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Résumeé

Les patients atteints d’'une maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) ont
des exacerbations menant a une perte de leur qualité de vie. La documentation est
incompléte quant a l'identité des microorganismes responsables, due a l'utilisation
d’approches classiques, telle la culture de microorganismes. L’utilisation de
nouvelles approches telles les méthodes d’écologie microbienne et le séquengage
de nouvelle génération basées sur la biologie moléculaire permet l'identification de
microorganismes, et ce, sans culture. Le microbiome de patients MPOC contrdles,
stables et exacerbés ont été comparés. Une diminution de Proteobacteria ou de
Firmicutes vers une augmentation de Firmicutes ou de Proteobacteria
respectivement a été observée lors des exacerbations. Le microbiome de patients
MPOC contrbles a été comparé a trois mois d’intervalle. Un débalancement de leur
microbiome vers les Proteobacteria a été observé apres trois mois. Ces résultats
pourront mener a des traitements plus appropriés et plus ciblés afin d’accroitre la

qualité de vie des patients.
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Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients are often affected with
exacerbation lowering their quality of life. The scientific community is unclear on
which microorganism is responsible. This confusion is due mostly because of the
culture techniques that are used to evaluate the presence of pathogens. The use of
new approaches such as microbial ecology techniques and next generation
sequencing based on molecular biology can identify the presence of bacteria
without the need of culture. The microbiome of control, stable and exacerbated
COPD patients was compared. Principal microbiome shift during exacerbation was
a proportional reduction in Proteobacteria or Firmicutes and enrichment in
Firmicutes or Proteobacteria respectively. The microbiome of control COPD
patients was compared at baseline and three months later. Their microbiome
shifted over a period of three months towards Proteobacteria. This study could lead
to a better understanding of exacerbation and a better quality of life for COPD

patients.
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Introduction

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), 16,7 % des décés en 2008 ont
été causés par des maladies pulmonaires comme les infections des voies
respiratoires inférieures, la tuberculose, les cancers reliés aux poumons et les
maladies pulmonaires obstructives chroniques (MPOC). Plus particuliérement, la
MPOC est actuellement la 4¢ cause de décés mondiale avec 3,2 millions de morts
par année (5,8 %) [1]. De plus, TOMS projette que la MPOC sera la 3¢ cause de
décés dans le monde d’ici 2030 [2].

La projection de 'OMS semble valide, puisque la population canadienne est
vieillissante et I'age est un facteur trés important dans cette maladie. En effet,
selon Statistique Canada le nombre de personnes agées va dépasser le nombre
d’enfants en 2017 [3]. En 2009, 4,2 % des Canadiens agés de 35 ans et plus
étaient atteints de la MPOC, la maladie étant retrouvée tant chez les hommes
(4 %) que chez les femmes (4,5 %) [4]. Au Québec, plus de 386 000 personnes
sont atteintes de MPOC soit une personne sur 18 [5]. Si 'on compare le Québec
au reste du pays, il est actuellement la deuxiéme province avec le plus haut taux

de patients atteints de MPOC, I'Ontario étant au premier rang [6].

Ceci est sans compter le fardeau économique relié a la MPOC. Un rapport de
2009 avait projeté qu'en 2010 aux Etats-Unis plus de 29,5 milliards de dollars
seraient nécessaires pour les soins directs aux patients atteints de MPOC
comparativement a 15,6 milliards de dollar pour les patients atteints d’asthme [7].
Ce calcul n’avait pas pris en considération les soins indirects pour les patients,
c’est-a-dire les consultations dans les hopitaux, I'absentéisme au travail ou a
I'école, etc. En plus de ces statistiques et ces chiffres reliés a la maladie, il faut
savoir que la MPOC est actuellement irréversible ce qui en fait un sujet de

recherche tout a fait justifiable et important.



La maladie pulmonaire obstructive chronique

La maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) se caractérise par une
obstruction et une inflammation chronique des voies respiratoire habituellement
progressive pouvant évoluer vers une insuffisance respiratoires aggravant ainsi la
qualité de vie des patients [8]. Ces phénoménes défavorables sont associés dans
la majorité des cas a la présence d’emphyséme et/ou de bronchite chronique qui
sont des maladies pulmonaires présentant un syndrome obstructif chronique ou
MPOC (Figure 1). L’emphyséme et la bronchite chronique ont été décrits pour la
premiére fois lors d’'un congrés de médecins en 1959 et le terme MPOC a été

utilisé pour la premiere fois en 1965 par William Briscoe, un politicien de I'époque

[9l.
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Figure 1: Les effets néfastes de la fumée de cigarette sur les
voies respiratoires. La fumée de cigarette endommage I'épithélium
des voies respiratoires en causant du remodelage et active les
macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes. Adapté de
Sharafkhane et al. (2008).




L’emphyseéme se caractérise par la détérioration et une perte d’élasticité des sacs
alvéolaires responsables des échanges gazeux au sang, a cause de I'inflammation
chronique [10]. En effet, les parois des alvéoles se détruisent peu a peu
influencant ainsi la majorité des voies respiratoires [11]. Cette inflammation
chronique est due a l'inhalation d’agent toxique comme la fumée de cigarette et
cela a comme conséquence le recrutement accru de macrophages et de
neutrophiles dans les poumons. Ceux-ci sécréetent énormément de molécules
destructrices (protéases) qui s’attaquent aux envahisseurs, mais aussi aux tissus
pulmonaires (alvéoles). La destruction des alvéoles a comme impact I'apparition
de zones non ventilées et de zones perfusées. Les patients doivent alors inspirer
et expirer davantage pour atteindre leur quantité d’oxygéne métabolique et
expulser le gaz carbonique produit [12]. De plus, I'hyperinflation (augmentation de
la taille des alvéoles) di a la perte d’élasticité entraine, lorsque la maladie devient
sévere, de I'hypoxie (manque d’oxygéne) et de I'hypercapnie (rétention de gaz
carbonique) [12]. En effet, 'augmentation de la taille des poumons atteint un
maximum da a I'espace restreint de la cavité thoracique. Les patients sont alors

limiter dans leur respiration.

Les patients atteints de bronchite chronique ont comme symptdmes de la toux, des
expectorations abondantes et chroniques et une respiration sifflante. La bronchite
chronique a comme inconvénient de persister pour de longues durées (présence
de toux et d’expectorations durant 3 mois consécutifs par an sur 2 ans)
comparativement aux bronchites aigles qui ne persistent que quelques jours et

s’estompent par la suite [11].

Chez les patients MPOC avec bronchite chronique, il y a une production exagérée
de mucus dans les voies respiratoires. Au début du processus inflammatoire, il y a
un remodelage de [I'épithélium des voies respiratoires, c'est-a-dire une
augmentation de I'épaisseur de maniére graduelle de I'épithélium bronchique. Cet
épaississement, en partie causé par I'accumulation de protéines sur les parois
bronchiques, a comme conséquence un rétrécissement progressif des voies

bronchiques rendant plus difficile le transport de l'air jusqu’aux alvéoles et une



accumulation de mucus dans les bronches. Par la suite, il y a un remplacement
des cellules ciliées par des cellules @ mucus et une hypertrophie (grossissement
des cellules) des glandes sécrétrices de mucus aggravant la congestion des voies
respiratoires. Enfin, les élastases sécrétées par les neutrophiles, induisent une

hypersécrétion des glandes a mucus en présence de fumée de cigarette [13].

La classification de la MPOC

Avant de décrire les causes de la maladie, il est important d’en expliquer la
classification afin de bien comprendre la population de patients qui a été étudiée.
La classification de la MPOC se base sur les fonctions pulmonaires et sur les
symptoémes du patient. Les fonctions pulmonaires sont caractérisées a l'aide de la
spirométrie. Cette derniére f(t inventée en 1842. A I'époque elle servait & mesurer
le volume d’air inspiré, mais pas le débit. |l faudra attendre jusqu’en 1942 lorsque
Tiffeneau décrira les principes derriére les débits d’air. C’est de la que provient le
terme le rapport de Tiffeneau (volume expiratoire maximal a une seconde/capacité
vitale forcée) (VEMS/CVF) [14]. La spirométrie actuelle permet de calculer
différents parameétres de la respiration comme le volume courant, le volume de
réserve expiratoire, le VEMS, la CVF, le rapport VEMS/CVF, etc. Pour bien se
situer, un contrble sain (aucun symptdbme comme la toux et des expectorations
apres l'utilisation de bronchodilatateur pré-spirométrie) a un VEMS plus grand que

80 % et un rapport VEMS/CVF plus grand que 0,70 sans aucun symptéme.

Il y a actuellement cinq stades de la maladie : a risque, léger (GOLD 1), modéré
(GOLD 1), sévére (GOLD Ill) et trés sévere (GOLD 1V) [15]. Les patients a risque
sont caractérisés par un VEMS supérieur a 80 % mais inférieur a 100% de la
prédite et un rapport de Tiffeneau plus grand que 0,70 et présentent quelquefois
de la toux et des expectorations. Des fumeurs ou ex-fumeurs peuvent étre

retrouvés dans cette catégorie. Les patients atteints d'une MPOC légére (GOLD I)



ont un VEMS supérieure a 80% mais un rapport en dessous de 0,70 %. Le stade
modéré (GOLD Il) de la maladie se caractérise par un VEMS entre 50 et 79 %
avec un rapport plus petit que 0,70. La chute du VEMS s’explique principalement
par une obstruction bronchique ne permettant pas une respiration dite normale.
Les patients commencent a ressentir de la fatigue lors de marche en pente. Le
stade sévére (GOLD IIl) se décrit par un VEMS entre 30 et 49 % et un rapport
VEMS/CVF en dessous de 0,70. Les patients doivent habituellement s’arréter
quelques instants lorsqu’ils marchent sur un terrain plat pour reprendre leur souffle
et présentent des symptémes de dyspnée. Il y aussi les trés sévéres (GOLD 1V)
avec un VEMS inférieur & 30%. A ce stade, les patients sont trés limités dans leurs
déplacements et, dans la plupart des cas, requiérent I'assistance d’un respirateur a

oxygene.

Tableau 1 : Caractéristiques des différents stades de la MPOC

Stades VEMS Tiffeneau Détails

A risque >80% >0,70 Quelques fumeurs ?t ex-fumeur
sans symptomes

GOLD | >80% <0.70 Quelques symptomes (dyspnée,
expectorations)

GOLD 1l 50-79% <0,70 Début d’obstruction bronchique

GOLD 1l 30-49% <0,70 Essoufflé lors de marche

GOLD IV <30% <0,70 Assistance avec de 'oxygéne

Les causes de la maladie et de l'inflammation

Les causes de la maladie

La cigarette

L’agent causal numéro un de cette maladie en Amérique du Nord est la fumée de
cigarette et donc indirectement le tabac [16]. Il y a plus de 7000 composés
chimiques libérés lors de la combustion de la cigarette qui viennent attaquer le
systéme immunitaire. Un exemple serait le méthanol [17] qui est un des composé

retrouvé lors de la combustion du tabac. Parmi les 7000 produits chimiques



retrouvés dans la fumée secondaire de cigarette, pres de 250 sont connus comme

étant dangereux pour la santé humaine [18].

La pollution

Le contexte de la MPOC est différent dans les pays en voie de développement. La
pollution de I'air semble étre un facteur de plus en plus important que ce soit dans
I'air extérieur ou dans l'air intérieur. La pollution extérieure provient principalement
des industries et des automobiles. La pollution industrielle varie dans le temps
selon la température et les émissions de gaz [19]. La présence de particule en
suspension, d’ozone (O3) et de dioxyde d’azote (NO2) dans lair a comme
répercussion d’augmenter les infections virales pulmonaires [20]. La pollution
produite par les automobiles est aussi importante dans la maladie. En effet, une
étude a démontré que les femmes, a la base plus susceptible que les hommes a la
pollution de I'air [21, 22], qui habitent a 100 m d’une route trés passante ont 1,79

fois plus de chance de développer une MPOC que ceux qui habitent plus loin [23].

La pollution intérieure peut provenir de plusieurs sources comme les produits
désinfectants, les pesticides a usage domestique, la fumée secondaire et les
appareils de combustion ou de chauffage. Les plus connues ayant un lien avec la
MPOC sont la fumée secondaire et l'utilisation d’appareils de combustion ou de
chauffage. La fumée secondaire se définit comme étant la fumée expirée par les

fumeurs et qui se dégage soit d’une cigarette, d’'un cigare ou d’une pipe [24].

Actuellement, prés de 50 % de la population mondiale utilise la combustion de
biomasse pour créer de I'énergie [18], soit pour I'éclairage, le chauffage ou pour la
cuisson. Une variété de produits est utilisée dans la combustion comme les restes
d’épi de mais, le bois ou les excréments d’animaux. Cette combustion dégage des
composeés néfastes dans I'air qui sont dangereux pour les poumons lors d’une
exposition chronique [25]. Une étude a comparé les poumons de femmes
fumeuses ayant une MPOC et celles ayant une MPOC causée par la combustion



de biomasse. lls ont démontré que les femmes fumeuses avaient un plus grand
taux d’emphyséme et plus de métaplasie, la transformation d’un tissu cellulaire
différencié en un autre tissu cellulaire, des cellules pulmonaires. Cependant, les
femmes ayant une MPOC causée par la combustion de biomasse avaient
plusieurs dépdts pigmentés ainsi que des cicatrices et de la fibrose (destruction du

tissu) sur les parois respiratoires [26].

La cause génétique

Un faible pourcentage de la population a des anomalies génétiques qui
augmentent leur susceptibilité a développer de I'emphyséme et par la suite une
MPOC. En effet, environ 1 a 2 % des patients MPOC ont une déficience en
protéine alpha-1-antitrypsine (AAT). La protéine est un inhibiteur de protéases, elle
a donc comme role de dégrader les protéases plus spécifiquement les élastases
provenant des neutrophiles. Une absence d’AAT favorise une augmentation de la
concentration en élastase de neutrophiles (EN) dans le sérum de patients.
Indirectement, les EN sont impliquées dans le processus d’inflammation alvéolaire,

c’est-a-dire 'emphyséme des patients MPOC [27, 28].

Autres causes

Finalement, certains facteurs favorisant la MPOC peuvent se développer trés tot
dans le développement de I'enfant. En effet, si la mére est fumeuse lors de sa
grossesse, I'enfant a beaucoup plus de chance de développer des problémes
respiratoires ultérieurs, dont la MPOC. De plus, un enfant a beaucoup plus de
chance de développer une MPOC suite a un asthme en jeune age, s’il n'est pas

suivi rigoureusement [29].



Les causes de I'inflammation

Plusieurs hypothéses ont été émises afin d’expliquer les processus inflammatoires
chez les patients MPOC. Le stress oxydatif, la balance protéase/antiprotéase et
I'apoptose seraient tous des mécanismes impliqués dans I'inflammation chronique
des patients [30-33]. Le relargage de facteurs de nécrose tumorale, d’élastase de
neutrophiles et de perforines par les macrophages, les neutrophiles et les
lymphocytes T respectivement favoriserait I'inflammation dans les poumons due a

I'inhalation de fumée de cigarette [34].

Les macrophages ont pour réle principal d’éliminer les bactéries présentes dans
les voies respiratoires via la phagocytose. Malgré leur quantité qui est augmentée
chez les patients MPOC, leur capacité a phagocyter les bactéries et a les éliminer
est diminuée par des mécanismes trés peu connus [35]. L’hypothése actuelle est
que les motifs moléculaires associés aux pathogénes a la surface des bactéries
changeraient de conformation et rendraient les macrophages incapables
d’effectuer la phagocytose [36]. De plus, les macrophages perdraient aussi leur
habileté a éliminer les cellules apoptotiques (neutrophiles en autre) favorisant la

persistance de l'inflammation chez les patients MPOC [37].

La quantité de neutrophiles est aussi augmentée dans le poumon des patients.
Lors de leurs arrivées au site d’inflammation, ils libérent a leur tour des médiateurs
comme IL-8 (impliqué dans le recrutement des neutrophiles), des espéces
d’oxygénes réactives (Reactive oxygen species) ainsi que des protéases [38]. Les
neutrophiles ont habituellement un temps de vie tres court et deviennent des
cellules apoptotiques rapidement. Cependant, puisque les macrophages ne
peuvent pas les éliminer par voie de phagocytose il y a une persistance de
matériel neutrophilique dans l'environnement cellulaire [39]. Cette persistance
favorise la présence d’inflammation chronique. De plus, les neutrophiles sont
habituellement attirés vers un site d’inflammation pulmonaire selon un gradient
chimiotactique créant un chemin en minimisant les dommages a travers les

vaisseaux sanguins. Cependant, la migration des neutrophiles chez les patients



MPOC se fait de maniere beaucoup plus hasardeuse augmentant ainsi les

dommages faits a 'organisme [40].

