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Introduction

Résumé. Longtemps considéré comme stérile, le tractus respiratoire est main-
tenant reconnu comme un espace comportant un microbiome a fort potentiel
évolutif. L’amélioration des technologies de séquencage permet désormais
I’étude de la physiopathologie du microbiome bactérien respiratoire et de ses liens
avec la sévérité des infections virales respiratoires. Apres une revue des méthodes
de caractérisation du microbiote bactérien, en général, et respiratoire, en parti-
culier, cette revue s’attachera a décrire I’impact de ce microbiote sur I’immunité
innée et acquise de 1’hdte infecté. Nous verrons comment 1’exposition virale,
survenant dans un contexte d’altération ou de déplétion totale du microbiote
respiratoire apres antibiothérapie, influence fortement 1’évolution clinique de
I’hote infecté. La prise en charge des patients infectés, a risque de complications,
pourrait bénéficier de ces nouvelles connaissances. En effet, des études récentes
démontrent que de nombreuses voies de réponse de I’hote a 1’infection sont
perturbées lorsque le microbiote bactérien est altéré. Son rééquilibrage, par admi-
nistration de probiotiques ou de molécules innovantes modifiant sa composition,
pourrait améliorer le pronostic de 1’infection.

Mots clés : microbiome respiratoire, infections virales, NGS, ADN16S, méta-
génomique

Abstract. Considered for years as sterile, respiratory tract contains very variable
bacterial microbiome. Driven by next generation sequencing techniques, micro-
biome analyses allow a better understanding of viral infection pathophysiology,
in terms of incidence and lethality. After a short reminder of microbiome cha-
racterization methods, this review will describe its impact on adaptive and innate
immunity of the infected host. Studied by viral challenges after antibiotic admi-
nistration, microbiome depletion has an important impact on clinical outcome of
the host. Patient’s management and therapeutic choices could exploit results of
this field of research, using microbiome characteristics as prognostic biomarkers.
Numerous immunologic pathways are impacted by modification of the micro-
biome and its restoration, using probiotic or innovative molecules could confer
better clinical prognostic of viral respiratory diseases.

Key words: respiratory microbiome, viral infections, NGS, 16S DNA, metage-
nomic

I’ensemble de la niche écologique considérée. Celle-ci
inclut a la fois les micro-organismes résidents (bactéries,
virus, parasites et champignons) et les facteurs pouvant

Le microbiote est I’ensemble des micro-organismes pré-
sents dans un environnement (ou « niche écologique »)
donné, recoupant ainsi la notion, historique, de flore bac-
térienne. Le microbiome, au sens large, correspond a
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influencer I’environnement (cellules de I’immunité, pro-
téases cellulaires, etc.). Les méthodes traditionnelles pour
détecter le microbiote bactérien reposaient initialement sur
des méthodes de culture, faiblement sensibles et forte-
ment chronophages. Au cours des dix dernieres années,
I’amplification suivie du séquencage de I’ADN codant
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I’ARN16S bactérien a permis d’étudier le microbiote
bactérien cutané, des tractus ou des organes, autant quan-
titativement que qualitativement, et de définir, grice a
la sensibilité de détection ainsi obtenue, comparée aux
méthodes de culture, le microbiome [1].

Avec I’émergence de technologies de séquencage a haut
débit, ou séquencgage dit de « nouvelle génération » (Next
Generation Sequencing [NGS]), capables de produire une
quantité considérable de données par échantillon, des
études de grande ampleur comme celle du Projet micro-
biome humain (Human Microbiome Project [HMP]) ont
permis une avancée importante dans la description des
différents microbiomes de I’homme. De nombreuses ques-
tions restent néanmoins posées quant a ces microbiomes,
notamment sur leur potentielle richesse. Certains auteurs
considérent qu’il y a jusqu’a 10'* bactéries 2 la surface ou
dans notre organisme, soit dix fois plus que le nombre de
nos propres cellules. Ces données restent néanmoins dis-
cutées, allant jusqu’a diminuer d’un facteur 10, selon les
analyses les plus récentes [2].

A Tinstar de I’ensemble des microbiotes décrits chez
I’humain, la composition du microbiote du tractus respi-
ratoire est de mieux en mieux définie, ainsi que son rdle
physiologique. Notamment, il est fait I’hypothese qu’il
participe aux défenses de 1’hdte [3]. Le microbiome des
voies aériennes, supérieures ou inférieures, pourrait ainsi
agir comme une véritable barriere biologique, participant
au maintien de fonctions respiratoires normales et proté-
geant I’individu de la colonisation ou de I’invasion par des
pathogenes extérieurs.

Dans cette revue, nous décrirons les connaissances actuelles
sur le microbiome respiratoire dans le cadre des infec-
tions respiratoires virales. Nous nous focaliserons sur les
données correspondant au microbiome bactérien, du fait
du faible nombre d’études réalisées sur le virome et le
mycobiome respiratoire (microbiomes viral et fongique,
respectivement).

