profil
Moraxella dominant, et profil Streptococcus dominant comme c’était le cas dans plusieurs
études sur des enfants souffrant d’IRA310321,329,439,513 Dans notre étude, ces profils dominants
sont plus fréquents chez les enfants avec LRTI, mais cette association n’est pas significative,
probablement a cause de la taille limitée de la cohorte. Un profil dominant Alloiococcus n’a
été identifié que chez un enfant du groupe URTI ce qui n’est pas étonnant puisque ce profil

est souvent retrouvé chez les enfants en bonne santé310315,321,

Enfin, parmi les OTUs qui pouvaient étre classifiées au niveau de I'espece, Haemophilus

influenzae étaient I'espece la plus retrouvée (62% des échantillons). Cette espéce est
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fréguemment associée aux bronchiolites a VRS*'# et peut étre responsable de surinfection

pulmonaires.

Dans un second temps, nous avons réalisé des analyses de type ANCOM afin de déterminer si
des criteres cliniques ou démographiques (I'age, le sexe, la prématurité, le type
d’alimentation, le mode de vie, le tabagisme passif, la durée des soins, la présence de
coinfections, la nécessité de supplémentation en 02 et le virus infectant) exergaient une

influence sur la composition et I'abondance du microbiome bactérien.

Au niveau du genre, un seul OTU était différentiellement abondant en fonction du mode de
vie des patients : le genre Capnocytophaga. Ce genre était différentiellement exprimés entre
les enfants vivants a domicile et ceux étant en créche et étonnamment plus exprimé dans le
groupe de nourrissons allant a la creche. Les bactéries Capnocytophaga sont des bactéries
commensales de la flore gingivale des espéces canines et félines qui peuvent se transmettre
par léchage, morsure ou simple contact avec les animaux'>. A notre connaissance, aucune
autre étude n’a rapporté cette différence et malheureusement la variable « présence
d’animaux de compagnie au domicile » n’a pas été relevé lors de la constitution de notre
cohorte. Par ailleurs, d’autres études ont montré que l'abondance en Moraxella, S.
pneumoniae et H. influenzae était plus élevée chez les nourrissons fréquentant une
créche332°16, | 'exposition a des conditions de surpeuplement, comme la fréquentation d'une
garderie et la présence de jeunes fréres et sceurs sont connus pour influer sur le

développement du microbiome respiratoire?.

Dans cette étude, aucune différence significative en fonction de I’age (nourrissons de < 2 ou >
2 mois) n’a été retrouvée avec l'analyse ANCOM bien que la béta diversité soit
significativement différente entre les deux groupes de patients. Pourtant, une étude récente
a mis en évidence des différences de profil de microbiome bactérien entre les nourrissons
agés de < 4 ou 2 4 mois pour Haemophilus et Moraxella, et les genres
minoritaires Gemella, Rothia et Mannheimia®®. Dans cette étude, I'abondance relative

d’Haemophilus était plus élevée chez les nourrissons dgés de moins de 4 mois.

Contrairement a ce qui a été observé dans notre étude, il a été mis en évidence que l'age

gestationnel (enfants prématurés versus enfant nés a terme), le tabagisme passif, les
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infections respiratoires antérieures et I'utilisation d’une assistance respiratoire peuvent

également affecter le microbiome du nourrisson®291,309,508,516,

Dans notre étude, nous n’avons pas pu mettre en évidence une relation directe entre la
composition du microbiome et la sévérité de I'IRA. Deux variables ont été observées
concernant la sévérité : URTI vs LRTI et nécessité ou non d’'une supplémentation en Oa.
Quelques soit le niveau taxonomique étudié, aucune différence d’abondance d’OTUs en
fonction des groupes URTI et LRTI ou en fonction des groupes avec ou sans supplémentation
en O, n’a été retrouvé. De plus, en réalisant une analyse basée sur le profil majoritaire de

chaque échantillon, aucun profil dominant n’a pu étre associé a la sévérité.

Ces résultats ne correspondent pas a ce qui a été précédemment décrit dans la littérature bien
gue I'on puisse observer une tendance lorsque I'on regarde les genres dominants. En effet, la
majorité des études s’accordent a dire qu’il existe un lien entre la sévérité de I'IRA et un profil
dominé par Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae et Streptococcus
pneumoniaez“4’310'314'316'320'321'324‘332'504'510'516‘518. A I’inverse, un prOfII dominé par
Staphylococcus aureus, Corynebacterium ou Dolosigranulum
(Alloiococcus)310:315316,320,321,323,516 était plutdt corrélé négativement a la sévérité des IRA.
Cependant, la littérature actuelle présente des résultats contradictoires concernant les genres
associés a la sévérité des IRA31>318320,328329,334513 | g rajsons potentielles des divergences
entre les études sont multiples : les différences entre les populations de patients, les
méthodes d'échantillonnage (écouvillon nasal ou aspiration nasopharyngée) et les techniques
de laboratoire (culture ou séquencage). Bien que nous n’ayons pas trouvé de différences
significatives de compositions entre nos deux groupes il est important de noter que les 3
genres associés a la sévérité (Moraxella, Haemophilus et Streptococcus) étaient retrouvés en
grande quantité dans tous nos échantillons. Une explication possible pourrait étre que, bien
gue nous ayons stratifié les patients en fonction de la gravité (URTI vs LRTI ou avec et sans
supplémentation en O3), tous les patients inclus dans notre étude ont été hospitalisés et donc
présentent déja une certaine sévérité par rapport aux enfants renvoyés a domicile. Les
différences de sévérité de la maladie sont peut-étre trop subtiles pour étre corrélées a la

composition microbienne.
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En ce qui concerne I'analyse des diversités, en comparant I’'abondance relative et la diversité
des populations microbiennes dans les voies respiratoires supérieures des enfants au moment
de I'hospitalisation, nous n’avons pas pu identifier de profils associés ou de différence de
diversité entre les enfants qui développaient une IRA sévére par rapport a ceux ayant une IRA
légere (URTI vs LRTI) a l'aide de cing indices de diversité différents. Ces résultats sont
contradictoires avec ceux retrouvés dans la littérature puisque plusieurs études ont mis en

évidence un lien entre une diminution de la diversité et la sévérité des IRA244:331,519,520,

Notre étude présente des limites. Premierement, comme nous |’'avons déja notifié dans le
Chapitre Virome, notre étude du microbiome est basée sur |'étude de prélevement
respiratoire haut et non pas bas (comme déja développé page 180). Deuxiemement, la taille
de la cohorte est relativement faible par rapport au nombre de variables examinées ce qui a
pu nous empécher de mettre en évidence des différences de composition. Malgré nos efforts,
il manquait des données cliniques pour certains échantillons mais cela n’a pas interféré avec
les analyses effectuées et le nombre de participants inclus dans chagque comparaison est
indiqué de maniere adéquate dans chaque tableau et figure. Par ailleurs, le bactériome a été
décrit précédemment comme changeant avec les saisons3®®, mais dans notre étude les
échantillons ont tous été prélevés pendant I’hiver il n’y a donc pas d’effet saisonnier a prendre
en compte. Troisiemement, |'existence de différents systémes de classification des
symptdmes afin d’évaluer la sévérité de la maladie pose des défis et peuvent conduire a des
résultats contradictoires®®. De plus, I'évaluation de la sévérité peut parfois étre subjective
puisque certains parents sont plus prudents que d'autres pour signaler des symptémes plus
légers. Un systéeme de notation universellement appliqué serait bénéfique pour étudier les
biomarqueurs liés a la sévérité des infections respiratoires. Pour finir, nous n’avions pas de
groupe avec des témoins sains pour mettre en évidence une différence dans le microbiome
d’un individu avec ou sans IRA afin de déterminer les relations de causes a effet entre le
pathogene et la composition de la flore. Une étude longitudinale ol des échantillons seraient
prélevés avant, pendant et aprées une IRA, seraient idéales pour mettre en lumiére les

interactions entre les pathogénes et la flore.
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5 Conclusion

La sévérité d’'une IRA chez les nourrissons peut étre déterminée par plusieurs facteurs.
Plusieurs études suggerent que le bactériome respiratoire pourrait jouer un réle important
dans le développement et la sévérité des IRA chez les enfants. Notre étude a permis de mettre
en évidence des profils de microbiome distincts dans le tractus nasopharyngé des enfants
présentant des symptdmes respiratoires : les profils a dominante Haemophilus-, Moraxella-
et Streptococcus étant les plus répandus. Bien que nous n’ayons pas pu mettre en lumiére des
associations significatives entre ces profils et la sévérité de la maladie (groupe URTI vs LRTI),
la détection prédominante des profils susmentionnés, par rapport aux profils souvent trouvés
chez les enfants en bonne santé, indique des associations potentielles entre la composition
du microbiome et les IRA. D’autres études sont donc nécessaires pour vérifier si le profil
microbien peut étre utilisé comme biomarqueur de progression de la maladie ou d’'un mauvais

pronostic.
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Chapitre 4 : Analyse préliminaire du transcriptome de I’hote

1. Introduction

Les facteurs de risque connus n'expliquent qu'incomplétement la variabilité de la gravité de la
maladie du VRS, en particulier chez les enfants en bonne santé3?!, En effet, malgré les efforts
importants déployés au cours des dernieres décennies pour développer une meilleure
compréhension du VRS, des lacunes importantes subsistent, notamment l'identification de
marqueurs moléculaires robustes comme outils prédictifs de la sévérité de la maladie chez les
nourrissons*®, Chez les enfants ne présentant aucun facteur de risque prédisposant a une
maladie grave, la sévérité de la maladie a été liée a une réponse immunitaire de I'hote
excessive, caractérisée entre autres par des réponses cytokines inadéquates®® et un afflux de
neutrophiles dans les voies respiratoires>?1.