Il existe commercialement des trousses qui ont été créés chez Becton Dickinson
pour le diagnostic et la présence d’interleukines inflammatoires chez 'homme
ciblant IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF, et IL-12p70. Toutefois, un des facteurs causant
le plus d'inflammation chez les patients MPOC est I'apparition d’exacerbation [41].
Plusieurs marqueurs ont aussi été identifiées afin de déterminer la présence
d’'inflammation chez les patients, tant au site local d’inflammation que systémique.
L’'IL-18 et le CXCL10 du sang et les éosinophiles périphériques sont des
biomarqueurs de la présence de bactéries, de virus ou d’éosinophiles associés aux
exacerbations de patients MPOC [42]. Les patients exacerbés ayant des
microorganismes potentiellement pathogenes ont quant a eux une concentration
d’'IL-1pB, d’IL-8 et IL-10 [43] plus élevée démontrant une inflammation locale et un
taux élevé de protéine réactive-C (C-reactive protein, CRP) dans le sang

confirmant une inflammation systémique [44, 45].

Les exacerbations

Les patients atteints de MPOC sont souvent aux prises avec des épisodes
d’exacerbation aigle de leurs symptdbmes entrainant ainsi une perte
supplémentaire de qualité de vie [46]. Les causes de ces exacerbations demeurent
incomprises. Chez plus de 60 a 70 % des cas, la cause suspectée est une
infection des voies respiratoires inférieures. Une étude de Sykes et collaborateurs
en 2007 a démontré que 50 % de leurs patients MPOC avaient une infection
bactérienne lors d’exacerbation, 66 % une infection virale et 25 % une co-infection
[47]. Les périodes d’exacerbations sont beaucoup plus fréquentes en période
hivernale qu’en période estivale tant dans I'hémisphére Nord que Sud [48]. La
concentration bactérienne, c’est-a-dire la quantité de bactéries retrouvées dans
une expectoration, n’est toutefois pas plus élevée lorsque les patients sont en

exacerbation par rapport a une phase stable de la maladie [49, 50].



Les bactéries

La communauté scientifique s’accorde sur la présence possible de quatre
bactéries pathogenes prédominantes lors d’exacerbations. En ordre d’'importance,
les bactéries sont Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Moraxella
catarrhalis et Pseudomonas aeruginosa [51-54]. Il a été démontré que la présence
de H. influenzae et de M. catarrhalis dans les voies respiratoires inférieures
augmente de trois a cinq fois la concentration de cytokines inflammatoires comme
’IL-23, I'IL-12p70 et I'lL-10 comparativement a une flore commensale (Prevotella
spp.) [55]. Plus précisément, la bactérie M. catarrhalis est responsable d’environ
10 % des cas d’exacerbations [56] et son principal mécanisme d’affection est de
déstabiliser I'équilibre protéase/antiprotéase qui régne au niveau pulmonaire. En
effet, ce microorganisme diminue la concentration des inhibiteurs de leuco
protéase sécrétoire (SLPI) et de ce fait vient augmenter la concentration des EN
[57]. Tres peu de détails sont retrouvés sur la bactérie S. pneumoniae et son lien
avec la MPOC.

D’un autre cbté, le stade de la maladie est un important facteur dans la biodiversité
microbienne. Il a été déemontré que plus le stade de la maladie est avance, en
présence d’un VEMS plus petit que 50 %, plus il y a une concentration élevée de
P. aeruginosa et de H. influenzae [58]. Plus le stade de la maladie est avancé plus
la biodiversité des patients MPOC ressemble a celle des patients atteints de
fibrose kystique. En effet, comme pour la fibrose kystique, les souches mucoides
et multirésistantes de P. aeruginosa voient leur présence augmenter avec la
sévérité de la MPOC [59, 60]. Il est important de savoir que plus la maladie
progresse, plus le risque d’exacerbation est élevé [61] et plus il y a de chance
d’étre colonisé par des microorganismes pathogénes comme P. aeruginosa [62].
De plus, il a aussi été démontré que les patients colonisés par P. aeruginosa ont
une biodiversité microbienne beaucoup plus faible [63, 64] et un taux de mortalité
plus élevé [65]. Finalement, P. aeruginosa a un potentiel inflammatoire beaucoup
plus important que celui de H. influenzae et que ce dernier provoque davantage

d’inflammation que la bactérie M. catarrhalis [66].
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Les virus

Actuellement, il y a beaucoup moins d’information sur les principaux virus
respiratoires retrouvés lors d’exacerbation. Les plus présents lors d’exacerbation
sont les rhinovirus, suivis du virus de l'influenza A et B confondus et du virus
respiratoire syncytial (VRS A et B) [67, 68]. Cette étude a aussi démontré que les
virus présents dans les expectorations de patients MPOC sont beaucoup plus
présents dans les pays d’Europe comparativement a ceux identifiés en Amérique
du Nord. De plus, la différence géographique des épisodes d’exacerbation
influence la biodiversité virale des échantillons d’expectoration. Cela fait en sorte
que d’'une région du monde a l'autre et d’'un pays a l'autre, la biodiversité des

patients en exacerbation peut étre différente.

Les microorganismes atypiques

Il'y a aussi plusieurs microorganismes atypiques qui ont été isolés dans les
expectorations de patients MPOC par exemple : Legionella pneumophila [69],
Mycobacterium poriferae [70], Chlamydia pneumoniae [71, 72], Streptococcus
pseudopneumoniae [73] et Pneumocystis jyrovecci [74, 75]. Ce dernier est un
champignon associé dans la majorité des cas a une co-infection avec le VIH. I
s’agit d’'un champignon opportuniste qui se retrouve seulement chez les patients
immunosupprimés. Le virus Epstein-Barr (EBV) a aussi été identifié dans les
expectorations de patients MPOC. La découverte d’'EBV est toutefois controversée
[76, 77]. Selon des études, le mécanisme d’action d’'EBV serait de diminuer la
production de I'lFNy impliqué dans l'immunité innée, soit la premiére ligne de
défense du systéme immunitaire. Récemment, de 'acide ribonucléique (ARN) du
virus de la mosaique du tabac a été identifié dans la salive de fumeurs [78]. Selon
les résultats et les conclusions de cette étude, ce virus, n’ayant pas comme cible
les cellules humaines, pourrait tout de méme venir altérer la transcription au niveau
cellulaire et altérer les cellules humaines. D’'un autre cété, une étude récente a
démontré la présence de bactéries viables dans la fumée de cigarette [79]. Il
pourrait donc y avoir un lien direct avec I'étude de Marin et collaborateurs en 2012
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qui démontre que les patients ayant fumé plus de paquets de cigarettes par année
ont plus dinfections bactériennes et une augmentation de la sévérité des

symptdémes [44].

Le déclenchement des exacerbations

Actuellement, il y a beaucoup de recherches qui tentent de déterminer comment
les exacerbations surviennent et quels sont les éléments déclencheurs de ces
épisodes. Le groupe de recherche dirigé par Sanjay Sethi a travaillé surtout sur la
présence des bactéries dans les expectorations et sur I'acquisition de nouvelles
souches bactériennes. Ce dernier s’est rendu compte que lors d’exacerbation, il y
avait apparition de nouvelles souches pathogenes. En effet, il a été possible de le
démontrer avec des techniques identifiant des protéines uniques a chaque souche
a la surface des cellules et en les comparant aux nouvelles acquisitions.
Cependant, chez les patients stables, il n’'y avait pas de nouvelles souches qui
étaient détectées, ceci supportant sa nouvelle théorie d’acquisition de souches
pathogenes. Il a été démontré a maintes reprises que I'acquisition d’'une nouvelle
souche de bactérie a comme conséquence d’augmenter le risque d’exacerbation
[60, 80-83].

D’un autre cété, certains chercheurs se sont intéressés a la présence de virus
pathogénes. L’apparition des méthodes basées sur la réaction en chaine par
polymérase (PCR) a permis d’identifier que certains virus pouvaient aussi étre
responsables des exacerbations et que les bactéries ne seraient pas les seuls
microorganismes impliqués [84]. En effet, 'étude de Kherald et collaborateurs a
démontré une présence importante de virus lors d’exacerbation et a émis comme
hypothése que les virus proviennent des voies respiratoires supérieures puis se
dirigent vers les voies respiratoires inférieures avec le temps [85]. L'’hypothéese
avait déja été suggérée par Hurst en 2006, en démontrant que 25 % des
microorganismes des patients MPOC retrouvés dans les voies respiratoires

inférieures sont aussi trouvés dans les voies respiratoires supérieures [86].
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Plus spécifiquement au niveau des virus, une autre hypothése concernant le
déclenchement des exacerbations est que des virus tels le VRS et I'Influenza sont
capable d’augmenter l'adhérence de bactéries comme H. influenzae et
S. pneumoniae aux cellules épithéliales humaines. Par différents mécanismes, les
bactéries aidées des virus viendraient se lier davantage aux cellules épithéliales

favorisant leur longévité et leur survie.

Les mécanismes utilisés sont toutefois différents pour chaque virus [87]. Les
rhinovirus, par exemple, viennent dissocier une protéine importante impliquée dans
les jonctions serrées, le zona occludens-1 (ZO-1), et retrouvée dans les barrieres
epithéliales humaines augmentant ainsi la liaison, la translocation et la persistance
des bactéries [88]. Des études recentes utilisant des humains comme modele ont
permis de recréer les caractéristiques immunologiques et symptomatiques d’une
exacerbation chez les patients MPOC en les inoculant avec du rhinovirus [89, 90].
Les patients inoculés avaient une augmentation des concentrations de cytokines
inflammatoires comme I'lL-8 et 'IFNB ainsi qu'une augmentation des EN. En
référence a cette étude, il a pu étre démontré qu’aprés l'infection virale des
patients avec des rhinovirus, il y avait une surinfection bactérienne secondaire qui
s’installait dans la majorité des patients [91]. Un des mécanismes proposés par les
chercheurs est que les rhinovirus sont capables de scinder des peptides
antimicrobiens comme les SLPI et I'élafine. Le scindement des peptides
antimicrobiens aiderait a établir I'infection bactérienne secondaire dépourvue
d’attaque du systeme immunitaire. Les hypothéses précédentes sont appuyees par
une étude de Hutchinson et collaborateurs en 2007 qui décrit que les
exacerbations causées potentiellement par H. influenzae sont précédées de

symptémes viraux [92].

Il'y a aussi I'hypothése des infections a recrudescence par des virus latents
comme les adénovirus. Matsuse et collaborateurs en 1992 a retrouveé le géne E1A
codant pour une protéine importante des adénovirus chez les patients MPOC [93].
Selon I'étude, les infections aux adénovirus commencent dés le jeune age et les

virus persistent sous forme latente a l'intérieur de I'héte. Les virus diminueraient
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I'expression des complexes majeurs d’histocompatibilité de classe 1 a la surface
des cellules infectées pour déjouer le systeme immunitaire. Toutefois, des études
plus récentes ont démontré que la détection des adénovirus n’est pas fréquente
chez les patients MPOC [92, 94]. Le VRS semble aussi étre un virus qui persiste
longtemps a lintérieur des voies respiratoires chez les patients MPOC. Il se
protége a l'aide de différents mécanismes pour déjouer le systéme immunitaire
[95, 96].

Il existe aussi des prédispositions génétiques qui accroissent le risque
d’exacerbation chez les patients MPOC. En effet, une étude a démontré qu’un
polymorphisme menant a une carence en lectine fixant le mannose sur les cellules
immunitaires augmente le risque de faire une exacerbation avec des symptdmes
beaucoup plus sévéres [97]. Les lectines fixant le mannose sont des récepteurs
sur les cellules immunitaires qui ont pour réle de reconnaitre les microorganismes
envahissants via le mannose. Bref, cette carence sur les cellules immunitaires a
pour conséquence qu’elles ne peuvent pas, par exemple, reconnaitre des

microorganismes potentiellement pathogenes.

Les autres hypothéses expliquant les exacerbations sont qu’elles pourraient étre
causées par un éveénement dordre environnemental comme la pollution, la
température, les allergénes ou par d'autres conditions médicales telles que
l'insuffisance cardiaque, I'ischémie myocardique ou les embolies pulmonaires [98].
Malgré les effets nocifs connus de la pollution extérieure et intérieure dans la
MPOC [18], les preuves a I'appui que la pollution de I'air joue un rdle direct sur les

périodes d’exacerbation sont trés faibles.

Les exacerbations dans la MPOC sont trés complexes et peuvent impliquer
plusieurs microorganismes pathogénes, comorbidités et facteurs
environnementaux [99]. En bref, la communauté scientifique n’est pas en accord
dans un contexte microbiologique sur l'identité des bactéries ou des virus pouvant
causer des exacerbations aigles chez les patients MPOC. Des études
supplémentaires sont nécessaires afin de bien mettre en évidence les

microorganismes impliqués dans les exacerbations de patients MPOC.
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Meéthodes d’échantillonnage des voies respiratoires inférieures

Il existe actuellement une polémique dans le domaine d’échantillonnage
pulmonaire visant a déterminer quelle est la meilleure méthode disponible pour
récolter un spécimen des voies respiratoires inférieures [100]. En effet, le choix
d’'une méthode adéquate d’échantillonnage est important pour l'interprétation des
résultats. Quelques criteres peuvent étre utilisés afin de déterminer la meilleure
méthode pour le projet en question. Est-ce que les patients dans I'étude acceptent
I'utilisation de méthode invasive ou non? Quels sont les données étudiées avec le
prélevement? Combien d’échantillons seront obtenus dans I'étude [100]? En effet,
certaines techniques sont trés défavorables pour les patients MPOC modérés ou
sévéres, par exemple un lavage broncho-alvéolaire (LBA) diminue réguliérement le
VEMS du patient, améne un sentiment d’inconfort et vient affaiblir ses capacités
pulmonaires. Comparativement, une induction saline pour obtenir un échantillon
d’expectoration est beaucoup moins dommageable pour le patient. De plus,
I'obtention d’expectoration induite ou spontanée est beaucoup plus facile a obtenir
en termes de nombre d’échantillons que l'utilisation de spécimen de poumon entier
et/ou de biopsie pulmonaire. Evidemment, 'ampleur du projet (projet pilote ou non)
et les aspects monétaires viennent jouer un réle important dans la décision. Il a été
démontré que les voies respiratoires supérieures et les voies respiratoires
inférieures ont une biodiversité tres différente 'une de l'autre et que la méthode
d’échantillonnage influe sur les résultats [101]. De plus, l'endroit ou
I'échantillonnage est effectué influence la biodiversité microbienne par exemple
lors de lavages broncho-alvéolaires ou lors de I'utilisation de biopsies de poumon
[64].

Une autre controverse est actuellement présente dans le domaine. En effet, qu’est-
ce qui aie échantillonné? Est-ce vraiment représentatif des voies respiratoires
inférieures ou est-ce de la contamination des voies supérieures (salive, etc.) [100]?
Dans le cadre de mon projet de maitrise, I'analyse d’expectorations semblait étre
la meilleure méthode et la plus utilisée afin de caractériser la flore microbienne des

patients MPOC [102]. L’étude de Marin et collaborateurs en 2012 a permis de
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démontrer que les échantillons d’expectoration induite ou spontanée sont
similaires en terme de population de cellules inflammatoires [44]. De plus, plus la
quantité d’expectoration est élevée plus I'échantillon est représentatif des voies

respiratoires inférieures [103].

Dans un contexte ou la MPOC deviendra la 3¢ cause de décés dans le monde en
2030 [2], il est nécessaire de deétecter ces microorganismes potentiellement
responsables d’exacerbations. Cependant, en clinique, I'analyse des échantillons
repose sur la culture des bactéries suspectées. Il est bien connu que la culture de
microorganismes se limite aux agents recherchés et occulte la présence de
microorganismes non cultivables [104]. Des données récentes suggérent que des
bactéries anaérobies pourraient jouer un rdle dans les exacerbations [105, 106].
Pourtant, ces agents microbiens sont rarement recherchés. De plus, aucune
détection n’est effectuée pour les virus respiratoires de fagon routiniere dans les

hopitaux.