Méthodes d’étude et de caractérisation
du microbiome bactérien respiratoire

Contrairement aux niches écologiques, comme le tractus
digestif, depuis longtemps identifiées comme porteuses
d’une véritable flore bactérienne, le tractus respiratoire a
longtemps été considéré comme stérile, les méthodes de
culture dites « classiques » ne permettant pas toujours
d’isoler les bactéries anaérobies ou difficiles a cultiver.
Depuis I'apparition des technologies de biologie molé-
culaire, indépendantes d’une étape de culture, le tractus
respiratoire inférieur (dont le poumon) est maintenant

reconnu comme une niche écologique a part entiere, au
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méme titre que la peau ou le tube digestif. Les méthodes
d’étude des communautés bactériennes ont considéra-
blement évolué au cours des derniéres années, du fait
de I’identification d’un gene bactérien universel (codant
I’ ARN ribosomal 16S) et de I’amélioration progressive des
techniques de séquencage, ainsi que 1’obtention de puis-
sances de calcul bio-informatique permettant de produire
des millions de séquences par échantillon [4].

Le geéne codant I’ ARN16S est un geéne universellement pré-
sent chez les procaryotes. Il est d’'une longueur d’environ
1,5 kilobases et comporte neuf régions hypervariables (V1 a
V9) entourées de dix régions hautement conservées (C1 a
C10) (figure 1). Dans un premier temps, il a été ana-
lysé et comparé par clonage, par électrophorese sur gel a
gradient de dénaturation (Denaturing Gradient Gel Elec-
trophoresis [DGGE]) ou par 1’étude des polymorphismes
par restriction de taille (Restriction Fragment Length Poly-
morphism [RFLP]). Rapidement, ces techniques ont été
remplacées par les technologies de séquengage a haut débit
[5, 6]. L’équipe de Carl Woese a utilisé cette stratégie
pour classer les bactéries selon leur appartenance a des
groupes taxonomiques distincts (Operative Taxonomic Unit
[OTU]) révolutionnant ainsi la recherche en écologie micro-
bienne, animale comme environnementale [7]. En effet, la
structure du gene codant I’ARN16S autorise la production
d’amorces universelles dans des zones conservées, per-
mettant de séquencer certaines parties hypervariables de
ce gene (fableau 1 et figure 1). Spécifiques de la plate-
forme utilisée et d’une longueur de quatre a 12 nucléotides,
ces amorces permettent I’attribution (« démultiplexage »)
des séquences produites a leur échantillon d’origine, puis
le classement en OTU des reads (ou séquences courtes)
produits. De nombreux logiciels permettent 1’analyse, plus
ou moins ouverte, de ces OTU, comme mothur, QIIME
ou UPARSE, qui sont les plus utilisés [8-10]. Toutes les
étapes du processus de séquengage, comme les différents
protocoles d’extraction ou le choix de la polymérase, des
amorces et de la région amplifiée, ont un impact sur la qua-
lité des résultats obtenus [11, 12]. De nombreux protocoles
et logiciels existent donc pour traiter et vérifier la qualité
des séquences produites, sans pour autant qu’une approche
consensuelle n’ait encore été admise a ce jour [9, 10, 13].

Cette description de la population bactérienne, pouvant aller
jusqu’au genre ou a l’espece, via la caractérisation des
OTU présents dans un échantillon, ne permet néanmoins
pas d’obtenir les informations relatives a 1’état physiolo-
gique de ces bactéries, élément important pour comprendre
le fonctionnement du microbiome. Leung ef al., analysant
les microbiomes bactériens de 1’oropharynx de 22 patients
infectés ou non par le virus grippal, ont généré, par méta-
transcriptomique du génome bactérien (analyse du contenu
en ARN), des données completes sur les genes de régu-
lation bactériens (genes impliqués dans la mobilité, la

Virologie, Vol 22, n° 3, mai-juin 2018
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Tableau 1 Exemples d’amorces ciblant les régions hypervariables du géne codant ’ARN16S bactérien
(adapté de Baker et al. [59]).

Séquences des boucles hypervariables

Amorce sens

Amorce antisens

Région V2 [207-296]
TGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACC
GCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCT

CTTGCCATCG

TCT CAA ACT AGT ACC GAG TC

(coordonnées nucléotidiques) (forward) (reverse)
Région V1 [67-100]
GGTAACAGG AAG AAGCTTGCT TCT TTG CTG ACG
E8F E341R

CTGCGTCCCGTAGGAGTCTGG

TTGTTAAGT CAGATGTGA AAT CCCCGG GCT CAA
CCTGGGAACTGCATCTGATAC TGGCAAGC

TCGTCGGCGCCATTAT

Région V3 [440-497] E334F U534R
CAG CGG GGA GGA AGG GGA GTA AAG TTA ATA CCT GGT CTG AGG ATG CCC TGC TATTACCGCGGCTGCTGGCTCG
TTG CTC ATT GAC GTT ACC CGC AGA A GTC GAGTTAG
Région V4 [660-722]
E519F E804R