L’objectif de cet axe d’étude était de comparer la réponse transcriptomique des patients en
fonction des groupes URTI/LRTI, avec ou sans supplémentation en O; et avec ou sans

coinfections virales, afin de voir si certains génes étaient différemment exprimés.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Population étudiée
Pour cet axe d’étude, seuls les enfants de moins de 7 mois et testés positifs au VRS ont été
inclus afin d’obtenir une population plus homogéne (n= 53). Cette sélection est la méme que

pour I'axe d’étude du virome.

2.2.Séquencage transcriptome

Afin d’évaluer I'expression des ARNm respiratoires de I'hote en réponse a l'infection virale, un
protocole de mRNA-Seq a été utilisé.

Les aliquots des échantillons conservés en RNAlater ont été extraits a I'aide du kit d’extraction
RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) selon les recommandations du fabriquant avec ajout des étapes
facultatives (Ajout du B-mercaptoéthanol au tampon RLT et ajout de I'étape de digestion avec
la DNase | Rnase Free). La qualité et la quantité de ’ARN a été évaluée par Bioanalizer avec le
kit Agilent Hight Sensitivity RNA kit (Agilent). Etant donné les faibles quantités d’ARN, les
librairies de séquencage ont été préparées avec le kit NEBNext Single Cell/Low Input RNA
Library Prep Kit for lllumina (New England Biolabs) selon les recommandations du fabriquant.

A noter qu’avec ce kit la sélection des ARNm se fait via la queue poly-A de ceux-ci, de ce fait il
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sera possible d’analyser les transcrits de I’"h6te et des virus uniquement. La qualité des
librairies a ensuite été vérifiée sur Bioanalizer avec le kit Agilent Hight Sensitivity DNA kit
(Agilent). Les librairies finales ont été séquencées sur la plateforme NextSeq™ (lllumina) sur

une cassette NextSeq 500/550 High Output kit v2 (2x75pb, paired-end) (Illumina).

2.3. Analyse bio-informatique et statistique
Les reads bruts ont été trimmés avec Trimmomatic PE. Les reads ont été alignés sur le génome
humain (grch38) avec Hisat2. La table de comptage des reads sur chaque transcript humain a
été obtenue avec featureCounts sur la version d’annotation gencode v32.basic.
A partir de la matrice de comptage obtenue, une sélection a été effectuée selon les criteres
de qualités suivants :
- Nombre de genes minimum exprimés dans I'échantillon = 5000
- Nombre de reads minimum mappant sur le transcriptome humain par échantillon =
200 000.
- Nombre de reads pour considérer un géne comme exprimé =1
Seuls les échantillons correspondant a ces critéres ont été conservés pour la suite de I'analyse.
Avant de procéder a I'analyse d’expression différentielle des génes, une normalisation des
données a été effectuée afin d’éliminer les biais dus aux effets batchs et manipulations
expérimentales mais également de corriger les biais biologiques (par exemple la longueur des
génes car plus un géne est long plus il a de chance d’étre séquencé). La normalisation ainsi
gue I'analyse d’expression différentielle ont été réalisées grace a la librairie R DESeq?2.
Une analyse d’expression différentielle permet d’établir si certains genes sont différemment
exprimés entre deux groupes de patients, ici les patients URTI vs LRTI, les patients avec ou
sans supplémentation en O; et les patients avec ou sans coinfections (avec un membre des
familles suivantes : Adenoviridae, Coronaviridae et Parvoviridae). DESeq2 va fournir un
tableau avec diverses informations concernant chaque géne tel que :
- Le log2fold-change (log2FC) qui correspond au rapport d’expression d’un géne donné
dans une condition A par rapport a une condition B.
- La p-value value associée et la p-value ajustée obtenue grace a une correction
statistique : la méthode de Benjamini-Hochberg qui permet de réduire le nombre de

faux positifs>22.
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On considere alors qu’un géne est différemment exprimé entre nos deux conditions lorsque
la p-value ajustée sera inférieure au seuil fixé, ici 0,05. Les heatmaps des genes significatifs

ont été réalisés a partir de la table transformée par DESeq2°23.

3. Résultats des analyses préliminaires du transcriptome de I'"hote

Trois analyses ont été réalisés pour comparer les groupes de patients classés URTI vs LRTI, les
patients avec ou sans supplémentation en O; et les patients avec ou sans coinfections (avec
un membre des familles suivantes : Adenoviridae, Coronaviridae et Parvoviridae).

Parmi les échantillons séquencés, 36 échantillons ont passé les filtres des criteres de qualité
établie et ont donc été considérés pour la suite de I'analyse. En moyenne 7 813 688 reads ont
été obtenues par échantillon (min= 283 823 ; max= 38 116 690). En moyenne 12 293 géenes

étaient exprimés par échantillon (min=5 913 ; max= 20 985).

3.1 Analyse préliminaire entre les groupes URTI et LRTI

Parmi les 36 patients inclus dans I'analyse, 13,9% (n=5) des patients étaient classés dans le
groupe URTI et 86,1% (n=31) dans le groupe LRTI.

L'analyse différentielle a permis de mettre en évidence seulement 6 genes différemment

exprimés entre le groupe de patients URTI et le groupe de patients LRTI (Tableur 20).

Tableau 20 Tableur des génes exprimés différemment entre les groupes URTI et LRTI ainsi que
leur Log2FC, p-value ajustée et statut (sous ou surexprimé).

L'analyse différentielle a montré une différence d’expression entre les groupes URTI et LRTI pour 6
génes. Le référentiel pour interpréter les Log2FC est le groupe URTI, ce qui signifie qu’un Log2FC
négatif correspondra a un gene sous-exprimé dans le groupe LRTI (Statut DOWN) par rapport au
groupe URTI, alors qu’un Log2FC positif correspondra a un gene surexprimé dans le groupe LRTI (Statut
UP) par rapport au groupe URTI. La p-value ajustée correspond a la p-value initiale corrigée via la

méthode de Benjamini-Hochberg permettant de réduire le nombre de faux positifs.

Geénes log2FC pad;j status
AC012306.2 19,28 1,48E-05 up
AF228727.1 7,61 1,48E-05 upP
CSN1S1 24,98 1,62E-11 up
CSN3 22,97 0,0015 up
TESC 6,25 0,0011 up
VIT 19,06 0,0079 up
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Abréviations : Log2FC : Log2 Fold Change ; DOWN : géne sous-exprimé ; UP : géne surexprimé ; AC012306.2 et
AF228727.1 : génes non caractérisés ; CSN1S1 : Casein Alpha S1; CSN3 : Casein Kappa ; TESC : Tescalcin ; VIT :

Vitrine.

Une représentation du positionnement de tous les génes en fonction de leur seuil de p-value
ajustée et de leur ratio d'expression en Log2FC est présentée sur le Volcanoplot ci-dessous

(Figure 30).
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Figure 30 Volcano plot des génes différentiellement exprimés chez les enfants infectés par le

VRS des groupes URTI et LRTI.

L’axe des abscisses représente les log2FC des génes entre les deux groupes. L’analyse différentielle a
montré une différence d’expression entre les groupes URTI et LRTI pour 6 genes. En vert, on retrouve
les genes ayant un Log2FC négatif et correspondant donc a des genes sous-exprimés dans le groupe
LRTI. En rouge, on retrouve les génes ayant un Log2FC positif et correspondant donc a des génes
surexprimés dans le groupe LRTI. L’axe des ordonnées représente les valeurs des p-value ajustées (en
échelle log10) pour chaque gene. Les valeurs les plus élevées indiquent une plus grande signification
statistique. Les points noirs représentent tous les genes testés pour lesquels la p-value ajustée n’était
pas significative.