Lors d’infections microbiennes, dépendamment de la sévérité de I'affection, un
traitement a l'aide d’antibiotiques et de cortisone est souvent prescrit [107].
Cependant, bien que dans la plupart des cas I'administration d’antibiotiques soit
efficace, il arrive, chez certains patients, qu’elle n’apporte pas suffisamment
d’ameélioration dans la condition de celui-ci et qu’'un autre antibiotique doit étre
prescrit [108]. Cette pratique peut avoir un impact sur I'émergence de
microorganismes comme P. aeruginosa présentant une capacité a former des
biofilms (matrice extracellulaire trés complexe), des résistances aux antibiotiques,
mais aussi sur les couts associés au traitement. L'étude de Nseir et collaborateurs
en 2006 a démontré que l'utilisation inadéquate d’antibiotiques initialement utilisés
dans le traitement augmente le risque de mortalité des patients MPOC [109]. Une
mauvaise utilisation des antibiotiques reflete une méconnaissance des agents
microbiens pouvant mener aux exacerbations et que de nouvelles méthodes

d’analyses beaucoup plus modernes doivent étre utilisées.
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Les méthodes d’écologie microbienne de type profilage et le
séquencage de nouvelle génération

L’utilisation de méthodes d’écologie microbienne de type profilage comme
I'électrophorése sur gel a gradient dénaturant (DGGE) [110-112] et l'analyse
automatisée d’espaceur intergéne de ribosome (ARISA) [113-115] basées sur la
biologie moléculaire permet de mettre en Ilumiére la présence d’espéces
microbiennes dans divers environnements, et ce, sans tenir compte de la

cultivabilité des microorganismes.

La méthode DGGE permet de séparer plusieurs fragments d’acide
désoxyribonucléique (ADN) de méme longueur sur un gel contenant un gradient de
concentration d’'un agent dénaturant comme l'urée et le formamide (Figure 2). La
technique requiert premiérement d’effectuer une amplification PCR du géene de
'ARNr 16S. La majorité des publications se servant de la DGGE comme méthode
de profilage utilise les amorces de Muyzer qui donne un fragment PCR de 212 pb
situé entre les régions variables V1 et V3 du géne de 'ARNr 16S [112]. Muyzer est
le premier scientifique a avoir décrit la méthode de la DGGE. Par la suite, les
fragments d’ADN migrent a travers une matrice d’acrylamide. La concentration
d’acrylamide est déterminée selon la taille du fragment obtenu aprés I'amplification
PCR. Plus le fragment est court, plus la concentration en acrylamide doit étre
élevée et vice-versa. Dans le cas des fragments de Muyzer, une concentration de

8% a ete utilisee.

La méthode DGGE est basée sur la composition en paires de base GC du
fragment d’ADN amplifié¢ par PCR: plus le fragment d’ADN contient un
pourcentage élevé de paires de bases GC, plus le fragment migre longtemps sur le
gel. Ceci est di aux liaisons hydrogénes des paires de bases GC qui sont plus
difficilement dénaturées (trois liaisons hydrogenes) que les liaisons des paires de
bases AT (deux liaisons hydrogénes). De plus, une pince GC (une séquence G-C
de 30 a 50 pb) est ajoutée a une des deux amorces utilisées lors de la PCR afin
d’empécher la séparation compléte des brins d’ADN lors de la migration sur le gel.
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L’identification des bandes sur gels DGGE est possible lorsqu’un consortium de
bactéries connues (habituellement présent dans les échantillons analysés) a aussi

eté déposé parallelement aux échantillons.
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Figure 2 : Le principe derriére la méthode de I’électrophorése de gel
sur gradient dénaturant (Denaturating Gel Gradient Electrophoresis).
Les fragments d’ADN migrent sur un gel contenant un gradient de
dénaturant. La paire de pinces GC permet au fragment d’ADN de ne pas
se dénaturer complétement. Chaque bande observée représente une
espéce bactérienne distincte. Adaptée de Christine Berthiaume, (2010).

Trés peu d’études ont utilisé la DGGE pour l'analyse des expectorations de
patients MPOC. Purcell et collaborateurs en 2011 ont démontré avec la technique
de la DGGE que les principaux microorganismes présents étaient H. influenzae, S.
pneumoniae et M. catarrhalis [116]. La DGGE a comme avantage la détection de
microorganismes non cultivables comparativement a la méthode traditionnelle
basée sur la culture microbienne. De plus, elle permet de séparer plusieurs
bactéries selon leurs séquences. Il existe toutefois des désavantages a l'utilisation

de cette technique. Premiérement, la DGGE est une technique favorisant les
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microorganismes majoritaires et donc les éléments minoritaires ne seront pas
détectés sur gel [117] puisqu’il existe une compétition entre les séquences lors de
la réaction PCR. En effet, si 'on retrouve plus de S. pneumoniae au départ avant
'amplification que H. influenzae en terme de proportion, S. pneumoniae sera
amplifié exponentiellement plus que H. influenzae. De plus, la méthode DGGE se
limite a une taille de fragment maximum de 600 pb, puisque sinon le pourcentage
d’acrylamide nécessaire pour faire migrer les fragments serait trop petit et le gel
serait trop fragile pour étre manipulé. Etant donné que les fragments sont
habituellement de petite taille, ceux envoyés au séquengage contiennent
beaucoup moins d’information et rendent l'identification beaucoup plus ardue [118].
De plus, deux fragments d’ADN de séquences différentes peuvent potentiellement
se dénaturer au méme pourcentage d’agent dénaturant et ainsi migrer de fagon

similaire sur le gel.

L’ARISA est une technique basée sur la variation dans la longueur du fragment
retrouvé entre les génes de I'ARNr 16S et 23S des bactéries (Figure 3). Le
fragment intergénique code la plupart du temps pour des ARN de transfert et est
donc bien conservé chez les bactéries. En utilisant une des deux amorces (amorce
anti-sens) couplées a un fluorochrome spécifique vers la fin du géne de
'ARNr 16S et vers le début du géne de 'ARNr 23S, il est possible d’amplifier le
fragment intergénique. Le fragment d’intérét sera doté d’un fluorochrome. La
région intergénique, entre les génes de I'’ARNr 16S et 23S, est d’'une longueur
variable d’'une espéce et/ou d’'une souche a l'autre. Il est donc possible de
discerner entre plusieurs souches bactériennes lors d’identification de bactéries
[119]. L’échantillon de fragment d’ADN aprés PCR est analysé dans un appareil a
chromatographie par capillarité¢ (ABI Bio Analyzer). Par exemple, un fragment
d’ADN de 200 pb migre sur le gel d’acrylamide dans le capillaire, puis passe
devant un laser et puisque le fragment a été amplifi€ avec une amorce contenant
un fluorochrome, il est possible de le détecter et de le quantifier. Par la suite, un
chromatographe qui représente la taille des fragments en paire de base sous
forme de pic sur 'axe des abscisses (propre a chaque espéce) par rapport a son

intensité de fluorescence sur I'axe de I‘'ordonnée (la quantité) est généré. L’ARISA
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n’a jamais été utilisée pour la caractérisation de la biodiversité des expectorations
de patients MPOC. Toutefois, elle a déja été utilisée avec d’autres échantillons

complexes tels du sol, des eaux, etc [120-122].

ARISA: Automated ribosomal intergenic spacer analysis

forward primer reverse primer
& P
—p-g— 0 —p d— 27— l—
16S rRNA gene 23S rRNA gene

Figure 3 : Le principe derriére la méthode de I’analyse automatisée
d’espaceur intragéne de ribosome (Automated Ribosomal
Intergenic Spacer Analysis). Position de I'amorce ITSF/ITSReub
utilisée pour la méthode ARISA sur I'opéron des ribosomes 16S et 23S
des bactéries et le nombre de nucléotides appartenant a chacun des
ARNr. Adaptée de Cardinal et al. (2004).

La technique ARISA a comme avantage de pouvoir détecter la présence de
bactéries non cultivables comme la DGGE et d’étre extrémement facile et rapide a
utiliser, puisqu’elle ne requiert qu'une PCR en terme de méthodologie. De plus,
'analyse des données est beaucoup plus objective que l'analyse des résultats
DGGE, puisque la détection des pics se fait a I'aide d’'un appareil. Il existe
quelques désavantages comme dans le cas de la DGGE. La compétition lors de la
réaction PCR est toujours présente lors de 'ARISA et défavorise les éléments
minoritaires de I'’échantillon. Il se pourrait aussi que deux bactéries différentes
aient toutes les deux un fragment de méme longueur entre leur région intergénique
ce qui ferait en sorte que les fragments migrent a la méme position sur le gel et
qgu'on obtienne un chromatographe quasi identique [118]. De plus, il n’est pas
possible de séquencer les bactéries détectées avec 'ARISA, comparativement a la
DGGE.
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D’autres méthodes de profilage comme le polymorphisme des longueurs des
fragments de restriction terminaux (TRFLP) a permis de démontrer que les
patients en santé, les fumeurs et ceux atteints de MPOC sévére avaient une flore
microbienne pulmonaire totalement différente [123]. La TRFLP est une technique
qui ressemble énormément a celle d’ARISA. La différence est qu’elle est basée sur
la position de sites de restriction autour d’'un géne ciblé. A l'aide d’enzyme de
restriction, le fragment récupéré va migrer sur un séquenceur et la longueur du

fragment permet d’étre comparé avec un autre échantillon [124, 125].

L’arrivée des méthodes d’écologie microbienne de type profilage a fait en sorte
que plusieurs nouveaux microorganismes, non suspectés a l'origine, ont pu étre
détectés et sont maintenant recherchés chez les patients MPOC [51]. L’emploi de
méthodes de biologie moléculaire permet aussi d’évaluer de maniére statistique

I’'homologie des populations microbiennes entre différents échantillons.

Il nexiste pas de région universelle comme le 16S chez les virus et les
champignons, c’est pour cela qu’il y a trés peu de données sur le virome et le
« fungiome » retrouvés dans les voies respiratoires. Toutefois, il existe une
technique permettant de cibler un virus spécifique pour déterminer sa présence et
de le quantifier. En effet, la PCR quantitative (qQPCR), basée sur la biologie
moléculaire, sera favorisée pour la détection des virus respiratoires puisque les
virus sont extrémement fastidieux a mettre en culture et a identifier par des

techniques traditionnelles [126].

Plusieurs nouvelles technologies sont maintenant utilisées pour caractériser la
biodiversité d’'un échantillon complexe (le séquengage de nouvelle génération tels
le pyroséquencage 454, la technologie MiSeq, etc.) et continueront de progresser
dans les prochaines années. D’apres le plus récent congrés sur le microbiome du
poumon [100], le pyroséquengage 454 est la technique la plus utilisée pour étudier
le microbiome de patients MPOC. En effet, le pyroséquengage du géne codant
pour I'acide ribonucléique ribosomal (ADNr) 16S permet de décrire et de classifier
phylogénétiquement la biodiversité d’'un échantillon. Le premier avantage a cette

technique est un gain de temps et d’argent puisqu’elle ne requiere pas de clonage
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pour lidentification des espéces. Le plus grand avantage est la description
jusqu’au genre bactérien de la biodiversité retrouvée dans I'échantillon. Bref, le
pyroséquencage semble étre une méthode adéquate pour étudier les bactéries

présentes lors d’exacerbation.

Il existe toutefois des désavantages a [l'utilisation du pyroséquencgage. En effet,
cette technique a un cout relativement élevé, c’est-a-dire environ 3000 $ pour 1/8
de plaque. De plus, la taille des fragments qui sont amplifiés n’est pas suffisante
pour permettre une identification jusqu’a I'espéce. Cela a pour effet qu’il n’est pas
possible de déterminer s’il y a du P. aeruginosa parmi les Pseudomonas détectés.
De plus, la quantité d’informations générées par le séquengage de nouvelle
génération est phénoménale. Il est donc nécessaire d'utiliser la bio-informatique

pour étre en mesure d’analyser la totalité de ces données.

La bio-informatique dans I'analyse du microbiome

Avant d’entrer plus en détail, voyons quelques définitions. Le microbiome se décrit
comme étant une population microbienne assemblée dans un endroit donné a un
moment donné, par exemple dans le poumon en exacerbation. Le microbiote
quant a lui se décrit comme les microorganismes spécifiques a la population du
microbiome. Deux grandes percées scientifiques permettent aujourd’hui d’étudier
le microbiome de différents environnements. Grace au projet sur le génome
humain, plusieurs avancées et efforts ont été déployés pour développer des
techniques de séquencgage a la fine pointe de la technologie [127]. L’autre avancée
majeure a été faite dans le domaine de la bio-informatique. En effet, les logiciels
bio-informatiques permettent actuellement d’analyser une quantité phénoménale

d’information provenant des procédés de séquengage [128].

Les logiciels bio-informatiques les plus utilisés pour I'analyse du microbiome sont
Mothur [129] et QIIME [130]. Le logiciel utilisé pour mon projet a été Mothur. Ces

deux logiciels ont pour utilité d’effectuer un nettoyage trés précis dans les

22



séquences obtenues. En effet, les séquences suivantes sont supprimées : (1)
contenant des N(s) (nucléotides non identifiés) (2) les séquences trop courtes ou
trop longues (<330 pb et >600 pb) (3) ceux avec un mauvais appariement de
'amorce sens et (4) les séquences contenant des homopolyméres. Un
homopolymére est par exemple une séquence réepétée de 15 nucléotides
identiques. Le logiciel effectue un calcul et la probabilité de retrouver 15
nucléotides de suite est improbable, donc la séquence est éliminée. Les
séquences provenant de mitochondries et de chloroplastes sont éliminés en les
comparant a une banque de données appropriées. Les séquences sont par la suite
comparées a des banques de données pour cibler la présence de chimere. Une
chimére est un produit hybride entre plusieurs séquences qui se sont appariées
ensemble [131]. Tous les nucléotides aprés 'amorce anti-sens sont aussi éliminés
de la séquence. Pour finir, aprés le nettoyage, le logiciel permet de regrouper, de
comparer en effectuant des tests statistiques et ultimement d’identifier jusqu’au
genre bactérien la multitude de séquences retrouvées dans I'échantillon de départ

(Figure 4, Annexe).

Les unités utilisées pour comparer et décrire le microbiome sont les Organizational
taxonomic unit (OTU). Un OTU représente une séquence d’ADN 16S et cette
séquence est reliée a un genre bactérien. La richesse (Richness) correspond au
nombre d’OTU différents dans la population pour un échantillon. L’abondance
(Evenness) se décrit comme la proportion des différents OTU par rapport a la
population et 'émergence se définit comme I'émergence d’'un OTU au détriment
des autres [132].

Plusieurs tests peuvent étre effectués pour caractériser les échantillons. Les
indices de Chao, de Simpson et de Shannon sont les principaux tests. L'indice de
Chao est un estimateur d’OTU dans I'échantillon méme. Le calcul se base sur le
nombre d’especes observées dans la population, mais aussi sur les singletons
obtenus au départ. Un singleton est une séquence avec un pourcentage d’identité

trop faible pour étre associé avec d’autres séquences donnant la méme
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identification. Par exemple, deux séquences donnant comme genre bactérien

Streptococcus, mais une séquence avec une longueur de 450 pb et I'autre 400 pb.

Ty (ﬂ,l - 1)
2(?’?‘,2 | J.)

Schaol = La richesse estimée
Sobs = Le nombre d’espéces observées
1 =Le nombre dOTU avec seulement une
séquence "singletons"
N2 = Le nombre dOTU avec seulement deux
séquences "doubletons”

JL(--:;rr:." winl — Srrn’;s

L’indice de Shannon est directement relié a I'indice de Simpson. C’est un indice de
biodiversité, donc plus l'indice est élevé plus la population est diversifiée (varie de

0 a l'infini selon le nombre d’échantillons analysés).