ACT ACC AGG GTATCT AATC

ACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAA

TTTTGA TTT ACT TAA CTG CCC
CCG GGC GTG TTC

E939R
Région V5 [899-927] E786F CTT GTG CGG GCC CCC GTC
TGGAGGTTGTGCCCTGAGGCGTGGCTTC CTA ATC TAT GGG ACC ATC A AAT TCA ATT CAT TTG AGT
TITT
. E905F
Région V6 [1009-1035] U1053R

CTG ACG ACA GCC ATG CA

Région V7 [1119-1157]
CCT TTG TTG CCA GCG GTC CGG CCG GGA ACT CAA AGG

AG
U1115F U1406R
GGG CGT TGC TCG CGT TGG GA GAC GGG CGG TGT GTACA
Région V8 [1242-1295]
CGC ATA CAA AGA GAA GCG ACC TCG CGA GAG CAA
GCG GAC CTC ATA AAG TGC GT
Région V9 [1434-1465] U1406F U1510R
GTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTA ACA TGT GTG GCG GGC AG CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT

Les séquences données a titre indicatif, basées sur TADN16S d’E. coli, correspondent aux coordonnées nucléotidiques indiquées entre crochets. Les amorces,
sens et antisens, sont toujours indiquées dans le sens 5-3' et nommées selon leur dénomination usuelle. Les nucléotides en rouge correspondent aux
nucléotides constants des régions variables (les verts correspondant aux nucléotides hypervariables).
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Figure 1. Représentation schématique de la structure secondaire de ’ARN16S bactérien d’E. coli. Vx : régions variables (en vert)
permettant la classification des espéces bactériennes présentes dans le microbiome ; Cx : régions constantes (en orange), incluant les
amorces de séquencage. Les domaines constants indiqués par I'étoile permettent la distinction entre le domaine 5’, le domaine central
et les domaines mineurs et majeurs 3'. Les fleches représentent quelques amorces sens (en bleu) et antisens (en orange) utilisables
pour les protocoles de séquencgage. Les fleches représentent les régions nucléotidiques (en prenant E. colicomme génome de référence)
correspondant aux amorces (indiquées dans le tableau 1) (bleu : amorces sens et rouge : amorces antisens).

transduction du signal ainsi que le transport ionique et le
métabolisme). Il a ainsi été prouvé que les bactéries pré-
sentes pouvaient différer non seulement par leur présence
ou abondance mais par une activation différentielle de génes
de voies de régulation. Cette différence importante entre
bactéries d’un méme microbiome pourrait donc permettre
d’expliquer leur éventuelle pathogénicité respective [14].

En résumé, si les techniques de NGS permettent d’analyser
finement le microbiome des voies aériennes, il est impor-
tant de garder a I’esprit que ’analyse des séquences de
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I’ ARN16S ne permet que la détection des génomes (OTU).
A moins de combiner ce séquencage génomique 2 celui
des ARNm bactériens, le séquencage des OTU ne permet
pas de distinguer les micro-organismes viables ou non [15].
De plus, certaines études pan-microbiennes montrent que
la diversité obtenue par séquencgage de I’ARN16S est sous-
estimée comparativement aux approches non ciblées [16].
Il est donc important de distinguer la métagénomique dite
« shotgun » (permettant de séquencer I’ensemble des génes
présents dans un échantillon), la métagénomique ciblée (se

Virologie, Vol 22, n° 3, mai-juin 2018



Copyright © 2022 John Libbey Eurotext. Downloaded by M. Maxime Pichon on 25/02/2022.

revue

7000
6000
5000
Il Microbiome
4000
[l Respiratory microbiome
3000
[ Viral microbiome
2000
1000 i
0 *‘—r-—r.—r.—r.—rl—rl—v] \I I T T T T
\} S VO > 5 o QO ) O SRR ) o
\ \ \} \ \ Q Q Q Q \] NS \ \ \ \S
A S S S S S S
Virologe

Figure 2. Evolution des données bibliométriques portant sur le microbiome respiratoire de 2000 a 2016. L’échelle verticale repré-
sente le total cumulé d’études correspondant aux mots-clés recherchés et I'échelle horizontale, 'année de publication. Les données en
bleu représentent le nombre de publications correspondant au mot-clé « microbiome », les données en rouge représentent le nombre
de publications correspondant au mot-clé « respiratory microbiome » et les données en vert correspondent au nombre de publications
correspondant au mot-clé « viral microbiome ». Le nombre de publications présentent une augmentation notable entre les années 2003 et
2016, correspondant a I'’émergence de nouvelles technologies de séquencage. Il est intéressant de constater la différence notable de
publications, pouvant s’expliquer par la différence d’intérét de la communauté scientifique, portant sur les microbiomes respiratoires et non
respiratoires (digestif principalement). Cette différence ne diminue pas avec I'explosion du nombre de publications sur le sujet.

limitant a I’étude d’un marqueur, le plus souvent ’ARN
ribosomal 16S) et la métatranscriptomique (séquencgage de
I’ensemble des genes transcrits ou activés présents dans
I’échantillon).