Abréviations : Log2FC : Log2 Fold Change ; DOWN : géne sous-exprimé ; UP : géne surexprimé ; AC012306.2 et
AF228727.1 : génes non caractérisés ; CSN1S1 : Casein Alpha S1 ; CSN3 : Casein Kappa ; TESC : Tescalcin ; VIT :

Vitrine ; padj : p-value ajustée.
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Parmi les genes différemment exprimés entre le groupe URTI et LRTI, aucuns n’étaient
associés aux voies de I'immunité.
Un heatmap des génes exprimés différemment entre les groupes URTI et LRTI est présenté en

figure 31.
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Figure 31 Heatmap des geénes exprimés différemment entre les groupes URT| et LRTI de
maniére significative.

Ce heatmap montre la variation des Log2FoldChange de I'expression des genes significativement
différemment exprimés entre les groupes URTI et LRTI. L'expression normalisée est indiquée comme
surexprimée (rouge) ou sous-exprimée (bleu).

Abréviations : AC012306.2 et AF228727.1 : genes non caractérisés ; CSN1S1 : Casein Alpha S1; CSN3 : Casein

Kappa ; TESC : Tescalcin ; VIT : Vitrine ; padj : URTI : upper respiratory tract infection ; LRTI : lower respiratory

tract infection.

Un heatmap avec des genes associés a I'immunité a été réalisé pour observer d’éventuelles
différences d’expression entre les groupes URTI et LRTI bien que non significatives. Ce
heatmap est présenté en figure 32. Aucun regroupement n’a pu étre effectué en regardant
les génes de I'immunité. Cependant, 3 clusters de patients sont observés : un cluster de
seulement 2 patients avec une forte expression d’IL17A et d’IL2, un cluster de 18 patients avec
une surexpression des cytokines inflammatoires (sauf IL-7 et IL-33), un dernier cluster de 16

patients avec peu d’expression des cytokines inflammatoires.
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Figure 32 Heatmap des génes associés aux voies de I'immunité en fonction des groupes URTI
et LRTI.

Ce heatmap montre la variation des Log2FoldChange de I'expression des génes associés aux voies de
I'immunité dans les groupes URTI et LRTI. L'expression normalisée est indiquée comme surexprimée
(rouge) ou sous-exprimée (bleu).

Abréviations : CXCL : C-X-C Motif Chemokine Ligand; CCL : C-C motif chemokine ligand; IL : Interleukine; IFI6 :
Interferon Alpha Inducible Protein; IFITM : Interferon-induced transmembrane proteins; IFIT : Interferon Induced
Protein With Tetratricopeptide Repeats; MX1 : MX Dynamin Like GTPase 1; IFN : Interferon; HGF : Hepatocyte

growth factor; ACOD1 : Aconitate Decarboxylase 1; URTI: upper respiratory tract infection; LRTI: lower

respiratory tract infection.
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3.2 Analyse préliminaire entre les patients avec ou sans supplémentation en O;

La présence d’une supplémentation en 02 étant utilisée dans certaines études comme
marqueur de sévérité de la bronchiolite, une analyse statistique du transcriptome a également
été réalisée en utilisant ce critére. Parmi les 36 patients inclus dans I'analyse, 41,7% (n=15)
des patients n’ont pas regu de supplémentation en O; contre 58,3% (n=21) qui ont regu une
supplémentation en O,.

L'analyse différentielle a permis de mettre en évidence 3 génes différemment exprimés entre
le groupe de patients ayant recu ou non une supplémentation en O,. (Tableur 21, Figure 33

et Figure 34).

Tableau 21 Tableur des génes exprimés différemment entre les groupes ayant recu ou non une
supplémentation en O2 ainsi que leur Log2FC, p-value ajustée et statut (sous ou surexprimé).

L'analyse différentielle a montré une différence d’expression entre les groupes ayant recu ou non une
supplémentation en O, pour 3 génes. Le référentiel pour interpréter les Log2FC est le groupe n’ayant
pas recu une supplémentation en O, ce qui signifie qu’un Log2FC négatif correspondra a un gene sous-
exprimé dans le groupe ayant regu une supplémentation en O, (Statut DOWN) par rapport a ce groupe,
alors qu’un Log2FC positif correspondra a un gene surexprimé dans le groupe ayant recu une
supplémentation en O; (Statut UP) par rapport au groupe n’ayant pas regu une supplémentation en
0,. La p-value ajustée correspond a la p-value initiale corrigée via la méthode de Benjamini-Hochberg

permettant de réduire le nombre de faux positifs.

Geénes log2FC padj status
ACSM4 -15,55 0,0128| DOWN
CSN3 25,75 1,29E-11 up
SLCO1A2 -13,44 0,0462 DOWN

Abréviations : Log2FC : Log2 Fold Change ; DOWN : gene sous-exprimé ; UP : géne surexprimé ; CSN3 : Casein
Kappa ; ACSM4 : Acyl-CoA Synthetase Medium Chain Family Member 4 ; SLCO1A2 : Solute Carrier Organic Anion

Transporter Family Member 1A2.
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Figure 33 Volcano plot des génes différentiellement exprimés chez les enfants infectés par le
VRS des groupes ayant regcu ou non une supplémentation en O2.

L’axe des abscisses représente les log2FC des génes entre les deux groupes. L’analyse différentielle a
montré une différence d’expression entre les groupes ayant recu ou non une supplémentation en O,
pour 3 genes. En vert, on retrouve les génes ayant un Log2FC négatif et correspondant donc a des
génes sous-exprimés dans le groupe ayant regu une supplémentation en O,. En rouge, on retrouve les
génes ayant un Log2FC positif et correspondant donc a des genes surexprimés dans le groupe ayant
recu une supplémentation en O,. L’axe des ordonnées représente les valeurs des p-value ajustées (en
échelle log10) pour chaque géne. Les valeurs les plus élevées indiquent une plus grande signification
statistique. Les points noirs représentent tous les genes testés pour lesquels la p-value ajustée n’était
pas significative.

Abréviations: CSN3: Casein Kappa; ACSM4 : Acyl-CoA Synthetase Medium Chain Family Member 4; SLCO1A2 :

Solute Carrier Organic Anion Transporter Family Member 1A2.

Parmi les geénes différemment exprimés entre le groupe ayant recu ou non une
supplémentation en O, aucuns n’étaient associés aux voies de I'immunité et I’expression des
cytokines inflammatoires ne permettaient pas de grouper les patients selon leur

supplémentation en 02 (Figure 34 et Figure 35).
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Figure 34 Heatmap des génes exprimés différemment entre les groupes ayant regu ou non une
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supplémentation en O2 de maniere significative.

Ce heatmap montre la variation des Log2FoldChange de I'expression des genes significativement
différemment exprimés entre les groupes ayant recu ou non une supplémentation en O,. L'expression
normalisée est indiquée comme surexprimée (rouge) ou sous-exprimée (bleu). La condition 0
correspond au groupe de patient n'ayant pas recu de supplémentation en O; et la condition 1
correspond au groupe de patients ayant recu une supplémentation en O,.

Abréviations: Abréviations: CSN3: Casein Kappa; ACSM4: Acyl-CoA Synthetase Medium Chain Family Member 4;

SLCO1A2: Solute Carrier Organic Anion Transporter Family Member 1A2.
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Figure 35 Heatmap des genes associés aux voies de I'immunité en fonction des groupes ayant
re¢u ou non une supplémentation en O2.

Ce heatmap montre la variation des Log2FoldChange de I'expression des génes associés aux voies de
I'immunité dans les groupes ayant recu ou non une supplémentation en O,. L'expression normalisée
est indiquée comme surexprimée (rouge) ou sous-exprimée (bleu). La condition O correspond au
groupe de patient n’ayant pas recu de supplémentation en O; et la condition 1 correspond au groupe
de patients ayant recu une supplémentation en O..