Soba

T T

I-Is.fm-n-nrm = = Z N In N
i=1

Sobs = Le nombre d’OTU observés
n; = Le nombre d'individus dans le / ieme OTU
; = Le nombre total d’individus dans la
communauté

Brievement, lindice de Simpson est la probabilité de piger, au hasard deux
individus identiques, dans la méme population. Dans ce cas-ci, c’est la probabilité
d’obtenir deux séquences identiques dans le lot de séquence. Donc, plus l'indice
de Simpson est élevé (varie entre 0 et 1) plus la population étudiée est homogéne

et dans ce cas-ci plus le patient est infecté par un seul genre bactérien.
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Avec le logiciel Mothur, il est possible de créer des arbres phylogénétiques avec
des matrices de distance de style Bray-Curtis [133]. Par la suite, aprés avoir
obtenu la matrice de distance, il est possible de lintégrer dans un modéle
Neighbor Joining [134]. Le probléme avec le Neighbor Joining est qu’il peut
seulement traiter un petit volume de données. Lorsque plus de 148 200 séquences
sont traitées, le temps nécessaire pour construire I'arbre serait beaucoup trop long.
Il existe une méthode améliorée, le Relaxed Neighbor Joining ou Clearcut [135] qui
élimine I'étape de calcul en boucle ce qui rend la construction de I'arbre beaucoup

plus rapide tout en gardant la méme qualite.

Le microbiome du poumon

Le poumon a souvent été décrit comme un organe stérile [136, 137], et ce, grace a
plusieurs mécanismes de défense comme les cellules dendritiques et les
macrophages alvéolaires qui s’attaquent aux envahisseurs en les transportant aux
ganglions lymphatiques avoisinants. Les méthodes de culture utilisées pour
identifier la présence de microorganismes étaient aussi responsables du statut de
« stérilité » des poumons, puisque celles-ci ne sont pas aussi sensibles que les
meéthodes actuellement utilisées comme le séquengage de nouvelle génération. I
existe toutefois quelques études qui démontraient I'isolement de microorganismes
provenant du microbiome buccal dans des échantillons provenant des voies
respiratoires inférieures avec des approches de culture [138-141]. Cependant, les
résultats étaient la plupart du temps expliqués par la contamination des
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échantillons par la voie orale ou par des aspirations lors du sommeil [142, 143].
C’est pour ces raisons que les poumons n’ont pas été inclus initialement dans 'un

des projets les plus prometteurs le Human Microbiome Project [144].

Avant d’aller directement aux poumons, il est important de bien expliquer le
microbiome de quelques régions du corps. L'équipe de Nasizde a décrit le
microbiome de la salive de 120 patients sains a travers le monde. lls ont trouvé en
ordre de priorité : Firmicutes (~37,8 %), Proteobacteria (~28 %), Bacteroidetes
(~20 %) et Actinobacteria (~7 %) [145, 146]. Les Firmicutes sont des Gram positifs
et les Proteobacteria sont des Gram négatifs. Une autre étude a porté sur le
microbiome des narines de patients sains ainsi que dans l'oropharynx. lls ont
échantillonné les sept patients sains avec des écouvillons. Les cing phylums
principaux dans les narines étaient : Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes, et Fusobacteria [145]. Ces données sont appuyeées par une étude
décrivant le microbiome de la bouche (les dents, la langue, le palais, etc.) ou il
retrouve principalement les mémes phylums bactériens: Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes et Fusobacteria en
ordre de priorité équivalent a 96 % des taxons identifiés [147]. Pour ce qui est du
microbiome de I'oropharynx des patients sains, il retrouve cinq principaux phylums

: Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria et Actinobacteria [145].

Avec toutes ces avancées technologiques, plusieurs études récentes démontrent
que les poumons ne sont définitivement pas des organes stériles [64, 101, 123,
148]. Sze et al. ont démontré en étudiant des tissus pulmonaires que le
microbiome de patients non-fumeurs sains regroupe des Proteobacteria (~63 %),
des Bacteroidetes (26 %), et des Actinobacteria (4 %) [123]. Cependant, les
patients atteints de MPOC sévere avaient comme population bactérienne :
Proteobacteria (44 %), Bacteroidetes (28 %), Firmicutes (16 %), Actinobacteria
(6 %) et Tenericutes (5 %) [123]. Les chercheurs décrivent entre autres, appuyés
par d’autres équipes de recherche [148-150], que les patients MPOC modérés,
séveres et trés sévéres ont une augmentation de la présence de Firmicutes

comparativement aux patients contréles. Cependant, les recherches d’Erb-
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Downward démontrent que le phylum le plus important chez les patients MPOC
tres séveres est le groupe des Proteobacteria. Le groupe de Huang et al. a émis
I'hypothése qu’il existerait possiblement deux principaux phylums impliqués dans
la MPOC soit des patients avec un microbiome principalement dominé par les
Proteobacteria et un autre par les Firmicutes [151]. Selon cette littérature trés peu
d’étude ont comparé le microbiome de patients MPOC stables avec celui de
patients MPOC exacerbés et aucune étude s’est intéressé a I'évolution du

microbiome dans le temps.

Morris et al. ont étudié le microbiome de la bouche de 19 fumeurs et de 45 non-
fumeurs, a l'aide de lavages buccaux, et des poumons, a l'aide de LBAs, afin de
déterminer si les bactéries de la bouche pouvaient étre les colonisateurs des
poumons. Les populations microbiennes détectées dans la bouche ressemblaient
a celles retrouvées dans les poumons. De plus, il y avait une différence entre le
microbiome buccal des fumeurs et des non-fumeurs, mais aucune différence
significative entre les fumeurs et non-fumeurs dans les poumons [152]. Ce résultat
avait aussi été observé par Erb-Downward avec une cohorte beaucoup plus petite
[64]. Cependant, lorsqu’on regarde plus précisément, dans I'étude de Morris, il y
avait une diminution de [I'abondance relative des Bacteroidetes et des
Proteobacteria chez les fumeurs [152]. Le fait de fumer semble donc avoir un effet
beaucoup plus direct sur le microbiome des voies respiratoires supérieures, mais
des variations peuvent aussi étre observées dans les poumons. Un autre fait
intéressant est que les deux genres bactériens les plus abondants dans les LBAs

etaient Haemophilus et Enterobacteriacae.
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Hypothéses de travail

1) Les méthodes de profilage permettent I'obtention de profils microbiens
utilisables dans I'analyse de la biodiversité des expectorations de patients
MPOC.

2) Le microbiome d’expectoration de patients MPOC est différent lorsque ces
derniers sont stables par opposition a lorsqu’ils sont exacerbés.

3) Le pyroséquencage permet de révéler la présence de bactéries non
suspectées lors d’exacerbation.

4) Les exacerbations des patients MPOC sont associées a une infection virale
ou une augmentation de la charge bactérienne.

5) Le microbiome d’expectoration de patients MPOC contrdle change avec le

temps.

Obijectifs spécifiques

1) Caractériser la composition microbiologique des expectorations de patients
MPOC, plus a risque d’exacerber, a I'état stable et exacerbé.
2) Caractériser la composition microbiologique des expectorations de patients

MPOC contréle, moins a risque d’exacerber, a I'état stable.
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Méthodologie

Recrutement et comité d’éthique

Vingt et un patients MPOC ont été recrutés pour cette étude. Le projet a été
accepté par le comité d’éthique local (numéro : 20 886). Tous les patients ont
signé le formulaire de consentement nécessaire a I'étude. Les 21 patients ont été
séparés en deux groupes distincts. Premiérement, le groupe plus a risque
d’exacerbation était formé de 16 patients ayant eu au moins une exacerbation
dans les six derniers mois. Les patients plus a risques ont été vus lors de deux
visites, lorsqu’ils étaient stables et lorsqu’ils étaient en période d’exacerbation (S1
a S16 et E1 a E16, respectivement). Pour chacune de leur visite, un échantillon

d’expectoration et un prélévement sanguin étaient demandés.

Deuxiémement, le groupe contrdle moins a risque était constitué de cing patients
(C17 a C21) n‘ayant pas eu d’exacerbation depuis un an et n’ayant pas de maladie
infectieuse. Ces derniers ont été aussi vus deux fois, lorsqu’ils étaient stables et
trois mois apres leur premiére visite (C17-0/C17-3 a C21-0/C21-3). Un échantillon
d’expectoration et un de sang ont été récoltés lors de la premiére visite lorsque les
patients étaient stables, mais seulement un échantillon d’expectoration a été

demandé trois mois plus tard.

Tous les patients avaient un VEMS < 80 % et un rapport VEMS/CVF < 70 %. De
plus, ils devaient avoir un historique d’au moins 10 paquets-années (exemple : un
paquet de cigarettes par jour pendant dix ans), étre stables depuis un mois et étre
en mesure de générer des expectorations a I'état stable. Advenant le cas contraire,
les patients étaient exclus de I'étude. Les patients atteints de VIH, de tuberculose
(et autres maladies infectieuses chroniques) et les asthmatiques étaient exclus de
'étude. Les patients ont été recrutés par I'équipe de recherche en MPOC, la
cliniue MPOC ou par les soins respiratoires a domicile de I'lUCPQ (co-
investigateurs : D™ Julie Milot et D" Frangois Maltais). Les patients devaient

contacter le personnel de recherche dés le début d’un épisode d’exacerbation afin
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de pouvoir obtenir un spécimen de sécrétion bronchique avant que le traitement

antimicrobien ne soit amorcé.

Collecte et traitement de I'expectoration

Les expectorations des patients MPOC ont été recueillies de fagon spontanée ou a
la suite d’une induction. Pour induire I'expectoration, une solution saline (eau
salée) a été administrée par nébulisation. Durant la nébulisation, si nécessaire et a
toutes les sept minutes par la suite, il était demandé aux patients d’essayer
d’expectorer dans un récipient stérile. La nébulisation était arrétée aprés un
maximum de 21 minutes ou si le patient ne se sentait pas bien ou que son VEMS
chutait. Pour les patients vus en exacerbation a la premiére visite, un délai d’'un

mois et demi était attendu avant de les revoir a I'état stable.

Tous les échantillons d’expectoration ont été traités avec un délai maximal de deux
heures. Le mucus a été sélectionné en enlevant le maximum de salive possible
afin de minimiser la contamination par la flore des voies supérieures respiratoires
et orales. Brievement, I'expectoration était déposé dans une boite de pétri en
plastique, puis avec l'aide de pince stérile des mouvements de rotation étaient
effectués pour éliminer la salive puisqu’elle était plus liquide que le mucus. Une
quantité minimum de 200 mg était nécessaire pour effectuer les deux techniques
(microbiome et caractérisation cellulaire). En dessous de 200 mg, les analyses du
microbiome étaient priorisées. Pour s’assurer qu’il n'y avait pas beaucoup de
cellules épithéliales provenant de la bouche, I'échantillon de mucus dans la boite
de pétri a été regardé sous microscope inversé a 20X. L'échantillon était considéré
comme non contaminé lorsqu’il y avait moins de dix cellules épithéliales par
champ. Si un compte de cellules épithéliales était trop élevé, I'étape de nettoyage

était refaite. L’échantillon était par la suite pesé et séparé en deux aliquotes.

Le premier aliquote a été lavé avec du tampon phosphate (PBS) 1X pH 7,1 afin de

récupérer les cytokines libérées par les cellules inflammatoires. Aprés le
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traitement, le mucus a été mis en contact avec du dithiothéirol (DTT) 2X. Le DTT
est un agent mucolytique capable de briser les ponts disulfures dans le mucus
rendant ainsi I'expectoration moins mucoide [153]. Par la suite, une filtration est
faite pour éliminer le surplus de mucus qui n’a pas été traité par le DTT. Un compte
de viabilité et un décompte cellulaire ont été effectués avec un hématimétre sous
microscope a 40X. Ensuite, deux lames d’environ un million de cellules chacune
étaient préparées et colorées avec le kit Diff-Quik pour effectuer un compte
différentiel [154]. Les cellules identifiées lors des comptes différentiels étaient les
macrophages, les neutrophiles, les éosinophiles, les lymphocytes, les cellules

bronchiques et les cellules pavimenteuses de la bouche.

Le deuxieme échantillon d’expectoration était directement pesé et congelé a -80 °C
jusqu’a I'extraction d’ADN et d’ARN. De plus, les patients exacerbés fournissaient
un échantillon supplémentaire d’expectoration. Ce dernier était envoyé au service
de microbiologie de I'hépital pour la culture de bactéries et champignons

pathogénes retrouvés dans les voies respiratoires.

Traitement de I'expectoration pour I'analyse de la biodiversité

Les échantillons ont été dégelés complétement sur glace pendant dix minutes.
Avant d’effectuer I'extraction d’ARN, les échantillons ont été inoculés avec 1x107
de phage MS2. Ce dernier servait de contréle interne d’extraction d’ARN, de
transcription inverse et de contrdle positif lors de la qPCR. Par la suite, les
échantillons étaient incubés une heure a 37 °C avec un volume de DTT (100 mg
d’expectoration = 100 yl de DTT 10X). Les échantillons étaient homogénéisés
toutes les dix minutes pendant I'heure d’incubation [155]. Les échantillons étaient
par la suite séparés en deux pour premiérement extraire 'ARN et deuxiémement
I’ADN.
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Souches

Le bactériophage MS2 Her-462 provenaient de la collection Félix-D’'Hérelle de
'Université Laval [156]. La croissance de MS2 s’est fait sur un tapis bactérien en
présence de sa souche héte, le CD46 soit Escherichia coli ATCC-15597 [157] sur
Tryptic Soy Agar (TSA) a 37 °C pendant 48 heures. Sept souches bactériennes ont
été utilisées: Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853 a été cultivé sur TSA a 25 °C
pendant 48 heures, Streptococcus pneumoniae Her-1054 a été cultivé sur du TSA
a 37 °C, 5% COz2 pendant 72 heures, Moraxella catarrhalis ATCC-8176 a été
cultivé sur gélose sang a 37 °C, 5 % CO2 pendant 48 heures et Haemophilus
influenza ATCC-49247 a été cultivé sur gélose chocolat a 37 °C, 5 % CO2 pendant
48 heures. D’autres souches ont aussi été utilisées : Staphylococcus aureus
ATCC-25423 a été cultivée sur TSA a 37 °C, pendant 24 heures,
Stenotrophomonas maltophilia ATCC-13637 a été cultivé sur TSA a 25 °C,
pendant 24 heures et Escherichia coli ATCC-35217 a été cultivé sur TSA a 37 °C,

pendant 24 heures.

Extraction d’ADN et dARN

L’ADN des souches bactériennes ont été extraits avec la trousse QIAmp DNA mini
kit de Qiagen en suivant le protocole du fabricant. Le protocole des Gram positifs a
été utilisé pour S. pneumoniae. L’ADN et '’ARN des 36 échantillons d’expectoration
ont été extraits avec la trousse MOBIO PowerLyzer DNA extraction et la trousse
AMBION MagMax viral RNA/DNA respectivement en suivant le protocole suggéré
par chacun des fabricants. L'ARN a été élué dans 50 pl de tampon d’élution fourni
par la trousse préchauffée a 56°C et une étape de transcription inverse a été faite
immeédiatement aprés. L’ARN supplémentaire qui n’a pas été transcrit en ADN
complémentaire a été conservé a -80°C. L’ADN bactérien a été élué dans 50 pl de

tampon d’élution fourni avec la trousse et congelé a -20 °C. L’ADN a été quantifié
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avec le spectrophotométre NanoDrop 2000 en utilisant 1 yl d’ADN extrait et le

tampon d’élution comme référence.

Transcription inverse

L’étape de transcription inverse a été faite avec la trousse IScript cDNA. Le cycle
thermique a été le suivant : cing minutes a 25 °C, 30 minutes a 42 °C et cing
minutes a 85 °C sur I'appareil a PCR-terminal DNA Engine DYAD Peltier Thermal
Cycler. La réaction s’est faite dans un volume de 40 pl contenant 30 yl d’ARN
extrait auparavant, 8 yl de mélange réactionnel 5X iScript et 2 pl de transcriptase

inverse iScript. Les ADNc ont été conservés a -20 °C.