Caractéristiques du microbiome
respiratoire sain

Des études de grande ampleur ont permis d’obtenir des
informations importantes quant a la structure et la compo-
sition du microbiome du sujet sain au niveau de différentes
niches écologiques (figure 2 et tableau 2).

Ces études, conduites aussi sur le microbiome respiratoire,
ont permis de distinguer deux microbiomes : « central »
et « satellite ». Le microbiome respiratoire central (dit
core microbiome) est constitué des especes bactériennes
présentes de facon constante dans plus de 95 % des sites pré-
levés et partagées entre individus sains. Celui-ci comporte

Virologie, Vol 22, n° 3, mai-juin 2018

les génes microbiens et les voies métaboliques micro-
biennes permettant une physiologie stable. A noter qu’il
differe de fagon constitutive en fonction de I’age, du sexe,
de I’origine sociale et/ou ethnique des patients, mais qu’il
reste dépendant de facteurs environnementaux et/ou extrin-
seques tels que la prise de traitements (traitement au long
cours ou substitutif) ou 1’alimentation [17, 18]. Le mode
d’accouchement est un facteur fondamental de variation
(quantitative et qualitative) de ce microbiome respiratoire a
la naissance [19]. Les enfants nés par césarienne présentent
plus longtemps des profils de microbiomes respiratoires
centraux dominés par Staphylococcus aureus a la diffé-
rence des enfants nés par voie basse dont le microbiome
respiratoire central évolue plus rapidement vers un profil
plus complexe comprenant les genres Moraxella, Cory-
nebacterium ou Dolosigranulum. Ce profil mature permet
une meilleure protection contre les infections respiratoires
virales [20, 21]. Il est, en outre, renforcé par la mise en place
d’une alimentation au lait maternel. De méme, il apparait
que le microbiome nasopharyngé des enfants prématurés
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Tableau 2 Espéces bactériennes dominant les microbiomes bactériens respiratoires indépendamment
du statut pathologique ou non de I’héte.

Localisation Tractus respiratoire supérieur Tractus respiratoire inférieur
anatomique
Cavité buccale Nasopharynx Oropharynx Trachée Poumon
Mode de Ecouvillonnage Aspiration Lavage broncho-
prélévement nez-gorge trachéo- alvéolaire
privilégié bronchique (biopsie)
Aspiration nasopharyngée
Bactéries Prevotella Corynebacterium Prevotella Prevotella Prevotella
généralement Streptococcus? Streptococcus? Streptococcus? Streptococcus? Streptococcus?
retrouvées Veillonella® Veillonella® Veillonella® Veillonella® Veillonella®
Haemophilius Propionibacterium Haemophilius Cloacibacterium Pseudomonas
Staphylococcus Fusobacterium Helicobacter Fusobacterium
Moraxella

2 Espeéces présentes de fagon constante quelle que soit la région de prélevement. Il est intéressant de constater que les espéeces retrouvées sont variables

en fonction du site de prélévement.

est plus hétérogene que celui des enfants nés a terme [22].
Méme si la composition du microbiome varie considéra-
blement au cours de la premiere année de vie, les profils
bactériens centraux convergent progressivement, mais tres
précocement, vers un profil mature, des 1’age de deux mois,
qui reste stable par la suite. Par opposition au microbiome
central, le microbiome périphérique, dit « satellite » corres-
pond aux 5 % restants et est sujet a des variations rapides
et réversibles au cours des différentes altérations physiopa-
thologiques. Ces altérations sont tres diverses comme des
maladies aigués ou chroniques, une grossesse, la sénes-
cence ou le développement de I’enfant. Le microbiome
respiratoire périphérique (plus que le microbiome central)
semble donc étre le reflet de I’exposition de I’individu aux
situations extérieures pouvant modifier son microbiome,
comme une prise ponctuelle d’antibiotiques, une infection,
mais aussi une modification du mode d’alimentation ou des
habitus de vie [19, 21-23]. Ces quelques pourcents de varia-
tion du microbiome pour sa portion « satellite » étant soumis
a changement rapide, un profil de microbiome périphérique
d’unindividu est donc difficilement comparable a celui d’un
autre, justifiant de réaliser pour cela des études appariées
et/ou longitudinales pour en étudier les modifications.