Abréviations : CXCL : C-X-C Motif Chemokine Ligand ; CCL : C-C motif chemokine ligand; IL : Interleukine; IFI6 :
Interferon Alpha Inducible Protein; IFITM : Interferon-induced transmembrane proteins; IFIT : Interferon Induced

Protein With Tetratricopeptide Repeats; MX1 : MX Dynamin Like GTPase 1; IFN : Interferon; HGF : Hepatocyte

growth factor; ACOD1 : Aconitate Decarboxylase 1.
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3.3 Analyse préliminaire entre les patients avec ou sans coinfection

Afin de déterminer si la présence de coinfections virales pourrait influer sur la réponse
transcriptomique, I’analyse statistique a été réalisée en prenant en compte la présence de
coinfection déterminées grace aux données du virome. Parmi les 36 patients inclus dans
I'analyse, 22,2% (n=8) des patients avaient une coinfection (avec un membre des familles
suivantes : Adenoviridae, Coronaviridae et Parvoviridae), 47,2% (n=17) des patients ne
présentaient pas de coinfections. A noter que pour 30,6% (n=11) des patients, il n’a pas été
possible de déterminer s’il y avait une coinfection ou non.

Lors de I'analyse réalisée avec les paramétres donnés dans le matériels et méthodes, une liste
de 264 génes étaient identifiés comme étant différemment exprimés entre le groupe de
patients avec ou sans coinfection. La majorité des génes de cette liste étaient des
pseudogenes. Apres filtration de ces génes, seuls 20 génes étaient identifiés comme étant
différemment exprimés entre le groupe de patients avec ou sans coinfection (Tableur 22,

Figures 36 et 37).

Tableau 22 Tableur des genes exprimés différemment entre les groupes de patients avec ou
sans coinfection ainsi que leur Log2FC, p-value ajustée et statut (sous ou surexprimé).

L'analyse différentielle a montré une différence d’expression entre les groupes de patients avec ou
sans coinfection pour 20 genes. Le référentiel pour interpréter les Log2FC est le groupe de patients
avec une coinfection, ce qui signifie qu’un Log2FC négatif correspondra a un géne sous-exprimé dans
ce groupe (Statut DOWN) par rapport au groupe n’ayant pas de coinfections, alors qu’un Log2FC positif
correspondra a un géne surexprimé dans le groupe de patients avec coinfection (Statut UP) par rapport
au groupe n’en ayant pas. La p-value ajustée correspond a la p-value initiale corrigée via la méthode

de Benjamini-Hochberg permettant de réduire le nombre de faux positifs.

Geénes log2FC padj status
A2ML1 -5,43 0,0141 DOWN
AC005343.4 -4,00 0,0390| DOWN
AL122020.1 -4,12 0,0495| DOWN
AQP4-AS1 -4,07 0,0380 DOWN
ARL6 4,07 0,0333 up
C5orf66-AS1 3,79 0,0079 up
CCD(C85B 5,91 0,0016 up
CD44-AS1 -3,72 0,0193 DOWN
CDK19 -2,76 0,0129| DOWN
CFD 4,03 0,0036 up
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Geénes log2FC padj status
HADHAP2 -5,77 0,0330 DOWN
HNRNPA1L2 -3,14 0,0203 DOWN
ICAIL 4,64 0,0017 upP
LEF1 -4,84 0,0420 DOWN
MKNK1-AS1 -5,31 0,0444 DOWN
NUP188 -4,15 0,0109 DOWN
RABGAPIL-IT1 4,83 0,0133 upP
SPINT1 2,16 0,0265 up
TWSG1 -3,35 0,0246 DOWN
USP37 -2,90 0,0319 DOWN

Abréviations : Log2FC : Log2 Fold Change ; DOWN : géne sous-exprimé ; UP : géne surexprimé ; AC005343.4 et
AL122020.1 : génes non caractérisés ; A2ML1 : Alpha-2-Macroglobulin Like 1 ; AQP4-AS1 : AQP4 Antisense RNA
1; ARL6 : ADP Ribosylation Factor Like GTPase 6 ; C50rf66-AS1, CD44-AS1, MKNK1-AS1 et RABGAP1L-IT1: génes
IncRNA (long non-coding RNA) ; CCDC85B : Coiled-Coil Domain Containing 85B ; CDK19 : Cyclin Dependent Kinase
19 ; CFD : Complement Factor D ; HNRNPA1L2 : Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein Al Like 2 ; ICALL:
Islet Cell Autoantigen 1 Like ; LEF1 : Lymphoid Enhancer Binding Factor 1 ; NUP188 : Nucléoporine 188 ; SPINT1 :
Serine Peptidase Inhibitor, Kunitz Type 1 ; TWSG1 : Twisted Gastrulation BMP Signaling Modulator 1 ; USP37 :

Ubiquitin Specific Peptidase 37.
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Figure 36 Volcano plot des génes différentiellement exprimés chez les enfants infectés par le
VRS des groupes avec ou sans coinfection.

L’axe des abscisses représente les log2FC des génes entre les deux groupes. L’analyse différentielle a
montré une différence d’expression entre les groupes avec ou sans coinfection pour 20 génes. En vert,

on retrouve les genes ayant un Log2FC négatif et correspondant donc a des génes sous-exprimés dans
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le groupe des patients avec une coinfection. En rouge, on retrouve les génes ayant un Log2FC positif
et correspondant donc a des genes surexprimés dans le groupe des patients avec une coinfection. L’axe
des ordonnées représente les valeurs des p-value ajustées (en échelle logl0) pour chaque gene. Les
valeurs les plus élevées indiquent une plus grande signification statistique. Les points noirs
représentent tous les genes testés pour lesquels la p-value ajustée n’était pas significative.

Abréviations : Log2FC : Log2 Fold Change ; DOWN : gene sous-exprimé ; UP : géne surexprimé ; AC005343.4 et
AL122020.1 : génes non caractérisés ; A2ML1 : Alpha-2-Macroglobulin Like 1 ; AQP4-AS1 : AQP4 Antisense RNA
1; ARL6 : ADP Ribosylation Factor Like GTPase 6 ; C50rf66-AS1, CD44-AS1, MKNK1-AS1 et RABGAP1L-IT1 : génes
IncRNA (long non-coding RNA) ; CCDC85B : Coiled-Coil Domain Containing 85B ; CDK19 : Cyclin Dependent Kinase
19 ; CFD : Complement Factor D ; HNRNPA1L2 : Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein Al Like 2 ; ICALL:
Islet Cell Autoantigen 1 Like ; LEF1 : Lymphoid Enhancer Binding Factor 1 ; NUP188 : Nucléoporine 188 ; SPINT1 :
Serine Peptidase Inhibitor, Kunitz Type 1 ; TWSG1 : Twisted Gastrulation BMP Signaling Modulator 1 ; USP37 :

Ubiquitin Specific Peptidase 37.
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Figure 37 Heatmap des génes exprimés différemment groupes de maniére significative entre
les patients avec ou sans coinfection.

Ce heatmap montre la variation des Log2FoldChange de I'expression des genes significativement

différemment exprimés entre les patients avec ou sans coinfection. L'expression normalisée est
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indiquée comme surexprimée (rouge) ou sous-exprimée (bleu). La condition 0 correspond au groupe
de patient n’ayant pas de coinfection et la condition 1 correspond au groupe de patients ayant une
coinfection.

Abréviations : AC005343.4 et AL122020.1 : génes non caractérisés ; A2ML1 : Alpha-2-Macroglobulin Like 1 ;
AQP4-AS1 : AQP4 Antisense RNA 1; ARL6 : ADP Ribosylation Factor Like GTPase 6 ; C50rf66-AS1, CD44-AS1,
MKNK1-AS1 et RABGAP1L-IT1: genes IncRNA (long non-coding RNA) ; CCDC85B : Coiled-Coil Domain Containing
85B ; CDK19 : Cyclin Dependent Kinase 19 ; CFD : Complement Factor D ; HNRNPA1L2 : Heterogeneous Nuclear
Ribonucleoprotein Al Like 2 ; ICA1L : Islet Cell Autoantigen 1 Like ; LEF1 : Lymphoid Enhancer Binding Factor 1 ;
NUP188 : Nucléoporine 188 ; SPINT1 : Serine Peptidase Inhibitor, Kunitz Type 1 ; TWSG1 : Twisted Gastrulation
BMP Signaling Modulator 1 ; USP37 : Ubiquitin Specific Peptidase 37.

Aucun regroupement des patients n’était observé en fonction des genes de I'immunité (Figure
38).
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Figure 38 Heatmap des génes associés aux voies de I'immunité en fonction des groupes avec
ou sans coinfection.