Clonage de produits PCR d’origine virale pour les courbes standards

La trousse de clonage utilisée était le pGC Blue Cloning & amplification de
Lucigen. Le protocole du fabricant a été utilisé avec quelques modifications. Le
clonage de VRS A et B, adénovirus et rhinovirus ont été effectués avec de ’ADNc
de chaque virus gracieuseté du Dre Hamelin provenant du Centre Hospitalier de
I'Université Laval (CHUL). Le but était de créer des courbes standard facilement
utilisables. Aprés avoir phosphorylé les amorces de chaque virus [158], 2,5 ul
d’amorces ont été utilisés pour la PCR subséquente. Le protocole PCR-terminal
utilisé pour les quatre virus respiratoires était : 95 °C pendant 3 minutes, 95 °C
pendant 10 secondes, 55 °C pendant 30 secondes et 72 °C pendant 45 secondes
le tout répété 35 fois et une période d’élongation finale de 10 minutes a 72 °C.
L’ADN polymérase Taq de Feldan (Québec, Canada) a été utilisée pour les
clonages de VRS A et B, adénovirus et rhinovirus. L'utilisation de cette enzyme
demandait une étape supplémentaire de clonage soit I'ajout d’'un G en position &’

afin d’étre capable d’effectuer la ligation avec des extrémités cohésives. Les
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produits PCR ont été déposés sur un gel d’agarose 2 % puisqu’ils étaient de petite
taille (environ 100 pb chacun). Une purification des produits PCR a été effectuée
telle que recommandé par le fabricant avec la trousse QIAmp PCR purification.
L’ADN purifié a été dosé avec I'appareil NanoDrop 2000 en utilisant 1 ul d’ADN et
le maximum d’ADN a été utilisé pour la ligation pour chaque clonage. Le temps de
ligation était de deux heures pour chaque clonage et le plasmide utilisé était le
pGC blue cloning vector. Le produit de ligation était par la suite congelé a -20 °C.
La transformation s’est effectuée le lendemain avec 4 yl de solution de ligation

pour chaque clonage.

gPCR

Une gPCR ciblant la totalité des bactéries présentes [159] et des gPCR ciblant
quatre bactéries spécifiques (P. aeruginosa [160], S. pneumoniae [161], H.
influenza [162] et M. catarrhalis [163]) ont été effectués en utilisant des amorces
déja décrites dans la littérature. De plus, six virus respiratoires ont été ciblés par
gPCR : Influenza A [164] et B [164], VRS A [165] et B [165], adénovirus [166] et
rhinovirus [167]. La qPCR MS2 a été développée par un ancien étudiant du
laboratoire [168]. Les génes ciblés, les séquences des amorces et des sondes
sont décrites en annexe dans le Tableau 2. Les courbes standards ont été
effectuées avec de 'ADN génomique provenant des quatre souches bactériennes
et pour les virus des plasmides provenant de clonage ont été utilisés. L'ADN de S.
pneumoniae a été utilisé pour les courbes standards bactéries totales, puisque ce
microorganisme était le plus souvent retrouvé dans les échantillons. Les réactions
gPCR se faisaient dans un volume total de 15 pl et les réactifs provenaient de Bio-
Rad. Les réactifs étaient détaillées comme suit: 7,5 pl de Supermix 2X (tampon 2X
contenant les dNTPs, iTaqg DNA polymérase, 6 mM MgCl2 et des stabilisateurs),
0,15 pl d’amorce sens 100 pM, 0,15 yl d’'amorce anti-sens 100 uM (IDT), 0,15 pl
de sonde 10 uM (IDT), 2 ul ’ADN ou d’ADNc provenant de patients. Les solutions

étaient complétées avec de I'eau Sigma pour arriver a un volume final de 15 pl
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dans la plaque qPCR de 384 puits. Le cycle thermique gPCR pour les bactéries et
les virus étaient le méme : 94 °C pendant 3 minutes, 94 °C pendant 15 secondes
et 60 °C pour 60 secondes répétés 39 fois. L’eau Sigma était utilisée a titre de
contrble négatif de gPCR. Toutes les réactions de qPCR ont été faites
manuellement dans des plaques opaques de 384 puits et étaient par la suite
introduite dans le thermocycleur CFX 384 Real-Time system de Bio-Rad. Toutes
les validations nécessaires avant la qPCR ont été faites: un gradient de
température pour déterminer la température idéale d’hybridation pour les amorces,
un dosage de sonde a aussi été fait ainsi que des tests de spécificité faits avec les
ADN des bactéries ciblés en qPCR. L’efficacité de toutes les qPCR était entre
90 % et 110 % et le R? se situait entre 0,96 et 1. Les analyses des qPCR ont été
faites avec le programme de Bio-Rad CFX Manager v3.0. Toutes les réactions de
gPCR étaient faites en duplicata pour les échantillons inconnus ainsi que pour les

contréles positifs et les contréles sans amplifications.

Le pyroséguencage

Les amorces utilisées proviennent d’'une publication récente [169]. Les codes a
barres utilisés provenaient de Extended MID set (Roche - TCB 2009-005). La
réaction PCR contenait: tampon 1X Q5 (NEB), 200 uM de chaque dNTP (Feldan
Bio), 0,2 uM de chaque amorce 454 primer (IDT), 1 U de Q5 High-Fidelity DNA
polymerase (NEB), et 1 ul d’ADN. Le cycle thermique PCR était le suivant : 98 °C
pendant 30 secondes et 30 cycles a 98 °C pendant 10 secondes, 55 °C pendant
30 secondes, 72 °C pendant 30 secondes et 72 °C pendant 5 minutes. Les
produits PCR ont été purifiés avec Axyprep Mag PCR Clean-up kit (Axygen, 35 pl
de billes/50 yl de réaction PCR). Les produits purifiés étaient vérifiés avec un
bioanalyzer 2100 avec DNA 7500 chips (Agilent). Les produits étaient dosés avec
le Nanodrop 2000 et mélangés pour avoir un ratio équimolaire. Le séquengage
s’est fait sur 'appareil Roche 454 GS-FLX Titanium a la Plate-forme d’Analyses

Génomiques de I'Université Laval (Québec, QC).
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Traitement et contréle qualité des séquences brutes

Le logiciel utilisé pour effectuer le traitement des séquences obtenues a la suite du

pyroséquencage a été Mothur (v1.30; http://www.mothur.org/) [129]. Toutes les

séquences brutes ont suivi une filiére analytique (pipeline) bien précis afin
d’enlever le maximum de séquences non pertinentes (Figure 5). Un premier
assemblage et un alignement sont ensuite faits avec la banque de données SILVA.
Les séquences ont été par la suite vérifiées manuellement avec le logiciel
BioEdit V.7.2.5 en éliminant tous les « trous » et les séquences qui n'ont pas bien
eté alignées. Apres cette étape, les singletons ont été éliminés des séquences. La
derniére étape et la plus importante avait pour but d’égaliser les différents
échantillons en leur donnant un nombre de séquences identiques afin de pouvoir
les comparer entre eux. Un réarrangement aléatoire a été effectué en n’affectant
pas les proportions des séquences identiques. Le nombre de séquences attribuées

a chaque échantillon était de 3800 séquences pour cette cohorte.

Analyse taxonomique et dOTU

Les séquences finales ont été regroupées en OTUs avec un pourcentage de
similarité de 97 % en utilisant une approche « furthest neighbor clustering » dans
Mothur. Cette identification a 97 % correspond au genre bactérien. Par la suite,
des mesures de biodiversité ont été effectuées (Indice de Shannon, Indice de
Simpson, et un estimateur d'OTU avec lindice de Chao). Une courbe de
raréfaction et des tests de similarité ont été effectués entre le microbiome des
échantillons. L’assemblage taxonomique des OTUs a été comparé a la banque de
données « SILVA taxonomy outlines and reference sequence set » retrouvée dans
Mothur www.mothur.org/wiki/Silva_reference_files en utilisant les régions V6 a V8
du géne de 'ARNr 16S.
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Figure 5 : Cheminement des séquences dans le logiciel Mothur. La
lumiére verte signifie un temps de calcul d’environ une heure, la lumiére
jaune un temps de calcul d’environ quatre a cing heures et la lumiére
rouge signifie un temps de calcul d’environ un a deux jours.

PCR avant les méthodes DGGE et 'ARISA

Toutes les PCR-terminaux ont été effectuées sur le thermocycleur DNA Engine
DYAD Peltier Thermal Cycler et les réactions ont été faites dans des tubes de
0,65 ml. 1 ng I’ADN a été utilisé de chaque souche pour créer un consortium
bactérien. Les amorces utilisées pour les expériences de la DGGE ciblaient les
régions variables V1 et V3 du géne de I'ARNr16S et aprés amplification

produisaient un fragment de 212 pb [112]. La solution PCR a été faite dans un
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volume de 50 pl contenant : 5 yl de tampons 10X de Feldan, 10 pl de MgCl2 (Band
sharpenning) 2,5 mM (5X) de Feldan, 0,5 pl de Taq polymérase Feldan 5 U/ul, 1 pl
de dNTP 50-100X de Feldan, 0,25 pl d’amorce sens 341 GC (Muyzer) 100 mM,
0,25 yl d’amorce anti-sens 100 mM (IDT), 2 yl d’ADN d’échantillon et le tout
complété a 50 ul avec de 'eau stérile. Le cycle thermique pour les réactions PCR
dédié a la DGGE était comme suit : 94 °C pendant une minute, 65 °C pendant 45
secondes et 72 °C pendant 45 secondes répétés 39 fois, suivis d’'une période
d’élongation pendant cing minutes a 72 °C et conservé a 4 °C jusqu’au gel

d’électrophoreése.

La réaction PCR pour ARISA ciblait les régions intergéniques entre le géne de
'ARNr 16S et le géne de 'ARNr 23S. 1 ng d’ADN a été utilisé de chaque souche
pour créer un consortium bactérien. La solution PCR était quasi-identique a celle
pour la DGGE avec comme seul changement les amorces utilisées soit ITS-F et
ITS-Reub-FAM [115]. Le protocole PCR pour ARISA était le suivant: 95 °C
pendant trois minutes, 95 °C pendant 30 secondes, 57 °C pendant 35 secondes et
72 °C pendant 35 secondes répétés 35 fois, suivis d’'une période d’élongation

pendant cing minutes a 72 °C et conservé a 4 °C.

Electrophorése sur gel d’agarose

Tous les produits PCR a la suite d’'une PCR-terminale ont été migrés sur un gel
d’agarose de 1 % ou de 2 % dépendamment de la méthode préalablement utilisée.
Le gel d’agarose avait pour but de voir si la réaction PCR avait fonctionné, si
I'échantillon présentait des produits PCR indésirables et par la suite d’effectuer le
dosage des produits PCR. Le protocole de fabrication du gel était le suivant: 0,5 g
d’agarose (1 %) étaient pesé et vidé dans un erlenmeyer de 250 ml. Par la suite,
50 ml de tampon Tris, Borate, EDTA (TBE) 1X était ajouté a 'agarose. La solution
était ensuite chauffée dans un appareil a micro-onde pendant 45 secondes, puis

30 secondes afin de dissoudre complétement I'agarose tout en homogénéisant a
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intervalle de 15 secondes. Les gels d’agarose étaient premierement refroidis avec
de l'eau puis un ajout de 50 uyl de SybrSafe dilué a 0,5 ug/ml était ajouté a la
solution afin de marquer 'ADN. Le gel était ensuite coulé et un peigne adéquat de
15 puits était utilisé. Aprés 20 minutes de polymérisation, le peigne était enlevé et
les puits étaient remplis avec 10 pl (5 pl d’ADN provenant des échantillons suivant
la PCR-terminale ainsi que 5 pl de tampon de charge). 5 yl étaient utilisés du
marqueur de poids moléculaire EZ-Load Precision molecular ladder de Bio-Rad.
Par la suite, l'appareil d’électrophorése était ajusté a 100 V avec un temps de
migration de 45 minutes a un voltage constant. Le gel d’agarose était par la suite
iluminé aux ultraviolets avec les UV transillumination Chemi Genius? Bio Imaging
System et la photo était prise par le programme Gene Snap. Une image sous

format .TIF était enregistrée pour les futurs dosages.

Dosage et purification des produits PCR

Le programme Gene Tools était utilisé pour quantifier TADN a partir de la photo
prise aprés la migration du gel d’agarose. En sélectionnant les bandes de tailles
attendues et le marqueur de poids moléculaire utilisé lors de la migration (1 kb
DNA ladder de Bio-Rad) le programme permettait d’obtenir la concentration d’ADN
en ng de chaque échantillon. Par la suite, la quantité d’ADN était diluée a 100 ng

dans 15 yl avec de I'eau stérile pour les gels DGGE ultérieurs.

Les produits PCR provenant de la PCR ARISA n’étaient pas quantifiés, mais plutot
purifiés avec le trousse QIAquick PCR purification kit Qiagen afin d’éliminer les
amorces et tous autres réactifs limitant la migration sur le chromatographe par
capillarité. Le protocole utilisé pour la purification des produits PCR était le méme
que celui du fabricant et '’ADN était élué dans 50 pl de tampon d’élution fourni par

dans la trousse.
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Electrophorése sur gel a gradient dénaturant

Les gels DGGE ont été faits avec le systeme de cassette Bio-Rad Universal
Mutation Detection System [112]. Les gels contenaient 30 ml de solution
dénaturante et avaient une épaisseur de 1 mm. lls étaient constitués de
polyacrylamide a 8 % dans du tampon 0,5 X Tris, Acetic, EDTA (TAE) avec un
gradient d’agent dénaturant de 30-55 % (100 % de dénaturant étant de 7 M urée et
40 % [v/v] de formamide). Du bleu de bromophénol a été utilisé dans la solution de
55 % afin de bien voir la différence dans le gradient d’agent dénaturant. 15 yl de
TEMED et 50 yl dammonium persulfate par gel ont été utilisés afin d’accélérer le
processus de polymérisation. Ensuite, les puits ont été bien alignés et nettoyés
avec l'aide d’'une seringue et du tampon TAE 0,5 X. Les produits PCR (15 pl
contenant 100 ng de produits PCR et 5 pyl de tampon de charge) étaient par la
suite déposés directement dans les puits des gels. L’électrophorése a été faite a
un voltage constant de 70 V et a une température de 60 °C pendant 999 minutes
(environ 16 h 45). Apres I'électrophorése, les gels ont été incubés dix minutes en
présence de SybrGold (0,5 mg/ml) un agent intercalant marquant 'ADN et du
tampon TAE 0,5 X. Les gels ont été rincés deux fois pendant 15 minutes dans du
tampon TAE 0,5 X mélangé avec de l'eau distillée. lls ont été par la suite
photographiés avec le systeme d’'imagerie. Les photos étaient enregistrées sous

format .TIF pour I'analyse ultérieure avec le programme Gel Compar Il

L’analyse automatisée d’espaceur intergéne de ribosome

Les produits PCR purifiés avec la trousse QIAquick ont été dilués 1/15 avec de
'eau déionisée stérile dans une plaque 96 puits avant d’étre envoyés au service de
séquengage de la Plate-forme d’analyse génomique de I'Université Laval. Une
migration des produits PCR a été faite sur un séquenceur chromatographe par
capillarité de type ABI, le marqueur de poids moléculaire utilisé était le Liz -1200
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(1 pb a 1200 pb) et 1 pl d’ADN de produits PCR purifies a été déposé sur le

capillaire.

Les analyses des profils microbiens

Les chromatographes d’ARISA ont été premiérement analysés avec le programme
Peak Scanner v1.0. Ce programme a pour fonction de lire les fichiers .FSA regus
par le service de séquencage et d’effectuer une premiere analyse de qualité. Peak
Scanner offre comme résultat d’analyse un chromatographe variant de 1 pb a
1200 pb, préalablement déterminé et utilisé comme marqueur de poids
moléculaires, sur 'axe des abscisses et une intensité de fluorescence variant de 0
a 10 000 sur I'axe des ordonnées. Pour les analyses, tous les pics identifiés en
dessous de 1000 d’intensité ont été exclus. Le premier élément a regarder sur le
chromatographe était de savoir si la quantité de produits PCR était suffisante pour

étre détectée.

La deuxieme observation a faire était de déterminer si la qualité des échantillons
est bonne. Il y a donc un code de couleur fourni par le programme (Vert pour une
bonne qualité, Jaune pour une qualitt moyenne et Rouge pour dire que
I'échantillon n’est pas analysable). Dans le cas ou un échantillon était rouge, il
n'est pas possible de déterminer la longueur du fragment avec le standard
moléculaire. Dans le contexte de la méthode ARISA, la qualité des échantillons est
tres importante, puisque sans une bonne qualité il n’était pas possible d’identifier

un fragment en le comparant a ceux retrouvés dans le consortium bactérien.