Impact du microbiote respiratoire
bactérien dans la pathogenéese
des maladies virales respiratoires

Le tractus respiratoire est en contact constant avec
I’environnement extérieur [23]. Historiquement, les études
portant sur les micro-organismes détectés dans I’appareil
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respiratoire ont analysé les prélevements a la recherche
d’agents pathogenes. L’avenement des technologies de
séquencage a haut débit a progressivement permis de
décrire, puis de caractériser, la flore bactérienne résidente
commensale afin d’en étudier I’'impact sur les réponses
immunitaires acquises ou innées le long de I’arbre respira-
toire [24]. En 2016, parmi plus de 7000 articles répondant
au mot-clé « microbiome », une faible proportion d’entre
eux traitait du microbiome respiratoire, en particulier, ou de
I’évolution du microbiome, en général, au cours des infec-
tions virales (figure 2). Il n’existe que peu de données dans
ce domaine de recherche et elles concernent principalement
le microbiome bactérien a I’exception de rares publications
(1 22 %) qui ont étudié les composantes virales (virome)
et fongiques (mycobiome) du microbiome (figure 3B).
Apres un premier temps de caractérisation de la compo-
sition et des variations physiologiques du microbiome
respiratoire « sain », les études les plus récentes se sont
focalisées sur les modifications rencontrées dans des situa-
tions dites « pathologiques », qu’il s’agisse d’une infection
ou non (figure 3A). Les infections respiratoires aigués sont
majoritairement causées par des virus. En effet, moins de
30 % des causes retrouvées dans les infections respiratoires
basses (atteintes des bronches ou des poumons) de 1’adulte
ne sont pas virales [25]. Cette revue est donc limitée aux des-
criptions des altérations entrainées par les infections virales
sur le tractus respiratoire.

Leung er al. ont étudié, par séquencage complet des
génomes bactériens, le microbiome pulmonaire des patients
infectés par le virus grippal, le comparant aux microbiomes
de patients non infectés possédant les mémes carac-
téristiques démographiques [14]. Cette analyse montre
que les patients infectés ont un microbiome pulmonaire

Virologie, Vol 22, n° 3, mai-juin 2018
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Figure 3. Répartition des publications scientifiques concernant les microbiomes par site anatomique. A) Répartition des publica-
tions en fonction de la niche écologique. B) Répartition des publications en fonction des différentes composantes bactériennes, virales et
mycotiques du microbiome. A noter que les recherches a propos du microbiome buccal correspondaient aux mots-clés « microbiome » et
« oral » ; du microbiome respiratoire a « microbiome » et « respiratory » ou « pulmonary » ; du microbiome fcetoplacentaire a « microbiome »
et « fetal » ou « placenta » ; du microbiome cutané a « microbiome » et « skin » ; du microbiome digestif a « microbiome » et « gut » ou
« digestive » ; du microbiome urogénital a « microbiome » et « urinary » ou « genital » ou « penis » ou « vaginal ».
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constitué de bactéries exprimant plus de génes améliorant
leurs mobilités (chimiotactisme, flagelles) et leurs capaci-
tés de régulation du métabolisme ou de transcription que
les bactéries du microbiome des patients « sains ». Ces
données de métatranscriptomique comparative confortent
I’idée de I’existence d’un processus de sélection des micro-
organismes métaboliquement capables de s’adapter a un
écosysteme changeant au sein d’un microbiome ouvert. Ces
especes bactériennes, notamment par 1’altération du tapis
mucociliaire, seraient capables de se déplacer dans les voies
aériennes inférieures et de produire des métabolites immu-
nomodulateurs limitant la réponse de 1’hdte a 1’infection
virale. Ces bactéries pourraient donc impacter fortement le
devenir clinique, péjoratif ou non, des hotes infectés.
L’inflammation excessive suivant I’infection virale contri-
buant au désordre respiratoire observé, un microbiome
capable de favoriser une certaine tolérance immunitaire
pourrait potentiellement aider a limiter les dégats tissu-
laires dus a I’exacerbation de la réponse inflammatoire.
Grace a un modele murin, Wang et al. ont pu démontrer
I’importance d’un microbiome respiratoire integre sur la
tolérance d’un organisme au virus grippal [24]. Pour cela, ils
ont utilisé des souris SPF (Specific Pathogen Free) connues
pour étre plus sensibles aux infections grippales (amaigris-
sement plus important, taux de survie inférieur. . .) que les
souris sauvages du méme génotype €levées dans un envi-
ronnement naturel non stérile. Dans le modele de souris
SPF, la colonisation du tractus respiratoire supérieur par
des bactéries commensales permettait de réduire considé-
rablement les altérations pulmonaires liées a 1’infection par
le virus influenza. Cette colonisation diminuait la Iétalité
de I’infection grippale via la modification du phénotype de
réponse monocytaire, induisant un phénotype d’activation
macrophagique moins destructeur [26]. Abt et al. ont éga-
lement montré que les souris sauvages prétraitées par un
cocktail d’antibiotiques, dénaturant ainsi leur microbiome
« naturel », présentaient une morbidité accrue lors d’une
infection par le virus pandémique A (HIN1) apparu en
2009 (A (HIN1)pdamoo9), avec une perte de poids et une désa-
turation en oxygene importantes [27]. La sévérité de ces
atteintes était associée a deux facteurs qui étaient :

— une diminution de la capacité de migration des cellules
dendritiques, indispensable pour une réponse immunitaire
efficace ;

— une diminution de la concentration en cellules lymphocy-
taires T spécifiques au niveau tissulaire, contribuant a terme
a maintenir une charge virale locale élevée.