Ce heatmap montre la variation des Log2FoldChange de I'expression des génes associés aux voies de

I'immunité dans les groupes de patients avec ou sans coinfection. L'expression normalisée est indiquée
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comme surexprimée (rouge) ou sous-exprimée (bleu). La condition 0 correspond au groupe de patient
n’ayant pas de coinfection et la condition 1 correspond au groupe de patients ayant une coinfection.
Abréviations : AC005343.4 et AL122020.1 : génes non caractérisés ; A2ML1 : Alpha-2-Macroglobulin Like 1 ;
AQP4-AS1 : AQP4 Antisense RNA 1; ARL6 : ADP Ribosylation Factor Like GTPase 6 ; C50rf66-AS1, CD44-AS1,
MKNK1-AS1 et RABGAP1L-IT1: genes IncRNA (long non-coding RNA) ; CCDC85B : Coiled-Coil Domain Containing
85B ; CDK19 : Cyclin Dependent Kinase 19 ; CFD : Complement Factor D ; HNRNPA1L2 : Heterogeneous Nuclear
Ribonucleoprotein Al Like 2 ; ICA1L : Islet Cell Autoantigen 1 Like ; LEF1 : Lymphoid Enhancer Binding Factor 1 ;
NUP188 : Nucléoporine 188 ; SPINT1 : Serine Peptidase Inhibitor, Kunitz Type 1 ; TWSG1 : Twisted Gastrulation
BMP Signaling Modulator 1 ; USP37 : Ubiquitin Specific Peptidase 37.

4. Discussion

Lors des analyses préliminaires de ces données de mRNA-Seq, nous avons cherché a mettre
en évidence une différence d’expression des génes entre des groupes URTI et LRTI, entre les
patients ayant recu ou non une supplémentation en O; et enfin entre les patients avec ou sans
coinfection. L’analyse différentielle a permis de mettre en évidence 6 génes différemment
exprimés entre le groupe de patients URTI et le groupe de patients LRTI, 3 génes entre le
groupe de patients ayant recu ou non une supplémentation en O; et 20 génes entre le groupe
de patients ayant ou non une coinfection.

Excepté le géne Complement Factor D, CFD, (surexprimé dans le groupe de patients avec
coinfection), aucun gene différemment exprimé n’était associé aux voies de 'immunité. Une
étude avait déja mis en évidence une surexpression de ce gene dans les ANP de patients
hospitalisés suite a une infection par le virus de la grippe A HIN1°%4,

De plus, excepté pour HNRNPA1L2 (sous exprimé dans le groupe de patients avec coinfection),
aucune étude a notre connaissance ne rapportait une différence d’expression des genes
retrouvés dans notre analyse dans d’autre cas d’IRA. En effet, une récente étude a mis en
évidence la ribonucléoprotéine Al codée par le gene HNRNPA1, était capable d’interagir avec
la nucléoprotéine de la grippe A entravant ainsi sa réplication®%. Il serait intéressant de
regarder si cette interaction est possible avec les nucléoprotéines d’autres virus respiratoires.
Ces premieres analyses ne sont donc pas en accord avec les résultats formulés dans d’autres
études récentes qui comparaient les signatures transcriptomiques nasopharyngées observées
chez des nourrissons avec une infection plus ou moins sévére par le VRS>?®, ou chez des
nourrissons présentant une bronchiolite a VRS et un groupe contrdle sain?**>'8, Par exemple,

McCall et al., ont identifié une association entre la sévérité des infections a VRS et |'activation
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des voies Th17 et Th2 ainsi que I'inhibition de la signalisation des récepteurs des cellules B>26,
Rajagopala et al., ont pu mettre en évidence 2 878 génes régulés a la hausse et 1 746 genes
régulés a la baisse chez les sujets atteints d’'une IRA a VRS?**, La plupart des génes surexprimés
étaient des génes de réponse a I'interféron, des géenes de la signalisation de I'interleukine, des
génes associés a la voie de l'inflammasome et des TLR, des génes associés a la réponse
antivirale et des genes codant pour les chimiokines telle que CXCL10 comme c’est le cas dans
notre étude?**. A noter qu’une augmentation de I’expression de CXCL10 a été rapporté dans
d’autres études et été associée a une co-infection par le VRS et des bactéries ainsi qu’au
recrutement massif de cellules immunitaires contribuant a la pathologie pulmonaire®4. Une
récente étude a réalisé une comparaison des réponses de I’h6te face a l'infection par le VRS
et trois autres virus respiratoires courants chez les enfants. L'étude transcriptomique
comparative a permis de mettre en évidence que le recrutement des neutrophiles et des
cellules dendritiques (DC) dans les voies respiratoires est plus important dans l'infection par
le VRS que dans les autres infections virales. Lors de l'infection par le VRS, une augmentation
de I'expression de deux ISG (CXCL11 et IDO1) a également été observée>!®, Globalement, la
sévérité de l'infection par le VRS a été associée a une immunité innée dérégulée, une
diminution de la réponse Thl, une augmentation de la réponse inflammatoire et une
altération du recrutement des neutrophiles*®°27:>28 De plus, des études réalisées sur des ANP
ont montré que lors d’une infection sévére a VRS, I'IFN-y était sous-exprimé?!>7,162,247,249,251,252
alors que les cytokines IL-1B24>2%6, | L-624°,248,256,529 || .8245,253,256 ot macrophages inflammatory
protein-1B (MIP-1B)24>248 étaient surexprimées.

Ces discordances peuvent s’expliquer par plusieurs facteurs. Premiérement, il peut s’agir d’un
artefact technique. En effet, seuls 68% des échantillons étaient de qualité suffisante pour étre
interprétables mais nous ne pouvons pas exclure la possibilité que I’ARN des échantillons ait
été trop dégradé pour observer un vrai signal. Une autre possibilité est que pour certains
échantillons, un grand nombre de reads n’étaient pas humaines, il se peut que pour certains
échantillons le transcriptome viral ait été plus séquencé que le transcriptome humain.
Deuxiemement, il est possible qu’il y ait un artefact bioinformatique. En effet, la plupart des
génes identifiés comme différentiellement exprimés sont détectés uniquement chez une
minorité de patients. Par exemple sur la figure 31, on observe 4 génes sur les 6 représentés
qui ne sont pas du tout présents chez les patients du groupe URTI. En raison de ces données

mangquantes, il est possible que DESeq2 ne soit pas le plus approprié pour nos analyses a moins
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d’envisager un parametre de filtration plus strict avec le retrait des génes exprimés chez une
minorité de patients (moins de 50% des patients par exemple). Néanmoins les génes de
I'inflammation sont quasi tous exprimés et donc au moins une partie des données serait
interprétable. D’autres méthodes de normalisation des données sont également a envisager
pour affiner nos résultats, avec I'utilisation d’'un géene de ménage ou une normalisation de
type CLR (Centered Log Ratio) par exemple.

Enfin, les analyses liées a notre cohorte sont limitées. En effet, il n’y a pas de patients « sains »
afin de comparer nos résultats a un groupe controle. Bien que certaines études se contentent
de comparer des groupes de patients sévéres versus non sévéres (sans groupe témoins), la
clinique entre les patients de notre cohorte pourrait étre peu discriminante, les nourrissons

étant tous hospitalisés.

Par la suite, des analyses plus poussées seront réalisées en regardant et stratifiant les variables
cliniques telles que la prématurité ou I’age du nourrisson par exemple. En effet, il a été montré
gue les nourrissons nés prématurément sont 3 fois plus susceptibles d’étre hospitalisés pour
une infection par le VRS que les nourrissons nés a terme®® et que cela pourrait étre d(i a des
profils immunitaires différentiels de nourrissons nés prématurés, par exemple, des
proportions de neutrophiles plus faibles>3° ou une réduction de I'expression de TLR4 dans les
monocytes®3!. En ce qui concerne la variable de I’dge, des différences d’expression de certains
génes ont déja été observées chez les nourrissons infectés par le VRS0, En effet, Mejias et
al., ont montré que les nourrissons plus jeunes infectés par le VRS (< 6 mois) présentaient une
expression réduite des génes liés a I'immunité innée et adaptative par rapport aux nourrissons
plus agés tout aussi malades (6 a 24 mois), indiguant une immunité globale supprimée chez
les nourrissons plus jeunes!,

Etant donné la faible taille de notre cohorte, il pourrait étre intéressant d’analyser des voies
biologiques en regroupant des génes apparentés plutot que de regarder les niveaux
d’expressions de chaque géne comme cela a été réalisé mais sur des prélévement sanguins>32.
Par ailleurs, 3 clusters de patients étaient visibles sur les profils inflammatoires, il serait
intéressant de regarder si ces clusters sont associés a une variable clinique particuliere ou
encore a un des profils de bactériome. Nos analyses nous permettrons aussi de regarder le

transcriptome viral afin de voir si certains transcrits viraux sont plus abondants et s’il peut y

avoir une association avec la sévérité.
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A noter que méme avec des analyses plus approfondies, cette étude comportera plusieurs
limites. Tout d’abord la petite taille de la cohorte sur laquelle nous avons analysé le
transcriptome qui rend difficile I'utilisation de certains tests statistiques. Ensuite, comme pour
les autres axes d’études, des différences dans la méthode de classification des critéres de
gravité de I'IRA a VRS peuvent conduire a des résultats contradictoires. Enfin, dans le contexte
de cette analyse, il sera impossible d’établir si les différences d’expression de génes ou encore
les éventuelles associations microbiome-transcriptome identifiées sont la cause de la sévérité
de I'IRA (si le microbiome influence la réponse transcriptomique, ou vice versa). Sans collecte
de données chez les nourrissons avant I'infection par le VRS, nous ne pourrons qu’émettre
I’'hypothése que ces associations pourrait aider a prévenir ou a minimiser l'impact de
I'infection par le VRS.