Les analyses microbiologiques de profilage ont été effectuées a l'aide du logiciel
Gel Compar Il (Applied Maths, Sint-Marterns-Latem, Belgique). Avec les profils
DGGE (photos de gels) et ARISA (chromatographes) obtenus il a été possible de
générer des matrices de similarité calculées a I'aide d’une corrélation de Pearson
et d'une analyse unweighted pair-group method using arithmetic averages
(UPGMA). Les analyses ont été faites en suivant le protocole du manuel fourni par
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la compagnie Applied Math. Le bruit de fond a été soustrait et les gels ont été
normalisés avec I'aide du consortium bactérien. Toutes les bandes retrouvées en

dessous de 5 % du maximum d’intensité étaient éliminées des analyses.

Les statistiques

Les données étaient exprimées selon la moyenne+técart-type pour les variables
continues. L’ANOVA a une variable a été utilisée pour comparer les variables
caractéristiques des patients. Pour quelques variables, les données brutes ont été
transformées en log pour stabiliser la variance. Les valeurs P étaient basées sur
ces transformations. Les hypothéses faites sur la variance ont été vérifiées avec le
modéle de Brown and Forsythe’s variation of Levene’s test statistic. Les
hypothéses de normalité univariées ont été vérifiées avec le test Shapiro-Wilk. Le
coefficient de corrélation de Pearson a été utilisé pour mesurer la relation entre les
variables. La présence ou I'absence d’'un microorganisme pathogéne humain ont
été analysées selon un modéle linéaire généralisé basé sur un modéle gonflé a
zéro. Ces données ont été caractérisées par la présence d’'une grande portion de
valeurs zéro, en plus des valeurs positives continues. Les données erronées vers
la droite dans leur valeur positive ont été transformées en log pour stabiliser la
variance. La densité de probabilité des données est une masse a 0 avec une
probabilité p, et une fonction de densité normale a été définie sur des valeurs
positives avec la probabilité 1 - p. Les résultats étaient considérés significatifs avec
des valeurs p < 0.05. Toutes les analyses ont été faites avec le logiciel SAS v9.1.3
(SAS Institute Inc, Cary, NC, U.S.A.). Toutes les analyses provenant du
pyroséquencage ont été effectuées avec le logiciel Mothur. Les graphiques ont été

obtenus avec l'aide du logiciel GraphPad Prism v.6.
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Développement

Caractéristiques de la cohorte de patients MPOC

La moyenne d’age de la cohorte est de 69 ans + 6 ans avec dix hommes et 11
femmes. Le VEMS moyen est de 53,67 + 14,49, la CVF moyenne est de 101,32
21,71 et le ratio VEMS/CVF est de 45,35 + 10,08. La cohorte avait un historique
tabagique moyen de 54 paquets année et il y avait 13 ex-fumeurs et six fumeurs
actifs. La cohorte est principalement composée de GOLD Il et de GOLD Ill. Le
groupe de patients MPOC contrdle était plus agé (p < 0,0001) (77 ans £ 3 ans) et il
était composé uniquement dhomme (p = 0,0009). Les patients contrdles ont en
moyenne une histoire tabagique de 73 paquets année. Habituellement, plus les
patients sont agés, plus le stade de la maladie est avancé. Cependant le groupe
contrble était composeé principalement de GOLD Il (quatre patients) et GOLD Il (un
patient). Les fonctions pulmonaires des deux groupes étaient quasi identiques (p =
0,88) et donc, la quantité plus élevée de paquets année chez les patients MPOC
contréles ne semble pas créer un biais. Parmi les 16 patients recrutés, sept ont été
vu pendant une seule visite, soit parce qu’il ne revenait jamais stable (E16) ou
parce qu’ils n'ont tout simplement pas exacerbés (S10 a S15). Un patient a été
exclu de l'étude (S17), car il ne respectait pas un critere (étre en mesure

d’expectorer a I'état stable).

Tableau 3 : Caractéristiques de la cohorte.

MPOC total MPOC contréle MPOC
Nombre 21 5 16
Age (année) 69+6 77+3 66 + 4
Sexe 10F/11 M 5M 10F/6M
1 GOLD | 1 GOLD |
GOLD 9 GOLD Il 4 GOLD Il 5GOLD Il
9 GOLD Il 1 GOLD 1l 8 GOLD llI
2 GOLD Iv 2 GOLD IV
VEMS (pp) 53,67 + 14,49 51,9 + 8,46 54,3 + 16,86
CVF (pp) 101,32 + 21,71 102,2 + 30,85 100,9 + 18,60
VEMS/CVF 45,35 + 10,08 47,9 £ 14,32 44 4 + 8,71
Paquet année 54 + 16,08 73 + 6,67 48 + 7,25
Statut fumeur 6 2 4

Définition des abréviations: F = femelle, M = male; pp = pourcentage prédit.
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Utilisation de méthodes de profilage pour obtenir des profils microbiens
utilisables dans l'analyse de la biodiversité des expectorations de
patients MPOC

La premiére méthode qui a été testée a été la DGGE. Les profils analysés sont
trés bien détaillés et il est possible d’identifier la plupart des fragments PCR sur gel
DGGE (Figure 6). De plus, il est possible de remarquer qu’il y a présence de
différents fragments et ceux-ci ont une intensité variable dans ces conditions PCR.
L’échantillon S11 démontre une intensité trés élevée d’'un fragment situé a la
hauteur de H. influenzae (fleche bleue, Figure 6) ainsi qu’'une autre bande de plus
faible intensité a la hauteur de S. pneumoniae (fleche orange, Figure 6).
Cependant, la biodiversité des échantillons S11 et S10 est totalement différente en
termes de variété et d’abondance. En effet, 'échantillon S10 compte environ 30
espéces différentes comparativement a S11 qui en compte quatre. En général,
I'absence de bruit de fond et la clarté des gels DGGE produits font en sorte que les
profils de la DGGE sont assez bien définis pour étre utilisés avec le programme

Gel Compar I, afin d’étudier la biodiversité des expectorations de patients MPOC.
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Figure 6 : Migration sur gel DGGE des échantillons $10, C17, E1, S11,
C18, S12, un controle négatif PCR et deux consortiums bactériens
(M). Cette technique démontre bien la biodiversité bactérienne d'un
échantillon d’expectoration et que la technique de la DGGE se justifie bien
pour étudier la biodiversité bactérienne d’échantillon complexe.
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L’ARISA est la deuxiéme technique de profilage qui a été utilisée pour étudier la
biodiversité des échantillons d’expectoration. Les résultats des chromatographes
produits par cette méthode sont aussi définis et beaucoup plus précis que les
bandes obtenues par DGGE (Figure7 et 8). La ligne rouge dans les
chromatographes correspond a la courbe standard qui sera utilisée comme
référence pour déterminer la taille des fragments dans les échantillons. La
migration d’'un consortium bactérien a été utilisée afin de déterminer Ila taille des
fragments des principales bactéries retrouvées dans les expectorations (Figure 7).
Il est possible de remarquer que pour I'échantillon S11, trois pics sont obtenus
d’'une longueur de 330 pb, 560 pb et de 802 pb (Figure 8). Le pic de 330 pb
correspond a la bactérie S. pneumoniae, le pic de 560 pb correspond a la bactérie
H. influenzae et le pic de 802 pb semble étre un fragment appartenant a une
bactérie inconnue. Il est possible de remarquer que l'intensité de H. influenzae est

beaucoup plus importante que celle du pic inconnu de 802 pb.

La technique ARISA a pour avantage d’étre beaucoup plus simple a analyser par
la présence de pics beaucoup moins nombreux qu’avec la méthode DGGE. En
effet, il y a seulement trois pics sur la Figure 8, comparativement au gel DGGE de
I'échantillon S11 ou il y six bandes. Cette différence pourrait s’expliquer par une
amplification préférentielle pour les bactéries majoritaires. Toutefois avec la
technique ARISA, il n'est pas possible d’identifier les fragments inconnus, car

apres migration, I'’échantillon est perdu.

47



0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

9000 6 - -18000

4000 "/ . / 16000
3. 5 Conmsortium . -

7 . e ) 14000
700 \ rq 5 1) 5. pneumonioe 330 pb -

6000 / ) 2) S. oureus 450 pb | 12000

5000 (ﬂ/x 3) P aeruginosa 551 pb 10000

4000 ’,.»'":/ 4 4) H. influenzae 560 et 561 pb 8000

3000 4'\ 5) M. catarrhaiis 579 pb 000
2. 6) S.moliophilia 620et621pb T

2000 \ 4000

1000 2000

:JE'.. -.J‘J.. .I.ul.m.._ A k.l_._l b1 :0

Figure 7 : Migration de I’ADN du consortium bactérien sur gel
d’acrylamide du séquenceur de type ABI. Ce chromatographe
démontre la faisabilité de [l'utilisation de la méthode ARISA dans un
contexte de biodiversité. Les numeéros représentent un pic appartenant a
une bactérie trouvée dans la légende.
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Figure 8 : Migration de I’ADN de I’échantillon S11 sur gel d’acrylamide
du séquenceur de type ABI. Ce chromatographe démontre qu’il est
possible apres avoir fait migrer des échantillons d’identifier des fragments a
des especes bactériennes connues. Les numéros représentent un pic
appartenant a une bactérie dans la légende.

L’utilisation de ces deux techniques ayant un principe totalement différent soit une
basée sur la nature de la séquence du fragment PCR et l'autre basée sur la
longueur du fragment PCR a permis d’obtenir des profils microbiens. Ces profils
ont pu étre utilisés afin d’étudier la biodiversité en effectuant des comparaisons
entre chaque échantillon et statut des sujets MPOC (Figure 9). Afin de bien

comprendre le dendrogramme, le pourcentage de similarité (sur I'axe horizontale
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supérieure) entre les échantillons E7 et E16 est d’environ 92 %. En effet, avec
cette clarté et résolution, I'ensemble des profils obtenus était de qualité suffisante

pour étre comparés dans le programme Gel Compar Il.

Le point fort de ces deux techniques est que les résultats corrélaient. En effet, la
technique ARISA donne sensiblement les mémes pics spécifiques a chaque
espéce qui sont aussi retrouvés sur les gels DGGE sous forme de bandes. De
plus, l'intensité des bandes et des pics était semblable entre les deux techniques,
et ceci peut étre confirmé a l'aide de I'échantillon S11. Selon les résultats, la
technique ARISA semble détecter davantage les espéces importantes d’un

échantillon comparativement a la DGGE qui donne une vue d’ensemble de la

biodiversité.
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Figure 9 : Dendrogramme avec une corrélation Pearson-UPGMA
de profil bactérien en ARISA de la cohorte de patients MPOC.
Les échantillons en rouge proviennent de patients exacerbés (E1 a
E16), ceux en vert proviennent de patients stables (S1 a S16) et
ceux eu mauve proviennent de patients contréles a la premiére
visite et trois mois plus tard (C17-0 C17-3 a C21-0 et C21-3). Plus
la zone est foncée, plus les échantillons sont similaires. Il est
possible de remarquer qu’il ne semble pas y avoir de lien entre le
statut de la maladie et le regroupement des échantillons.
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Comparaison du microbiome de patients MPOC lorsque ces derniers
sont stables par opposition a lorsqu’ils sont exacerbés.

Il est possible de remarquer que les profils DGGE ne révélent pas la méme
biodiversité chez un méme patient par exemple S5 et E5, E4 et S4 (Figure 10).
C’est donc de dire que les bactéries retrouvées a I'état stable ne semblent pas étre
les méme qu’en exacerbation. Toutefois, les échantillons E8 et S8 démontrent une
similarité d’environ 80%. Cela suggére comme hypothése que la diversité peut
aussi étre la méme, mais que les proportions des différentes bactéries sont
changées. Bref, avec ces profils il est impossible de déterminer quelle bactérie est
en lien avec l'exacerbation, il est tout de méme possible d’établir que la
biodiversité change complétement d’un patient a I'autre et d’'un stade de la maladie

a l'autre.
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Figure 10 : Dendrogramme avec une corrélation Pearson-UPGMA
de profil bactérien en DGGE des échantillons S1-S8 et E1-E8. Les
échantillons en rouge proviennent de patients en exacerbation (E1 a
E16) et les échantillons en vert proviennent de patients stables (S1 a
S16). Il ne semble pas y avoir de tendance a former deux groupes
différents selon le statut de la maladie.
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Le méme résultat est observé avec la méthode ARISA (Figure 11). En effet, il n'y a
aucun regroupement des échantillons provenant d'un méme patient (exemple S1
et E1), car la biodiversité est complétement différente et ce chez la majorité des
patients. Toutefois, les échantillons S8 et E8 démontrent encore une fois une
similarité de 80%. De plus, I'analyse de similarité a déplacé les échantillons, ce qui
montre une certaine différence entre les profils obtenus en DGGE et en ARISA.
Cela s’explique par un nombre de pics beaucoup moins imposant qu’en DGGE et
de ce fait une analyse de similarité différente. De plus, les échantillons E3 et E4
ont une similarité tres élevée probablement di au fait qu’ils ont la méme bactérie
dans leur échantillon.
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Figure 11 : Dendrogramme avec une corrélation Pearson-UPGMA de
profil bactérien en ARISA des échantillons S1-S8 et E1-E8. Les
échantillons en rouge proviennent de patients exacerbés (E1 a E16) et ceux
en vert proviennent de patients stables (S1 a S16) Il ne semble pas y avoir
une tendance a former deux groupes différents selon le statut de la maladie.

En général, ces deux techniques permettent de démontrer que la biodiversité varie
énormément entre un état stable et exacerbé. Toutefois, il n’est pas possible
d’identifier quelle bactérie est impliquée dans ce changement, d’ou I'importance
d’avoir recours a une analyse plus poussée comme [utilisation du

pyroséquencage. Avant de poursuivre avec les résultats obtenus en
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pyroséquencgage voici quelques données décrivant les séquences obtenues de la

cohorte.

Un total de 387 543 séquences brutes a été obtenu lors du pyroséquencage de 48
échantillons. Apres nettoyage des séquences dans Mothur, il restait un total de
148 200 séquences. Il faut savoir que les échantillons E6, E7, E8, E9, E16, S3, S6,
S7, S8, S9, C17-3 et C21-3 ont été séquencés en duplicata (deux fois le méme
échantillon d’ADN envoyé au séquengage). Pour I'analyse de ces échantillons
envoyés en duplicata une moyenne a été effectuée pour pouvoir les comparer
avec les autres échantillons. Neuf échantillons (E6 (1 et 2), S6 (1 et 2), S11, S17,
C21-0 et C21-3 (1 et 2)) ont dU étre éliminés des analyses, car ils n'ont pas généré
assez de séquences lors de [l'égalisation (~ 225 séquences). Au final, 30
échantillons sont conservés aprés avoir fait la moyenne des échantillons envoyés

en duplicata et aprés avoir éliminés de I'analyse ceux avec trés peu de séquences.

Il est possible de remarquer que la quantité d'OTU obtenue plafonne vers 2267 et
donc que la quantité de séquences sélectionnées par échantillon (3800
séquences) est adéquate pour I'analyse du microbiome (Figure 12). Le nombre de
3800 séquences a été établi et choisi aprés avoir nettoyé la totalité des séquences
pour chaque échantillon (lors de I'étape d’égalisation dans le programme Mothur).
Cependant, avec les échantillons comprenant seulement 225 séquences, il aurait
fallu descendre le nombre de séquences par échantillon a 225, afin d’analyser tous
les échantillons. Cette différence aurait eu comme conséquence de ne pas obtenir
un plateau sur la courbe de raréfaction. Cela démontre en fait qu’il n’aurait pas été
possible d’identifier le maximum d’OTU dans ces échantillons, bref qu'une trés

grande majorité de bactéries présentes n’auraient pas été analysée.
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Figure 12 : Courbe de raréfaction obtenue avec 30 échantillons.
Il'y a présence d'un plateau avec I'échantillonnage de 148 200
séquences pour obtenir un nombre de 2267 OTU uniques.