Toujours dans un modele murin, Wu et al. ont montré
que I’administration per os d’un traitement probiotique
restaurait significativement la réponse immunitaire de sou-
ris traitées aux antibiotiques en permettant une meilleure
activation des voies TLR-7 et NFkB [26]. Cette voie
de signalisation, impliquée dans la reconnaissance des
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ARN viraux simple brin, favorise en effet la clairance
virale.

L’ensemble de ces données recueillies chez I’animal sug-
gere que la pathogenese d’une infection par le virus grippal
chez un hoéte au microbiome altéré est en partie liée a une
réponse immunitaire locale moins efficace. Réciproque-
ment, la présence d’un microbiome « intégre » permet de
maintenir une réponse innée efficace ainsi qu’une réponse
adaptative appropriée contre le virus influenza. La viabilité
des micro-organismes composant ce microbiome « béné-
fique » ne semble néanmoins pas indispensable. En effet,
il a été possible de restaurer expérimentalement, dans un
modele murin, une réponse immunitaire adaptative efficace
apres administration de lipopolysaccharides (LPS) chez un
hdte sain au microbiome « altéré » [29]. L’hypothese méca-
nistique est que le microbiome déclenche 1’activation de
nombreux récepteurs de reconnaissance de motifs molécu-
laires exprimés par les pathogenes (Pathogen-Associated
Molecular Patterns [PAMPS]), stimulant les leucocytes au
niveau local comme systémique.

Comme indiqué précédemment, il est maintenant admis que
la diversité bactérienne composant le microbiome respi-
ratoire se stabilise & 1’approche de la premiere année de
vie. Ce microbiome, par la diversité des micro-organismes
qui le constituent, impacte la physiologie de 1’hote ainsi
que son immunité [30-34]. La présence de bactéries du
genre Moraxella dans ce microbiome semble associée
au risque d’une plus grande sévérité de 1’infection par
le virus respiratoire syncytial (VRS). En retour, le VRS
est lui-mé&me capable d’altérer fortement le microbiome
respiratoire de 1’hdte [21, 35-37]. Durant I’hiver, les co-
infections VRS/Moraxella ne sont pas rares, ces deux
pathogenes co-circulant durant la période la plus froide de
I’année. La bronchiolite & VRS se complique fréquemment
d’une otite moyenne d’étiologie bactérienne, suggérant que
I’infection virale puisse faire le lit de la surinfection bac-
térienne. Ce type d’interaction « virus-bactérie » a aussi
été démontré de longue date pour les surinfections pneu-
mococciques de la maladie grippale [38]. De nombreux
mécanismes d’interaction entre bactéries (principalement
le pneumocoque) et virus influenza ont ainsi été mis en
évidence depuis leur premiere description au cours de la
pandémie de 1918 (revus dans [39, 40]). Ceux-ci vont de
I’interaction directe virus-bactérie, via une activité siali-
dase du pneumocoque aidant a la libération des virions
néoformés, a I'impact anatomique, par destruction de la
barriere épithéliale et altération de la structure du surfac-
tant et de I’arbre bronchiolaire, ou immunitaire 1ié a une
dysfonction des réponses innées et adaptatives. De manicre
générale, il a été montré que les microbiomes nasopha-
ryngés a forte dominance d’Haemophilus influenzae et de
Streptococcus, par opposition aux microbiomes riches en
S. aureus, étaient associés a des réponses immunitaires
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exacerbées de 1I’hote lors des infections respiratoires. Cette
exacerbation est a ’origine d’une augmentation du taux
d’hospitalisation, du fait d’une plus grande sévérité de la
maladie au niveau respiratoire, confortant 1’hypothese de
I’implication du microbiome dans la réponse inflammatoire
aux infections virales [41]. Toutefois, pour I’instant, les
études réalisées n’ont fait qu’entrevoir une partie des méca-
nismes complexes associant le microbiome et la réponse
immunitaire.