Cependant, le point innovant est que la majorité des études transcriptomiques précédentes
se sont concentrées sur les profils transcriptionnels sanguins!®%321,527,533-535 Bjen que les
cellules du sang périphérique soient impliquées dans la réponse immunitaire, elles ne sont pas
directement infectées par le VRS et ne peuvent pas refléter les changements de composition
des cellules immunitaires des voies respiratoires (principal site d'infection par le VRS)>3®. Par
conséquent, l'analyse du transcriptome des échantillons respiratoires peut permettre

d'obtenir des informations précieuses sur la pathogenése du VRS.

5. Conclusion

Des analyses plus approfondies sont nécessaires avant de tirer des conclusions définitives. Le
RNA-Seq pourrait permettre d’identifier des biomarqueurs spécifiques pour prédire les
résultats apres une infection par le VRS chez le nourrisson. Ces études de RNA-Seq pourraient
également s’avérer utile pour quantifier la réponse a un vaccin anti-VRS par exemple, en
s’assurant que ce vaccin ne provoque pas une réponse de I’hote similaire a la réponse pouvant
conduire a un état pathologique sévere. Des signatures multigéniques pourraient également

contribuer a I'étude de futures cibles médicamenteuses contre l'infection par le VRS.
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Partie C : Conclusion Générale

De nombreux facteurs sont associés a la pathogenése du VRS notamment des facteurs liés au
virus, a I'hdte, ou a I'environnement334°3’, Cependant les mécanismes qui expliquent la
grande variabilité des symptomes ne sont pas complétement compris et ces facteurs méme
combinés n’expliquent pas entierement pourquoi certains nourrissons développent une
forme sévere de la maladie et d’autres non. Des études récentes suggerent que l'interaction
complexe entre le microbiome respiratoire, la réponse immunitaire de I’h6te et le virus peut
avoir un impact sur la pathogenése et la gravité de l'infection par le VRS?70:272,290,313,393
D’autres études ont démontré que la sévérité de linfection était liée a une réponse
immunitaire déséquilibrée'4°3’, Les interactions entre les composants viraux et bactériens du
microbiome, appelées interactions trans-regnes, sont de plus en plus impliquées dans la santé
et la maladie, mais n'ont pas encore été définies dans les voies respiratoires, notamment en
pédiatrie ou les échantillons sont souvent difficiles a obtenir pour des raisons a la fois
techniques et éthiques.

Dans cette étude, nous avons d’abord caractérisé séparément la composition du bactériome,
du virome et du transcriptome de I’hGte au niveau respiratoire a partir d’'une collection
prospective d'échantillons respiratoires de nourrissons souffrant d’'une IRA plus ou moins
sévere. Le but principal était de mettre en évidence les compositions du virome et du
bactériome ainsi que les réponses transcriptomiques respiratoires de I'hote a l'infection
associées aux IRA séveres.

Concernant le bactériome, cette étude a mis en évidence la présence de profils de microbiome
distincts dans le  tractus nasopharyngé des enfants, les profils a
dominante Haemophilus, Moraxella et Streptococcus étant les plus répandus. Bien que nous
n‘ayons pas pu mettre en lumiére des associations significatives entre les profils du
microbiome et la sévérité de la maladie, la détection prédominante des profils susmentionnés,
par rapport aux profils dominés par les genres bactériens Corynebacterium ou Dolosigranulum
fréguemment trouvés chez les enfants en bonne santé, indique des associations potentielles
entre la composition du microbiome et les IRA.

Concernant le virome, les familles les plus représentés (hors Pneumoviridae) étaient les
Phenuiviridae, les Anelloviridae, les Picornaviridae et les Retroviridae. De nombreuses

coinfections avec des virus respiratoires et avec des phages ont été observées. Aucune
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différence significative de composition au niveau des familles virales entre les échantillons les
groupes URTI et LRTI n’ont été observée. Le genre TTMV de la famille des Anelloviridae était
majoritairement présent dans les prélévements respiratoires et certaines espéces (TTMV 3,
TTMV 6 et TTMV 9) étaient méme significativement associée a la sévérité. Les TTMV sont des
virus ubiquitaires dont I'implication dans la maladie respiratoire reste a déterminer%>38, Les
Anelloviridae pourraient contribuer aux maladies respiratoires en activant la production de
cytokines inflammatoires37648, Les TTMV ont d’ailleurs été identifié dans plusieurs contextes
pathogénes ce qui suggére une association possible entre l'infection par le TTMV et
l'inflammation#89°00:502538 " yne récente étude a mis en évidence la structure d’une des
espéces de TTMV : TTMV LY1°%, Cette découverte pourrait étre utilisée pour de futures
recherches, notamment I'échappement face au systéeme immunitaire et les interactions
potentielles avec celui-ci. Concernant son role potentiel dans la maladie respiratoire, des
cohortes pédiatriques plus importantes avec un groupe de contréle sain sont nécessaires.
Cette étude met tout de méme en lumiére une grande variabilité interindividuelle, ainsi
gu’une acquisition rapide du virome apreés la naissance.

En ce qui concerne les analyses préliminaires du transcriptome de I’hote, aucun regroupement
n’a pu étre effectué en regardant les génes de I'immunité et les cytokines inflammatoires bien
qgue 3 clusters de patients semblent se différencier. L’étude de I'association avec les données

cliniques est en cours.

Pour chacun des axes nous nous sommes heurtés a des obstacles similaires concernant la
cohorte et la méthode de classification de la sévérité des IRA. Compte tenu de la taille
relativement faible de notre cohorte par rapport au nombre de variables examinées, nous
nous sommes retrouvés face a un manque de puissance évident pour obtenir des statistiques
significatives. Néanmoins, nos données apportent un soutien significatif aux études déja
réalisées notamment sur I'axe bactériome qui reste le plus étudié. Grace a cette étude
descriptive et exploratoire, il serait intéressant d’envisager le méme travail sur une cohorte
plus grande. De plus, I'absence d’un groupe d'enfants en bonne santé comme groupe témoin,
nous empéche de déterminer si les modifications du microbiome et du transcriptome
pourraient étre liées ou non a la survenue d’une IRA. Une étude longitudinale comprenant des
échantillons respiratoires prélevés avant, pendant et aprées une IRA, serait idéale pour mettre

en lumiére les interactions entre les pathogénes et la flore ainsi que I'évolution du profil
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transcriptomique au cours de linfection. Enfin, des différences dans la méthode de
classification des criteres de gravité de I'IRA a VRS entre les études publiées et la n6tre, ont
pu conduire a des résultats contradictoires. En I'absence d’un score de référence, il est difficile
de comparer les résultats entre études puisque les criteres de sévérité sont différents entre
les hopitaux et les pays?®. Un systéme de notation universellement appliqué serait donc
bénéfique pour étudier les biomarqueurs liés a la sévérité des IRA mais aussi pour pouvoir

comparer les différentes études entre elles.