Des tests ont été effectués pour décrire la biodiversité inter-échantillons (3-
diversité). Les trois indices utilisés sont Chao, Shannon et Simpson (Tableau 4).
L’avantage de ces indices est qu'il est possible de caractériser les échantillons
avant méme d’avoir déterminé le microbiome de ceux-ci. L'échantillon S12
présente une estimation de 595 OTUs. Cela veut dire qu’il y a potentiellement 595
bactéries différentes. L’échantillon E16 quant a lui a une estimation a 124 OTUs
uniques démontrant une population beaucoup plus homogéne. L'échantillon E16 a
un indice de Shannon de 1,52. Cela indique que cet échantillon est peu diversifié
comparativement a l'échantillon S12 qui a un indice de Shannon de 5,08.
L’échantillon S12 contient probablement plus d’OTUs uniques que I'échantillon
E16. L’indice de Simpson vient appuyer les données du Chao et du Shannon.
L’échantillon E16 a un indice de Simpson d’environ 0,30. Il a donc une chance sur
trois d’obtenir deux fois la méme séquence dans 'expectoration de ces patients.
L’exacerbation de I'échantillon E16 semble étre causée par un faible nombre de

genre bactérien. Toutefois, I'indice de Simpson de S12 est de 0,01.
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Tableau 4 : Indice de biodiversité. Indice de Shannon, Indice de
Simpson et I'estimateur d’OTU (Chao)

# Echantillon Chao Shannon Simpson
S15 408,43 411 0,036
S14 137,11 2,45 0,195
S13 319,14 4,22 0,025
S12 595,31 5,08 0,010
S10 444 19 4,60 0,023
S9 617,12 5,06 0,012
S8 488,34 4,79 0,017
S7 388,69 4,40 0,031
S5 379,05 4,21 0,050
S4 169,88 2,88 0,159
S3 350,37 410 0,046
S2 199,04 3,57 0,052
S1 433,67 414 0,049
E16 124,00 1,52 0,318
E9 555,87 4,39 0,046
E8 481,12 4.47 0,034
E7 181,12 1,92 0,261
E5 574,00 5,04 0,019
E4 173,50 2,32 0,163
E3 338,65 3,03 0,156
E2 247,06 3,21 0,085
E1 332,16 4,21 0,032

C20-3 300,87 3,61 0,056
C20-0 426,12 4,02 0,049
C19-3 376,16 3,99 0,062
C19-0 411,60 4,56 0,018
C18-3 350,02 3,84 0,067
C18-0 409,00 4,64 0,017
C17-3 396,75 3,70 0,084
C17-0 468,67 4,84 0,017

La Figure 13 démontre la proportion de chaque phylum bactérien présent dans
tous les échantillons d’expectoration de patients MPOC. On remarque que le
microbiome des échantillons E4 et E16 est trés homogene par la présence trés

importante de Firmicutes et de Proteobacteria d’environ 90-95 % respectivement.
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Figure 13 : Taxonomie aux phylums bactériens des échantillons 1-36.
Chaque couleur correspond a un phylum bactérien retrouvé dans la
légende. Les Firmicutes et les Proteobacteria sont les principaux phylums
retrouvés dans le microbiome de cette cohorte d’expectoration de patients

En ordre de priorité, les phyla les plus importants sont les Proteobacteria
(34,70 %), Firmicutes (32,02 %), Bacteroidetes (24,98 %), Actinobacteria (4,40 %),
Fusobacteria (3,46 %), Tenericutes (0,23 %), Spirochaetes (0,20 %) et Unknown
(0,04 %) (Figure 13). Pour l'analyse au genre bactérien, un seuil a été établi par
rapport au nombre total de séquences afin de faciliter les comparaisons. En effet,
lorsque la quantité de séquences pour un genre retrouvé dans chaque échantillon
était en dessous de 0,1% (38 séquences) du total de séquences par échantillon
(3800) le genre était éliminé de 'analyse. C’est ce qui explique pourquoi les figures
décrivant I'analyse au genre ne sont pas a 100% de proportion, puisqu’il a été
déterminé que ces genres n'ont pas un impact important. L’analyse taxonomique

au genre bactérien donne la figure suivante (Figure 14).
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Figure 14 : Taxonomie au genre bactérien des échantillons 1-36.
Chaque couleur correspond a un genre bactérien retrouvé dans la
légende. Plus de 50 genres bactériens ont été détectés dans les
échantillons d’expectoration de patients MPOC.

En ordre de priorité, les principaux genres sont Prevotella (20,06 %),
Streptococcus (17,42 %), Methylobacterium (11,89 %), Moraxella (11,75 %) et
Veillonella (8,16 %). Les genres Haemophilus (2,64 %) et Pseudomonas (0,41 %)
comptaient pour seulement ~3 % du microbiome des échantillons d’expectoration
de patients MPOC, malgré leur importance connu dans les exacerbations
(Figure 15).
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Genres bactériens dans les expectorations

Figure 15 : Distribution des genres bactériens des échantillons 1-36. Le
graphique démontre chaque phylum présent dans la cohorte de patients (code
de couleur). Deuxiéemement, sous chaque phylum important, il y a une
représentation de chaque genre important dans la cohorte. Les genres
Prevotella, Streptococcus, Methylobacterium et Moraxella sont les principaux
genres bactériens retrouvés dans cette cohorte de patients MPOC.

La Figure 16 démontre la similarité entre tous les échantillons de patients MPOC.
L’échantillon S2 est I'échantillon le plus éloigné de I'échantillon C20-3. Il est
possible de remarquer qu’il N’y a aucune corrélation entre le statut des patients

MPOC et le regroupement des échantillons dans cet arbre phylogénétique.
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les genres bactériens peut étre observée.

Figure 16 : Arbre phylogénétique Relaxed Neighbor-Joining avec une
matrice Bray-Curtis selon la distance entre les échantillons de patients
MPOC. Un code de couleur a été attribué au genre le plus présent dans
I'échantillon. Les fumeurs sont aussi représentés a I'extérieur des branches. I
est possible de remarquer qu’il n’'y a aucune corrélation entre le statut de la
maladie et le regroupement des échantillons. Toutefois, une association liant

Les échantillons peuvent aussi étre groupés selon I'abondance du principal genre

bactérien. Il est possible de voir qu’il y a formation de trois groupes bien définis.

Premiérement, un groupe avec une abondance importante de Methylobacterium

(Figure 16, branches en orangé), un deuxiéme groupe avec la présence de

Prevotella (branches en vert) et le dernier avec une faible quantité de

Streptococcus (branches en rouge).

Un des points trés intéressants avec cet arbre est la présence de

Methylobacterium dans les échantillons de patients MPOC actuellement fumeur.
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Toutefois, ceci n'est pas significatif (p = 0,39). Les échantillons E9, E3, E4, E16,
S3, S15, C19-3, S4, S13, C19-0 et S9 proviennent de patients fumeurs.

L’abondance relative de Methylobacterium est d’environ 35 % dans les
échantillons S4, C19-3, S3 et S15. Methylobacterium est un genre bactérien qu'on
retrouve naturellement sur les plantes et sur le sol, mais aussi sur les pieds des
humains [170]. Ce genre bactérien utilise comme nutriment le méthanol, ainsi que
des composés a plusieurs chaines carbonés (1 a 4 carbones) [171]. De plus, la

quantité de ce type de composé est augmentée chez les fumeurs [172].

L’hypothése pour expliquer I'apparition de ce genre bactérien dans les
expectorations de patients MPOC est la suivante. La production de méthanol et de
composés a 1-4 carbones lors de la combustion de la cigarette peut étre utilisée
par les Methylobacterium comme source de nutriment. Ce genre bactérien est
peut-étre normalement retrouvé dans les poumons de sujets sains non-fumeurs.
Cet apport en nutriment plus complexe chez les patients MPOC viendrait favoriser
ce genre bactérien ce qui augmenterait son abondance chez les fumeurs. Des
tests supplémentaires en utilisant un modeéle animal mimant la MPOC pourrait étre

utilisé pour démontrer la plausibilité de cette hypothese.

Est-ce que la biodiversité varie entre les échantillons stables S1-S8 et exacerbés
E1-E8? Il a y des différences de proportion des phyla bactériens retrouvés dans
les échantillons d’expectoration de patients MPOC (Figure 17). Il n’y a toutefois
pas d’apparition de nouveau phylum bactérien. Chez trois patients (S3/E3, S4/E4,
S5/ES) sur huit, il est possible de remarquer qu’il y a une plus grande abondance
des Proteobacteria lorsque le patient est stable et une augmentation des
Firmicutes lors de I'exacerbation (encadrés noirs). Bref, une abondance beaucoup
plus faible de Gram négatif favorisant une augmentation de 'abondance de Gram
positif. Toutefois, l'inverse est aussi observé chez trois patients sur huit (S7/E7,
S8/E8, S9/E9), soit une augmentation des Proteobacteria en exacerbation et une

présence importante des Firmicutes en état stable (Figure 17, encadrés rouges).
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Figure 17 : Abondance des phyla bactériens chez des patients a
risque d’exacerbation. Chaque couleur correspond a un phylum
bactérien retrouvé dans la légende. Les phyla Proteobacteria et
Firmicutes semblent étre tout aussi importants a [I'état stable
gu’exacerbé.

L’analyse au genre bactérien (Figure 18) démontre une présence importante de
Methylobacterium en période stable (S3, S4 et S5). Lors de I'exacerbation,
'abondance des Methylobacterium chez trois patients diminue énormément pour

laisser place au genre Streptococcus (S3 et S4) et Pseudomonas (S95).
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Figure 18 : Abondance des genres bactériens chez des patients a
risque d’exacerbation. Chaque couleur correspond a un genre bactérien
et les genres les plus importants ont été identifiés. Les genres
Streptococcus et Prevotella semblent étre tout aussi importants au niveau
stable qu’exacerbé.

Les principales études sur le microbiome de patients MPOC démontrent une
abondance importante des Firmicutes chez les patients MPOC modérés, séveres
et trés séveres [123, 148-150]. Une autre étude démontre toutefois l'inverse soit la
présence de Proteobacteria chez les patients sévéres [64]. Dans cette étude, les
deux phyla semblent étre importants et cette hypothése avait déja été émise par

Huang et al. [150]. Dans ces études, les échantillons de départ étaient des lavages
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broncho-alvéolaires, des tissus pulmonaires et des aspirations endo-trachéales.
Toutefois, il y a la méme quantité de Bacteroidetes, le genre bactérien le plus
présent dans la bouche, soit ~25 % retrouvée dans leurs échantillons que dans les
expectorations de cette cohorte. Ceci démontre que la technique de nettoyage est

efficace afin de ne pas contaminer 'expectoration avec de la salive.

Le microbiome chez deux patients (S2/E2 et S1/E1) ne démontre pas les mémes
changements que ceux observés chez les six patients précédents. Dans les deux
cas, il y a une abondance importante de Streptococcus a I'état stable, mais en
exacerbation il y a une augmentation des Bacteroidetes du genre Prevotella.
Malgré leur présence naturelle dans la bouche, le genre Prevotella, des bactéries

anaérobies, semble étre impliqué dans la bronchite chronique [173].

Pour finir, le microbiome des patients MPOC n’est définitivement pas le méme a
différents stades de la maladie. En effet, il a été possible de voir une différence
dans leur microbiome a [I'état stable versus en exacerbation tant avec les
méthodes de profilage qu’avec le séquencage de nouvelle génération. Toutefois,
les changements observés démontrent que le microbiome est patient-dépendant et
gu’il semble y avoir une importance majeure des Proteobacteria et des Firmicutes
dans la cohorte. Une meilleure compréhension des changements du microbiome

de ces patients va permettre de leur offrir un traitement antibiotique plus éclairci.

Utilisation du pyroséquencage dans le but de découvrir des bactéries
non suspectées lors d’exacerbation.

Les trois principaux phyla de cette cohorte lors d’exacerbation de patients MPOC
sont les Proteobacteria, les Firmicutes et les Bacteroidetes (Figure 19). Plusieurs
études ont démontré l'importance des Firmicutes et des Proteobacteria dans les
exacerbations surtout pour les genres bactériens Haemophilus [80, 174],
Pseudomonas [60, 175], Moraxella [56, 176] et Streptococcus [177, 178].

Toutefois, il y a peu d’études impliquant les Bacteroidetes dans les exacerbations
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de patients MPOC. Il y a seulement une étude portant sur les bactéries anaérobies
dans les bronchites chroniques [173].

E9
Tenericutes
Spirochaetes
Proteobacteria
E7 Fusobacteria
Firmicutes
E5 Bacteroidetes
Actinobacteria
E4 Unclassified
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NQ"I?“?V“@@’\“%“Q“@

Proportion dans I'échantillon de chaque phylum
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Figure 19 : Abondance des phyla bactériens dans les échantillons
de patients en exacerbation. Chaque couleur correspond a un
phylum bactérien retrouvé dans la légende. Les phyla bactériens les
plus présents dans les échantillons sont Proteobacteria et Firmicutes.

Les principaux genres bactériens en exacerbation dans cette cohorte sont
Moraxella,  Streptococcus, Prevotella, Methylobacterium, Veillonella et
Pseudomonas (Figure 20). Aucune étude n’a vérifié Tleffet du genre
Methylobacterium, a-Proteobacteria, dans les exacerbations de patients MPOC,

malgré sa présence importante dans cette cohorte.

Pseudomonas a été détecté seulement dans un échantillon de patient exacerbé
(E5). La patiente était agée de 63 ans et était classée comme GOLD II.
Habituellement, la détection de Pseudomonas se fait chez les patients sévéres
(GOLD I1l et GOLD 1V) avec un stade avancé de la maladie [59, 179]. La présence
de Pseudomonas chez des patients MPOC plus séveére et agés pourrait étre parce
qu’ils ont été en contact avec des antibiotiques plus longtemps qu’'un patient

nouvellement diagnostiqué avec une MPOC ou que leur systéeme immunitaire est
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plus faible. De plus, 'émergence de Pseudomonas résistant aux antibiotiques en
est la principale cause [59] et la plupart du temps ces souches de Pseudomonas

sont beaucoup plus mucoides [180].
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Figure 20 : Abondance des genres bactériens dans les
échantillons de patients en exacerbation. Chaque couleur
correspond a un genre bactérien et les genres importants sont
identifiés. Les genres bactériens les plus présents dans les
échantillons sont Moraxella et Streptococcus.

Est-ce que la présence importante dun genre bactérien (plus de 50 %
d’abondance relative) peut causer une exacerbation ou c’est tout simplement le 2-
3 % dun autre genre bactérien qui vient la déclencher? Ou est-ce une
combinaison de plusieurs genres bactériens? Plusieurs questions sans réponses

qui devront étre étudiées dans le futur.

Quelques genres bactériens comme Methylobacterium, Prevotella et Veillonella
n‘ont pas encore été démontrés comme impliqués dans les exacerbations

microbiennes de patients MPOC. Toutefois, I'hypothése initiale a été vérifiée et le
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séquengage de nouvelle génération permet de révéler la présence de bactéries

non suspectées lors d’exacerbation.

Détermination de l|la charge bactérienne et virale dans des

expectorations de patients MPOC.

Les virus sont tres impliqués dans la MPOC. En effet, ces derniers pourraient étre

a l'origine des exacerbations [92, 181]. D’aprés les résultats obtenus sur les 36

échantillons de patients MPOC, les virus respiratoires ne sont pas trés présents

dans cette cohorte de patients MPOC (Figure 21).

Charge virale dans les expectorations de patients MPOC
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Figure 21 : Diagramme en boite avec la médiane de la charge virale de
différents virus respiratoires chez des patients MPOC contréles, stables
et exacerbés. Les échantillons en bleu proviennent de patients contrdles, en
rouge de patients stables et en vert de patients exacerbés. Il est impossible de
voir une relation entre le statut des patients et la présence d’'un virus
respiratoire en particulier.

Les quantités de VRS A (p = 0,97) et B (p = 0,14), et de rhinovirus (p = 0,01) sont
trés proche du seuil de détection en qPCR (résultats non montrés). L’influenza A et

'adénovirus n’ont été détectés dans aucun échantillon. Le rhinovirus est le virus
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respiratoire le plus fréquemment identifié dans les expectorations de patients
MPOC [181]. Ces résultats démontrent le contraire dans cette cohorte de Québec.
Toutefois, malgré sa valeur p en dessous de 0,05 il est impossible de conclure

d’aprés ces résultats, car le nombre d’échantillon est beaucoup trop faible.