Impact clinique du microbiome
respiratoire

Utilisation thérapeutique dans le cadre
de la prise en charge des infections virales

L’impact du microbiome dans la pathogenese des infections
respiratoires virales est donc fortement suspecté. Par analo-
gie avec des thérapies du tractus gastro-intestinal, il semble
envisageable de moduler le microbiome respiratoire. Nem-
brini et al. ont, par exemple, développé un modele murin
d’administration directe d’Escherichia coli dans les voies
aériennes [42]. Ces inoculations ont montré un effet béné-
fique sur I'inflammation locale, fortement impliquée dans
la pathogenese des infections respiratoires, limitant ainsi
la symptomatologie clinique. De mé&me, un essai clinique
dirigé par Bruzzese et al. a montré I’influence positive de
I’administration de Lactobacillus rhamnosus (a distance
de la sphere respiratoire car administré oralement) sur le
nombre et la sévérité des exacerbations de mucoviscidose
[43]. Bien que nécessitant d’étre validée par des études
de cohorte de taille suffisante, le bénéfice de la modifi-
cation thérapeutique du microbiome respiratoire dans le
cadre de maladies respiratoires chroniques semble forte-
ment suggéré par ces études. Néanmoins, peu d’études se
sont intéressées a la modification du microbiome respira-
toire dans le cadre des infections virales aigués.

Certains auteurs ont néanmoins montré que I’augmentation
temporaire de I’inflammation des voies aériennes par admi-
nistration d’antigénes bactériens pourrait étre une approche
thérapeutique des infections a virus influenza [29]. Dans un
modele murin, il a ét€ aussi montré que des animaux prétrai-
tés par des aérosols de lysats bactériens (contenant du LPS)
présentaient une réponse inflammatoire plus rapide et plus
performante quant a 1’obtention de la clairance virale au
cours d’une infection virale ultérieure. La réponse induite
par le LPS diminuait I’altération tissulaire liée a I’infection
virale améliorant la survie des animaux infectés [44]. Ces
données restent encore contestées dans le cadre spécifique
de Iinfection par les virus influenza. En effet, il est admis
que I’inflammation générée par I’infection virale est respon-
sable de la majorité des manifestations cliniques observées ;
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or I'utilisation de traitements immunomodulateurs n’a pas
montré d’efficacité dans le cadre d’essais cliniques. La
situation semble donc plus complexe. A I’instar de ce qui a
déja été étudié pour la prise en charge des sepsis séveres, la
maitrise de la réponse inflammatoire n’a d’intérét que lors
de la phase précoce de la maladie. Une large part de la diffi-
culté du contrdle de I’inflammation au cours de I’infection
grippale est ainsi liée au fait qu’elle varie en fonction au
cours du temps, des étapes précoces aux phases tardives de
la maladie [45].

De facon similaire, I’activation des TLR-2, 6 et 9, au moyen
d’un prétraitement par des agonistes synthétiques, permet-
tait de réduire le titre viral mesuré dans les infections par
les virus parainfluenza dans les prélévements respiratoires,
sans pour autant permettre de réduire la symptomatologie
d’hyperréactivité bronchique [46]. Enfin, 1’administration
de toxines inactivées d’E. coli a démontré son efficacité
pour constituer une protection contre I’infection par VRS et
les virus grippaux, tout comme 1’administration de L. rham-
nosus avant la mise en contact avec le VRS [47, 48].
Ces lactobacilles permettraient de protéger contre I’exces
d’inflammation au cours de 1’infection, modifiant a la fois
la production de nombreux médiateurs pro-inflammatoires
(interférons et interleukines) et I’activation des cellules den-
dritiques via I’expression de CD103 et CD11b [49].
Plusieurs études cliniques ont tenté de démontrer 1’ intérét
de I'utilisation des prébiotiques (composés non digestibles
favorisant la croissance ou I’activité des bactéries commen-
sales) et/ou des probiotiques (administration directe de
bactéries de la flore), modifiant le microbiome respiratoire
en présence, pour la prise en charge des infections virales
[28, 50-54]. Dans un essai clinique randomisé en double
insu sur une cohorte de nourrissons finlandais, Luoto et
al. ont exploré I’effet de I’administration de L. rhamnosus
(probiotique) ou d’un mélange de galacto-oligosaccharide
polydextrose (prébiotique connu pour favoriser la crois-
sance des lactobacilles et des bifidobactéries) sur la
survenue d’infections virales. Ces deux stratégies pré-
ventives ont permis de réduire 1’incidence des infections
respiratoires virales symptomatiques. L’ effet observé était
tres net sur les infections a rhinovirus mais non détectable
pour celles a VRS.

Bien que ces premieres études soient trés encourageantes, le
chemin a parcourir est encore long avant de pouvoir utiliser
ces approches « d’enrichissement bactérien » du micro-
biome respiratoire, en vue de prévenir ou de traiter une
infection virale respiratoire, et nécessitera encore de nom-
breuses études impliquant des cohortes de taille importante.

Utilisation en biomarqueurs

Tres rapidement, il a été imaginé d’utiliser le microbiome
comme un marqueur de risque pour la survenue d’une

169



Copyright © 2022 John Libbey Eurotext. Downloaded by M. Maxime Pichon on 25/02/2022.

revue

infection respiratoire sévere. En effet, avant méme la des-
cription du concept de microbiome, il avait été observé que
la détection puis I’augmentation de la proportion de cer-
taines especes bactériennes (Pseudomonas aeruginosa, par
exemple) dans le tractus respiratoire signaient un tournant
péjoratif dans I’évolution de la maladie chez les patients
atteints de mucoviscidose [55].