En dehors des limites liées a la cohorte, des problemes techniques ont été rencontrés
notamment concernant la standardisation des protocoles wet et dry lab. Comme décrit dans
I'article “ Comparison of Nucleic Acid Extraction Methods for a Viral Metagenomics Analysis
of Respiratory Viruses ”, les différents protocoles (extraction, déplétion, enrichissement,
amplification) peuvent avoir un impact sur la qualité des résultats. A noter que d’aprés cette
étude, I'extracteur montrant les meilleurs résultats en introduisant le moins de biais était
I’Emag (extracteur utilisé pour les extractions de cette thése). Malgré cela, une contamination
majeure lors de I'extraction nous a empéché d’analyser le 2¢™ run de séquencage, d’ou
I'importance d’ajouter des contréles négatifs (NTC). La comparaison et développement de
protocole de métagénomique est important notamment pour la surveillance épidémiologique
de virus (ré)émergents tel que I'EV-68 depuis 2014 ou plus récemment le SARS-CoV-2 (Annexe
1 et 2). Concernant le virome, une possible compétition avec le VRS présent a des charges
élevées dans chaque échantillon a pu réduire la sensibilité de notre analyse en masquant la
présence d’autres virus présents en plus faible quantité. De plus, il n’existe pas a ce jour de
pipeline standard pour I'analyse du virome. Dans notre étude, il n’a pas été possible de
réaliser des analyses spécifiques au niveau du genre ou de |'espéce par exemple car
I'assignation taxonomique manquait de spécificité. Les récents projets étudiant le virome
utilisent une approche de novo afin de descendre dans la taxonomie et ainsi réaliser des
analyses plus précises. Les différentes étapes utilisées lors de I'analyse bio-informatique
peuvent contribuer de maniere significative a la variabilité des résultats et dans certains cas a
des conclusions contradictoires entre les études?®®. De plus, les bases de données spécifiques
aux virus doivent étre améliorées de maniére significative en ajoutant davantage de
séquences virales. En effet, les premieres études sur le virome digestif ont été affectées parle

manque de séquences de référence dans les bases de données empéchant d’exploiter
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I'intégralité des données recueillies®*. Depuis nos analyses, de nombreux pipelines ont été
publiés pour I'analyse du virome>*™>%, mais les caractéristiques intrinseques des virus
(taxonomie incompléte notamment au niveau des phages et des espéces, grand nombre de
séquences lié a la "matiere noire virale", absence de marqueur universel comme pour les
bactéries, ...) rendent la tache difficile. La mise en place de stratégies pour parvenir a une plus
grande standardisation entre les études (protocole et analyse bio-informatique) est
nécessaire pour soutenir les futures méta-analyses a grande échelle sur le microbiome

respiratoire.

Dans cette étude, nous n’avons finalement pas pu analyser les interactions entre virome,
bactériome et transcriptome de I'hote. En effet, sur les 144 échantillons de la cohorte,
seulement 79 échantillons ont pu étre analysé en raison de la contamination lors de
I'extraction pour I'axe bactériome ; 36 échantillons (avec détection du contréle interne)
peuvent étre utilisés pour lI'analyse du virome parmi les 53 échantillons sélectionnés
initialement car provenant d’enfants < 7 mois atteints de bronchiolite et malheureusement
36 échantillons différents parmi ces 53 étaient exploitables en transcriptome. Au final, nous
avons pu obtenir un séquencage pour les 3 axes uniquement pour 16 échantillons (Figure 39)

rendant impossible le croisement des données pour cette cohorte.

Virome

n= p " . ,
) . 21 Seuls 16 échantillons séquencés, non
échantillons avec

CI (MS2+) contaminés et passant les critéres de
qualités sont interprétables dans les 3
axes d'études.

Transcriptome Bactériome
n =36 n=79
échantillons échantillons
interprétables non contaminés

Figure 39 Diagramme de Venn indiquant le nombre d’échantillons interprétables par axe
d’étude.
Sur les 144 échantillons totaux de la cohorte, 79 étaient interprétable pour I'axe bactériome en raison

d’une contamination lors de I’extraction. Pour le virome et le transcriptome 53 échantillons VRS positif
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et prélevés sur des enfants de moins de 7 mois ont été séquencés. Pour le virome, le controle interne
était retrouvé pour 36 échantillons. Pour le transcriptome, 36 échantillons étaient interprétables.

Abréviation : Cl : controle interne

Malgré le manque de résultats significatifs, des solutions sont envisageables pour obtenir
d’autres données avec notre cohorte. Pour réduire le nombre de variable, une analyse des
profils majoritaires viraux (profil du virome dominé par les virus d’eucaryote, profil dominant
Anelloviridae et un profil dominant bactériophages) pourrait étre réalisée, ou au contraire une
analyse des contigs aprés assemblage de novo pourrait apporter des informations sur de
nouveaux virus du virome. Des analyses supplémentaires des données mRNA-Seq pourraient
aussi permettre d’analyser le transcriptome viral afin de voir si certains transcrits viraux sont

plus abondants et en lien avec la sévérité.

Une collaboration avec le service des soins critiques — Réanimation de Lyon sud a été
envisagée afin de mettre en lien une de leur étude sur la corrélation entre les données de
pollution et les admissions en réanimation et notre étude sur la composition du microbiome
respiratoire a partir des données atmosphériques relevées a Lyon (données jour par jour avec
la température, les particules en suspension (PM), I'ozone (03), le protoxyde d'azote (N2O) et
le dioxyde de soufre (SO2) dans différents points de I'agglomération lyonnaises). En effet,
notre systéme respiratoire est constamment exposé aux substances toxiques de
I'environnement qui sont connues pour déclencher une réponse immunitaire dérégulée
pouvant conduire a une altération de la fonction pulmonaire et au développement de
maladies respiratoires®®. La facon dont le microbiome respiratoire peut réagir face a
I’exposition environnementale n’est pas encore trés claire. Une récente étude chinoise a
montré que le microbiome des voies respiratoires peut a la fois étre influencé par I'exposition
et moduler a son tour son impact sur la santé respiratoire®*®. Une telle étude sur nos données
serait intéressante pour I'étude des associations entre microbiome-exposome et sévérité de

la bronchiolite.

Un protocole de métatranscriptomique permettant le séquencage simultané du virome, du
bactériome et du transcriptome de I’'hote, a également été développé au sein de notre équipe
(Annexe 3). Dans cette étude, une comparaison de la concordance des résultats obtenus entre
trois approches indépendantes pour chaque axe et la métatranscriptomique a été étudiée.

Cette méthode de métatranscriptomique pourrait étre un bon choix pour l'identification des
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co-infections virales dans le microbiome respiratoire et pourrait réduire le temps, le co(t et
les risques de contamination des études sur le microbiome et aider a différencier les
microorganismes actifs des microorganismes latents. La métatranscriptomique a été utilisée
en routine pour la surveillance épidémiologique du VRS entre 2019 et 2022, avec des données
disponibles pour 531 enfants <2 ans hospitalisés aux HCL. L’analyse des données du
microbiote actif et du transcriptome du patient en lien avec les données cliniques aurait une
bien meilleure puissance statistique que I'étude réalisée dans cette these. Elle requiert
néanmoins un accord éthique des patients qui a été donné pour l'instant uniquement pour

I’étude épidémiologique du VRS.

Un projet semblable a VibraFlu est en cours de réalisation au sein de notre équipe. L'étude
BMIiG (Biomarqueurs du microbiome respiratoire pour prédire I’évolution clinique de la grippe
chez I'enfant) prévoyait initialement le recrutement de 330 patients sur 3 ans. Un prélévement
respiratoire haut (ANP) ainsi que, si possible, un prélévement respiratoire bas (aspiration
trachéobronchique et lavage broncho alvéolaire) ont été réalisés a JO, J1, J2 et J5. Les
préléevements destinés a I'étude du transcriptome ont été directement placés dans du RNA
later pour éviter la dégradation des ARNSs. Les inclusions pour ce projet ont débuté en 2018 et
seulement 145 enfants (<5 ans) admis aux urgences ou hospitalisés pour grippe sur 3 saisons
(2018/2019, 2019/2020, 2021/2022) ont pu étre inclus en raison du turnover important des
médecins aux urgences. L'analyse du microbiote bactérien (séquencage V3-V4 du géne de
’ARN 16S) a été réalisé sur la plateforme GenEPIl pour tous les prélevements et I'analyse
statistique est en cours en collaboration avec le Dr Bardel (LBBE). Les autres composantes du
microbiome et la réponse transcriptomique de I’hGte seront analysées sur les prélévements
JO via un nouveau protocole de métatranscripomique développé et automatisée sur la
plateforme GENEPII depuis 2022. A ce jour, aucune étude n’a été publiée sur I'association

entre microbiote bactérien respiratoire et sévérité de la grippe chez I’enfant.