Ces résultats peuvent s’expliquer par les délais de visite entre le fait que le patient
ressent les premiers symptdmes et sa visite a I'hopital. En effet, il y avait un délai
moyen d’environ sept jours avant de venir a I'hopital a partir du moment ou les
patients pensaient étre en exacerbation. L'influenza B a toutefois été détecté dans
un échantillon d’expectoration de patients en exacerbation avec un compte a plus
de 1x10” copies de génome d’Influenza B par gramme d’expectoration. La
détection d’influenza B dans I'échantillon E3 s’est faite avec un délai de seulement
trois jours. Une modification au protocole pourrait étre apportée dans un projet
futur en donnant au patient un pot stérile a la maison, afin de produire
I'expectoration lorsqu’il se sent exacerbé et de se déplacer directement chez le
patient pour limiter le délai d’analyse virale. Avec ce faible pourcentage de
détection virale il n'est pas possible de répondre adéquatement a I'hypothése

initiale sur le lien entre le statut d’exacerbé et la présence d’un virus.

Il est possible de remarquer que la quantité de H. influenzae (p = 0,46) ne varie
pas selon le statut du patient. Toutefois, les patients stables ont une quantité de S.
pneumoniae plus importante que les deux autres groupes (p = 0,01). La détection
de P. aeruginosa en qPCR a été nulle dans cette cohorte (Figure 22 et Tableau 5).
Ceci peut s’expliquer par le fait que la cohorte est composée principalement de
GOLD Il et GOLD Ill. M. catarrhalis semble étre plus présent chez les patients
exacerbés, mais il n’est pas possible de conclure puisque la quantité d’échantillons
positifs a I'état stable est trop faible (p = 0,69). Il a déja été démontré que M.
catarrhalis est impliqué dans environ 10 % des exacerbations de patients MPOC
[57]. Bref, avec ce nombre d’échantillon, il ne semble pas y avoir une bactérie plus
importante dans les expectorations de patients MPOC lorsque ces derniers sont

dans un certain stade de la maladie. Fait intéressant est que les résultats en qPCR
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corrélaient avec les résultats des méthodes de profilage. En effet, dans
I'’échantillon S11, la présence en trés grande quantité de H. influenzae (2,94 x108
copies de génome par gramme d’expectoration) et de S. pneumoniae (1,70 x108
copies de génome par gramme d’expectoration) était aussi retrouvée par la
présence de bandes trés intenses de ces deux bactéries en DGGE et avec

'ARISA, par l'intensité des deux pics au-dessus de 9000 unités de fluorescence.
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Figure 22 : Diagramme en boite avec la médiane de la charge bactérienne
de différentes bactéries pathogénes chez des patients MPOC contréles,
stables et exacerbés. Les échantillons en bleu proviennent de patients
contréles, en rouge de patients stables et en vert de patients exacerbés. Il ne
semble pas y avoir de différences entre le statut du patient MPOC et la charge
bactérienne de S. pneumoniae et H. influenzae.
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Tableau 5 : Quantité moyenne de bactéries spécifiques par gramme
d’expectoration de patients MPOC a différent stade de la maladie.

MPOC contréle MPOC stable MPOC exacerbé

P. aeruginosa N/A (0/10) N/A (0/16) N/A (0/10)

S. pneumoniae 3,9 x107 (10/10) 3 x107 (8/16)* 9,7 x107 (8/10)
M. eatarrhalis N/A (0/10) 6,6 x10° (1/16) 5,2 x107 (4/10)
H. influenzae 1,9 x107 (8/10) 7,7 x107 (8/16) 1,3 x107 (6/10)

Bactéries totales 4,9 x108 (10/10) 4,8 x108 (16/16) 5,5 x108 (10/10)

= significatif

Il a déja été démontré que la charge bactérienne ne varie pas selon le statut du

patient MPOC [49, 50]. L'expérience a été refaite pour confirmer les résultats

publiés. La Figure 23 démontre que la quantité moyenne de copies de génome

16S (équivalent de S. pneumoniae) est d’environ 5 x108 copies de génomes par

gramme d’expectoration, et ce indépendamment du statut du patient MPOC (p =

0,447).
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Figure 23 : Charge bactérienne totale des patients MPOC déterminée
par qPCR. Les échantillons en bleu proviennent de patients contrdles, en
rouge de patients stables et en vert de patients exacerbés. A premiére vue, il
n’y a pas de différence sur la quantité de bactéries totales détectée dans les
expectorations, et ce, dépendamment du stade de la maladie.
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Ces resultats demontrent que I'exacerbation est probablement due a un
débalancement de proportion d’un certain genre bactérien comparativement a une
augmentation de la charge bactérienne. Ces résultats ont permis de répondre a la
deuxieéme partie de I'hypothése soit qu’une augmentation de la charge bactérienne

n’était pas impliquée dans les exacerbations de patients MPOC.

Cing échantillons d’expectorations (E1, E6, E7, E9 et E16) ont été envoyés au
laboratoire de microbiologie de I'hépital. M. catarrhalis et S. aureus ont été cultivés
dans 60 % (E1, E7 et E16) des échantillons et 10 % (E1) des échantillons
respectivement. Un patient (E1) avait donc les deux bactéries dans son
expectoration. Les résultats de culture de I'échantillon d’expectoration E9 n’ont pas
été concluants. Alternaria. sp a été cultivé dans I'échantillon d’un patient (E6). Ce
résultat est trés intéressant, car I'importance des fongiques dans la MPOC est peu
étudiée. Ces résultats démontrent que la culture est toujours utile pour la
recherche de microorganisme, malgré le fait qu’il n’est pas toujours possible

d’identifier les microorganismes présents dans un échantillon.

Comparaison du microbiome d’expectoration de patients MPOC
contréle apres trois mois d’intervalle.

Une des principales lacunes des études portant sur le microbiome de patients
MPOC est le manque d’étude longitudinale afin de bien comprendre I'évolution du
microbiome [132, 151]. Il y a seulement une étude récente qui a fait un
échantillonnage a différent temps [182]. Dans le cadre de cette étude, un intervalle
de trois mois a été utilisé pour étudier I'effet du temps sur le microbiote. Une
premiere comparaison a été effectuée avec les méthodes de profilage. La Figure
24 démontre que la similarité de trois patients (C18, C19 et C21) sur cing est
supérieure a 80 %, cela indique que les profils ont varié d’environ 20 % en trois
mois avec ces techniques. Pour ce qui est des deux autres patients, ils ont environ
50 % de similarité dans leur profil a trois mois d’intervalle. Pour ce qui des

méthodes profilages et dans la majorité des patients (60 %), il semble y avoir une
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tendance a conserver leur microbiome au fil du temps. Les résultats sont toutefois
différents lorsqu'on regarde les données avec le séquencage de nouvelle
geénération.

Contrdles T=0 vs T=3mois ARISA UPGMA
| ErIL‘l 4121 E::I E:L‘l Fit)

Figure 24 : Dendrogramme avec une corrélation Pearson-UPGMA de profil
bactérien en ARISA des échantillons C18-0 a C21-0 et C18-3 a C21-3. Les
échantillons en rouge proviennent de patients contrdles au temps 0 mois (C18-
0 a C21-0), ceux en vert proviennent de patients contrdles au temps 3 mois
(C18-3 a C21-3). 60 % des patients recrutés obtiennent des profils avec un
pourcentage de similarité élevé aprés trois mois.

Les échantillons d’'un patient (C21-0 et C21-3) ont di étre enlevés de 'analyse car,
elles avaient trés peu de séquences dans leur échantillon. Chez trois patients sur
quatre (C17, C18 et C19), il y a une augmentation de I'abondance des
Proteobacteria au temps trois mois. Un patient sur quatre (C20) a une
augmentation trés prononcée de Bacteroidetes au temps trois mois (Figure 25). A
part pour I'apparition de Spirochaetes chez deux patients (C19 et C20) dans une
proportion d’environ 3 %, le microbiome de patients contréles ne change pas en
terme de richesse, mais bien en terme d’abondance. Pour la suite, il sera question

des différences au genre bactérien de ces patients contréles MPOC.
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Figure 25 : Abondance des phyla bactériens dans les échantillons de
patients MPOC controle a trois mois d’intervalle. Chaque couleur
correspond a un phylum bactérien retrouvé dans la légende. Le
microbiome semble évoluer dans le temps chez tous les patients.

Il semble y avoir une perte du genre Prevotella apres trois mois compensée par
une augmentation du genre Methylobacterium chez trois patients (C17, C18 et
C19) (Figure 26). Le patient C20 a une présence trés importante de
Porphyromonas et de Fusobacterium qui sont des genres bactériens la plupart du
temps impliqués dans les maladies parodontales [183]. D’aprés ces résultats le
microbiome de patients MPOC contréle change avec le temps. Cependant, dans
cette étude seulement un point a été utilisé pour comparer I'effet du temps.
D’autres études longitudinales devront étre faites en ajoutant beaucoup plus de
points dans le temps, par exemple deux expectorations par semaine pendant
quatre semaines afin de bien voir I'évolution dans le temps et écarter I'hypothese
du hasard dans ces échantillons. Ces résultats ne permettent pas de bien

confirmer I'hypothése qui était que le microbiome évolue dans le temps.
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Figure 26 : Abondance des genres bactériens dans les échantillons de

hY

patients MPOC controle a trois mois d’intervalle. Chaque couleur

correspond a un genre bactérien et les genres importants ont été identifiés.

Il'y a une augmentation du genre Methylobacterium aprés trois mois dans la
majorité des échantillons.




Conclusion

Cette étude avait pour but de comparer et d’étudier le microbiome de patients
atteints de maladies pulmonaires obstructives chroniques lorsque ceux-ci sont en
état stable comparativement a une période d’exacerbation. De plus, il a été
question de suivre dans le temps I'évolution du microbiome de patients MPOC
contrbles aprés un intervalle de trois mois, afin de mieux comprendre I'évolution du
microbiote. Des méthodes de profilages comme la DGGE et 'ARISA ainsi que le
séquengage de nouvelle génération ont été sélectionnées pour répondre a ces

questions.

Les méthodes de profilage sont bel et bien utilisables dans l'étude de la
biodiversité pulmonaire. La méthode de prédilection a utiliser selon cette étude est
la méthode ARISA. Cette méthode est beaucoup plus robuste et requiere moins de

manipulation de données rendant les analyses beaucoup plus objectives.

Le microbiome de patients MPOC en état stable est différent d’'un état exacerbé.
Chez trois patients sur huit, il y avait un débalancement de Proteobacteria du
genre Methylobacterium pour une augmentation de Firmicutes du genre
Streptococcus. L'inverse était aussi remarqué chez trois patients sur huit, soit une
présence importante des Proteobacteria en exacerbation. Un fait intéressant est
que le genre Methylobacterium tend a étre retrouvé avec une plus grande
abondance chez les patients fumeurs. Des études supplémentaires sont
nécessaires pour mieux comprendre le role de ce genre bactérien dans le

microbiome pulmonaire de patients MPOC.

Le pyroséquengage a permis de découvrir des genres bactériens comme
Prevotella, Methylobacterium et Veillonella dans les échantillons de patients
exacerbés. Des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre
leurs implications et les liens directs avec les exacerbations. En effet, ils ne sont

pas cités dans la littérature comme des agents importants dans les exacerbations.
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L’'implication des virus respiratoires dans les exacerbations n’a pas pu étre bien
étudiée. Leur détection a été quasiment nulle en exacerbation dans cette cohorte
sauf chez une patiente infectée par Influenza B. L’hypothése est que ces résultats
sont dus a un délai de visite beaucoup trop long avec une moyenne de sept jours
avant de se déplacer a [I'hopital lors de I'exacerbation. Un déplacement
directement chez le patient lors de symptédmes ressentis pourrait étre une solution

envisageable pour diminuer le délai pour les analyses de virus respiratoire.

De plus, la quantité totale de bactéries retrouvées en exacerbation ne varie pas
par rapport a I'état stable ou contrble. Ces résultats sont en accord avec les autres
études. En effet, la diversité semble étre beaucoup plus importante que la quantité

de bactéries pour causer une exacerbation.

Le microbiome de patients MPOC contréle évolue dans le temps. La majorité des
patients avaient un changement de microbiote avec une augmentation de
Methylobacterium au temps trois mois. Des études supplémentaires devront étre
faites avec beaucoup plus d’échantillonnage sur une période de temps plus courte

afin d’éliminer I'’hnypothése du hasard sur I'évolution du microbiome.
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Annexe
Tableau 2 : Amorces et sondes utilisées.

Microorganismes

— Cible Amorces et sondes Séquences
Bactéries
PAO1F CAG GTC GGA GCT GTC GTACTC
P. aeruginosa oprL gene PAO1R ACC CGA ACG CAG GCT ATG
PAO1 TM FAM-AGA AGG TGG TGA TCG CAC GCA GA
Hin-F CCG GGT GCG GTA GAATTT AAT AA
H. influenzae P4 Lipoprotein Hin-R CTGATTTTTCAG TGC TGT CTT TGC
gene Hin-TM FAM-ACA GCC ACA ACG GTA AAG TGT TCT ACG
Mor-F GTG AGT GCC GCT TTACAA CC
M. catarrhalis CopB gene Mor-R TGT ATC GCC TGC CAA GAC AA
Mor-TM FAM-TGC TTT TGC AGC TGT TAG CCA GCC TAA
Spn-F AGT CGT TCC AAG GTAACAAGT CT
S. pneumoniae Spn9082 (gene Spn-R ACC AACTCGACCACCTCTTT
fragment) Spn-TM FAM-TAC ATG TAG GAA ACT ATT TTC CTC ACA AA
Virus Cible Amorces et sondes Séquences
Assembly/Coat MS2 1 for GTC CAT ACC TTA GAT GCG TTAGC
MS2 phage protein MS2 1 rev CCG TTAGCG AAGTTG CTT GG
MS2 1 probe FAM-ACG TCG CCAGTT CCG CCATTG TCG
InfAfor GAC CRATCC TGT CAC CTC TGA
Influenza A M fragment InfArev AGG GCA TTY TGG ACA AAK CGT CTA
InfAprobe FAM-TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG
InfBfor TCC TCA ACT CAC TCT TCG AGC G
Influenza B XXXXX InfBrev CGG TGC TCT TGA CCA AAT TGG
InfBprobe FAM-CC AAT TCG A/ZEN/G CAG CTG AAA CTG CGG TG
RVSA-F GCT CTT AGC AAA GTC AAG TTG AAT GA
RSV A Nucleocapsid RSVA-R GCC ACATAACTTATT GATGTG TTT CTG
RSVA-TM FAM-ACA CTC AAC AAA GAT CAACTT CTG TCA TCC AGC
RVSB-F GAT GGC TCT TAG CAA AGT CAAGTT AA
RSV B Nucleocapsid RSVB-R TGT CAA TAT TAT CTC CTG TAC TAC GTT GAA
RSVB-TM FAM-TGA TAC ATT AAA TAA GGA TCA GCT GCT GTC ATC CA
5' untranslated HRV-F GTG AAGAGCCSCRTGTGCT
Rhinovirus region HRV-R GCT SCA GGG TTA AGG TTA GCC
HRV-TM FAM-TGA GTC CTC CGG CCC CTG AAT G
ADN-F GCC CCA GTG GTC TTACAT GCACATC
Adenovirus Hexon ADN-R GCC ACG GTG GGG TTTCTAAACTT
ADN-TM FAM-TGC ACC AGA CCC GGG CTC AGG TAC TCC GA
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1) Phylum

Proteobacteria

Firmicutes

Tenericutes

Chlamydiae
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2) Classe 3) Ordre 4) Famille 5) Genre et Espece
Gammaproteobacteria Legionellales Legionellaceae Legionella pneumophila
Pseudomonodales 1) Pseudomonodaceae Pseudomonas aeruginosa
2) Moraxellaceae Moraxella catarrhalis
Pasteurellales Pasteurellaceae Haemophilus influenzae
Xanthomonales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas maltophilia
Enterobacteriales Enterobacteriaceae Escherichia coli
Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus pneumoniae
Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus aureus
Mollicutes Mycoplasmatales Mycoplasmataceae Mycoplasma pneumoniae
Chlamydiae Chlamydiales Chlamydiaceae Chlamydophila pneumoniae

Figure 4 : Phylogénie des principales bactéries impliquées dans
la MPOC. La majorité des bactéries pathogenes impliquées dans la
MPOC se retrouve parmi les Proteobacteria soit, les Gram négatifs.