La connaissance du microbiome d’un individu pourrait per-
mettre de prédire le niveau de risque de celui-ci vis-a-vis
des agressions respiratoires bactériennes ou virales. Méme
siles données sont encore limitées, il arécemment été décrit
que le portage nasal de pneumocoque était statistiquement
positivement corrélé a la séropositivité au Métapneumovi-
rus chez I’enfant [56]. Les auteurs concluent ainsi, apres
vérification dans un modele cellulaire, a I’implication de
cette bactérie dans la susceptibilité d’un organisme, ici un
enfant, a I’infection par le Métapneumovirus.

Dans une étude publiée en 2017, notre équipe a étudié les
microbiomes des enfants présentant des infections grippales
de sévérité variable. Nous avons pu mettre en évidence,
chez des enfants infectés par le virus influenza A ou B,
que plusieurs OTU (S. aureus, Prevotella, Lachnospiracea
incertaesedis, Streptobacillus, Porphyromonas, Granuli-
catella, Veillonella, Fusobacterium et Haemophilus spp.)
étaient présentes, des le début de 1a maladie, dans des pro-
portions différentes et que cela avait des conséquences sur
le devenir clinique du patient infecté. A 1’exception de
S. aureus, toutes ces OTU étaient retrouvées en quantités
plus abondantes chez les patients évoluant vers des formes
séveres de grippe, et ce des le prélevement initial [57]. La
détection de ces OTU conjointement a celle du virus grippal
pourrait conduire a proposer une prise en charge adaptée des
le début de I’infection. L’orientation initiale des patients,
optimisée du fait de I’existence ou non d’un risque identifié
de complications respiratoires, permettrait d’améliorer leur
prise en charge. Une étude multicentrique, débutée en 2017,
permettra de confirmer la réalité de cette différence et sur-
tout I’utilité d’un tel biomarqueur pour la prise en charge
des enfants grippés. Le microbiome pourrait donc servir,
a terme, de marqueur pronostique en aidant a la prise en
charge précoce de patients a risque.

Bien qu’aucune relation causale entre les caractéristiques
du microbiome nasopharyngé et la réponse aux infections
virales ne puisse étre déduite de ces études, les données
actuellement disponibles suggerent néanmoins que 1’étude
du microbiome pourrait permettre d’obtenir un facteur
prédictif des conséquences cliniques de cette infection.
L’utilisation des caractéristiques du microbiome dans le
cadre la prise en charge des patients infectés pourrait
donc étre envisagée. Réciproquement, une modification
du microbiome bactérien, par vaccination ou administra-
tion, pourrait avoir des conséquences sur les maladies
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infectieuses, qu’elles relevent ou non d’une stratégie de
prévention vaccinale [58, 59].

Conclusions

Les études réalisées a ce jour semblent montrer que le
microbiome bactérien respiratoire régule plusieurs étapes
de la réponse immunitaire a I’infection par un virus res-
piratoire. Le microbiome respiratoire ayant été étudié
jusqu’ici dans des modeles in vitro, des modeles d’infection
chronique ou sur des populations standardisées (popu-
lations immunodéprimées ou néonatales), il est difficile
d’extrapoler les résultats obtenus a la population géné-
rale. Il semble toutefois acquis que les micro-organismes
constituant le microbiome humain influencent fortement la
physiologie humaine et la physiopathologie des infections
virales respiratoires.

Les données physiopathologiques disponibles suggerent
néanmoins une possible utilisation des connaissances sur le
microbiome dans le domaine de la santé humaine. En effet,
ce microbiome étant a la fois cause et reflet d une détériora-
tion possible de la maladie, son utilisation comme marqueur
ou comme outil thérapeutique semble étre possible en
clinique humaine. La détermination de biomarqueurs de
sévérité, par la démocratisation et 1’amélioration conti-
nue des techniques de séquencage a haut débit, permettra
d’améliorer plus finement la prise en charge des patients, en
vue d’une « médecine personnalisée ». De méme, la correc-
tion du microbiome satellite, variable selon les conditions
environnementales, pourrait permettre une amélioration
thérapeutique ou pronostique des maladies infectieuses,
comme c’est le cas pour les maladies inflammatoires.

Les domaines de recherche sur le microbiome constituent
un immense champ d’investigation aussi bien a 1’échelle du
pathogene isolé qu’en tant que communauté microbienne
complexe. Ces études permettront surtout de comprendre
les interactions avec les autres composantes, aussi bien
virales que fongiques, du microbiome. Les informations
disponibles sur ces deux dernieres composantes restent en
effet trés limitées, mais augurent potentiellement de nom-
breuses avancées scientifiques a court terme.

Liens d’intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de lien
d’intérét en rapport avec cet article.
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