Une autre étude du laboratoire qui a été mise de cO6té pour le moment en I'absence de
financement est | ’‘étude ViBRaCov (Interactions Virome-Bactériome-Transcriptome
impliquées dans la pathogenése du Covid-19 chez I'enfant). Cette étude avait pour objectif
d’étudier I'impact de la composition du microbiome respiratoire (virome/bactériome) et de la
réponse de I'hote (transcriptomique) lors d'une infection par le Sars-Cov-2 chez I'enfant. A

partir des prélevements respiratoires déja réalisés, le séquencage des virus et bactéries
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présents dans les échantillons devait étre réalisé. En paralléle, afin de regarder la réponse
immunitaire de I’hote en réponse a l'infection et d’identifier d’éventuels des biomarqueurs
pronostiques, le séquencage du transcriptome devait étre effectué. Les résultats devaient étre
analysés en lien avec les informations cliniques (complications infectieuses, traitement
antibiotiques, traitement antiviraux, etc). Cette cohorte a pour avantage d’avoir des patients
« sains » qui pourront servir de groupe témoin. Cette étude reste trés intéressante car bien
que beaucoup d’études soient en cours ou publiées sur le Sars-Cov-2, le microbiome
respiratoire et la sévérité de l'infection ; la majorité de ces études sont réalisées sur des

cohortes d’adulte®’43,

En résumé, le développement du microbiome respiratoire est complexe et dynamique.
L’évaluation de sa contribution sur la sévérité de la maladie lors des IRA est encore mal
comprise bien gu’elle soit de plus en plus étudiée>0>>0, Les options thérapeutiques limitées
pour les enfants atteints d'une infection sévere par le VRS soulignent I'importance de la
compréhension globale de la réponse immunitaire de I'h6te au cours de I'infection et du réle
du microbiome respiratoire dans celle-ci. Il est important de comprendre les interactions
complexes entre les micro-organismes du microbiome respiratoire et les pathogéenes
potentiels et leurs conséquences a court et a long terme sur la santé pour améliorer le
diagnostic, le traitement et la prévention de I'IRA pédiatrique. Générer des profils microbiens
spécifiques permettant de discriminer la santé, des formes sévéres de la maladie pourraient
permettre aux cliniciens de prendre des décisions concernant la ventilation, ou encore la
transplantation de nouveaux microbiomes. La découverte de biomarqueurs pronostiques
permettrait donc d’améliorer la prise en charge et les soins des enfants souffrant d’IRA mais
aussi sur le long terme de développer des thérapies personnalisées innovantes en ciblant les

micro-organismes délétérent du microbiome respiratoire par exemple.
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Annexes : Autres travaux réalisés pendant la these

Annexe 1

Emergence of enterovirus D68 clade D1, France, August to November 2018

Antonin Bal, Marina Sabatier, Thierry Wirth, Marianne Coste-Burel, Mouna Lazrek, Karl Stefic,

Karen Brengel-Pesce, Florence Morfin, Bruno Lina, Isabelle Schuffenecker, Laurence Josset.

Rapid communication

We report a seasonal increase of enterovirus D68 (EVD68) cases in France, with 54 cases
detected between 19 August and 14 November 2018. Molecular typing revealed that 20 of 32
of the isolates belonged to clade D1, only sporadically detected before in France. Median age
of D1-cases was 42 years, 10 developed severe respiratory signs and one had neurological
complications. The 2018-D1 viruses showed a genetic divergence of 3.34 % with D1 viruses

identified previously.

https://doi. org/10.2807/1560-7917.ES.2019.24.3.1800699
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Annexe 2
Evaluation of NGS-based approaches for SARS-CoV-2 whole genome characterisation

Caroline Charre, Christophe Ginevra, Marina Sabatier, Hadrien Regue, Grégory Destras,

Solenne Brun, Gwendolyne Burfin, Caroline Scholtes, Florence Morfin, Martine Valette, Bruno

Lina, Antonin Bal, and Laurence Josset.

Abstract

Since the beginning of the COVID-19 outbreak, SARS-CoV-2 whole-genome sequencing (WGS)
has been performed at unprecedented rate worldwide with the use of very diverse Next-
Generation Sequencing (NGS) methods. Herein, we compare the performance of four NGS-
based approaches for SARS-CoV-2 WGS. Twenty-four clinical respiratory samples with a large
scale of Ct values (from 10.7 to 33.9) were sequenced with four methods. Three used lllumina
sequencing: an in-house metagenomic NGS (mNGS) protocol and two newly commercialised
kits including a hybridisation capture method developed by Illumina (DNA Prep with
Enrichment kit and Respiratory Virus Oligo Panel, RVOP), and an amplicon sequencing method
developed by Paragon Genomics (CleanPlex SARS-CoV-2 kit). We also evaluated the widely
used amplicon sequencing protocol developed by ARTIC Network and combined with Oxford
Nanopore Technologies (ONT) sequencing. All four methods yielded near-complete genomes
(>99%) for high viral loads samples (n % 8), with mNGS and RVOP producing the most complete
genomes. For mid viral loads (Ct 20—25), amplicon-based enrichment methods led to genome
coverage >99 per cent for all samples while 1/8 sample sequenced with RVOP and 2/8 samples
sequenced with mNGS had a genome coverage below 99 per cent. For low viral loads (Ct 25),
amplicon-based enrichment methods were the most sensitive techniques. All methods were
highly concordant in terms of identity in complete consensus sequence. Just one mismatch in
three samples was observed in CleanPlex vs the other methods, due to the dedicated
bioinformatics pipeline setting a high threshold to call SNP compared to reference sequence.
Importantly, all methods correctly identified a newly observed 34nt-deletion in ORF6 but
required specific bioinformatic validation for RVOP. Finally, as a major warning for targeted
techniques, a loss of coverage in any given region of the genome should alert to a potential
rearrangement or a SNP in primer-annealing or probe-hybridizing regions and would require

further validation using unbiased metagenomic sequencing.

doi: 10.1093/ve/veaa075
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Annexe 3

Analysis of the nasopharyngeal microbiome in infants suffering from respiratory viral
infections: a comparison between independent single-kingdom approaches and an all-inone
metatranscriptomics method.

Destras G, Sabatier M, Simon B, Semanas Q, Lina B, Bal A and Josset.
Poster

Background: Respiratory infections represents the main cause of morbidity and mortality in
children under 5 years old. A dysregulation among the different components of the respiratory
microbiome (bacteriome, virome, mycobiome, host-immune response) may influence the
clinical outcome. Targeted sequencing of each component of the microbiome have been
deployed in the last decades, using 16S and ITS amplicon sequencing for the bacteriome and
mycobiome, respectively, and viral metagenomics for the virome and mRNA-Seq for the host
transcriptome. In contrast, metatranscriptomics allows an all-in-one analysis of all active
microorganisms present within a sample, also including host-immune expression. In this
study, we aimed to compare the concordance of the results obtained between three

independent single-kingdom approaches and metatranscriptomics.

Methods: Nasopharyngeal samples from a cohort of 67 infants under 7 months, consulting at
the pediatric emergency unit of Hospices Civils de Lyon for Respiratory Syncytial Virus (RSV)
or influenza virus infection during winters 2015-2017, were selected. The study of bacteriome
was performed using targeted 16S RNA V1-V3 sequencing, virome was analyzed with a
metagenomics method after viral enrichment (filtration, centrifugation and DNAse before
extraction), and mRNA-Seq was used for host immune inflammation investigation. The

metatranscriptomics method was performed using the Revelo kit (Tecan Diagnostic).

Results and discussion: The analysis of the concordance of bacterial OTUs, viruses and
inflammatory genes detection is ongoing as well as the agreement for the co-identification of
pathogens between the two approaches. Agreement between techniqueslikely depends of
the competition for sequencing and of the abundance of each kingdom. As RNA viruses are
major pathogens for respiratory infections, a metatranscriptomics method might be a good

choice for the identification of viral co-infections in respiratory microbiome. Such a tool might
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reduce the time/cost of microbiome investigation and help to differentiate active from latent

microorganisms.

Analysis of the nasopharyngeal microbiome in infants suffering from respiratory viral
infections: a comparison between independent single-kingdom approaches
and an all-in-one metatranscriptomics method

Gregory Destras=%3 |, Marina Sabatier! , Bruno Simon??, Quentin Semana Bruno Lina®?3, Antonin Bal, *** and Laurence Josset'2*
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BACKGROUND

Since the last decades, TARGETED SEQUENCING of the microbiome allows to study independently virome, bacteriome, host transcriptome.
METATRANSCRIPTOMICS allows an all-in-one analysis of all active microorganisms (including virome and bacteriome) present within a sample, also including host-immune expression.

AIM: To compare the CONCORDANCE of the results obtained BETWEEN INDEPENDENT SINGLE-KINGDOM APPROACHES and METATRANSCRIPTOMICS
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CONCLUSION

This study suggests that the all-in-one process of metatranscriptomics performs as well as single-kingdom approaches, such as for RNA virome or host transcriptome
investigation, while the technique may bring additional informations, notably about the differenciation between active or latent DNA microbiome.

As RNA viruses are major pathogens for respiratory infections, a metatranscriptomics method might be a good choice for the identification of viral co-infections in respiratory
microbiome. Such a tool might reduce the time/cost of microbiome investigation and help to differentiate active from latent microorganisms in clinical cases.
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