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Chapitre | : Introduction

Le terme « amibe » (du grec amoibé qui signifieaxgformation ») regroupe un grand
nombre de protistes étudiés depuis leur découwerte les débuts du microscope. Les amibes
sont des étres vivants unicellulaires eucaryotegeanement classés dans le grand groupe des

protozoaires et ayant pour points communs : umadamiboide et un mouvement « rampant ».

Les amibes sont caractérisées par un corps cedludaformable émettant des prolongements de
forme changeante, les pseudopodes, qui leur pemi&té ramper sur un support ou de capturer

des proies microscopiques par phagocytose.

Ce sont pour la plupart des espéces libres vivastles eaux, les sols humides, mais certaines

peuvent étre a l'origine de pathologies diverses.

On distingue deux catégories d’amibes en fonct®fedr habitat :

- les amibes parasites survivent dans I'environnémmais s'y développent généralement
peu. Elles vivent et se développent essentiellerdans le tube digestif de diverses especes
animales (y compris 'homme), dans les pays trapicet tempérésEntamoeba histolytica, E.
dispan. Chez I'homme, la prévalence de ces protozoans®e considérablement dans les
différents groupes de population et est généralerégmitement liée aux conditions socio-
économiques. Les taux les plus élevés sont retsodaés des endroits dépourvus d'installations
sanitaires comme les égouts et l'eau potable. rivearque certaines amibes parasites ne
déclenchent pas de syndrome pathologique chez Ihdéh parlera alors préférentiellement de
commensalisme.

- les amibes libres ou telluriques sont totaleniedépendantes de 'homme et des autres
espéeces animales et donc capables de mener urienegisautonome dans le milieu naturel
(aquatique et sol humide). Certains genres sordldap d’amphizoidie, c'est-a-dire qu’ils sont
tant6t libres dans le milieu extérieur, tantét gédes chez I'animal ou 'homme en y induisant
une pathologie le plus souvent grave (cérébralglaoe, cutanée, auditive, sinusienne...). Dans

ce cas, elles ne sont jamais pathogénes par ingesiais par effraction, inhalation...
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Chapitre | : Introduction — I/ Le&canthamoebae

I/ Les Acanthamoebae

Les Acanthamoebasont des amibes trés largement répandues dangdenement. Ces
micro-organismes se présentent sous deux forneetrophozoite qui est métaboliquement actif
et le kyste qui est la forme dormante. Au fil dmges, le réle pathogéne dasanthamoebaeis-

a-vis de 'homme a été demontré et a pris de lirtgrece.

1/ Biologie desAcanthamoebae

La découverte descanthamoebasmonte a 1930, il s’agissait alors d’un contamirge
culture fongique d€ryptococcus pararoseufl]. Le potentiel pathogénique de ces amibega ét
mis en évidence pour la premiére fois sur des lesllténales de singe et sur des animaux de
laboratoire [2]. Dans les années 1970, elles s@uritds comme des agents responsables

d’encéphalite granulomateuse [3], puis de kérfdite

Les Acanthamoebasont des organismes eucaryotes et sont donc eéganen structures

complexes (Figure 1).

PSEUDOPOD-—-—-—IJ

FOOD VACUCLE

NUCLEUS

MEMBRANE
ECTOPLASM

Figure 1. Schéma de la structure d'une amibe

http://image.wistatutor.com/content/feed/u1330/Abwenew.png
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Chapitre | : Introduction — I/ Le&canthamoebae

Les principales structures des amibes sont lesustés [5]:

-les pseudopodes: pour la locomotion. Le mouvenoamactéristique produit par les
pseudopodes est appelé mouvement amiboide. krediti possible par la présence de deux types
de cytoplasme: l'ectoplasme qui a la texture d'eh et I'endoplasme granulaire qui est plus
fluide. L'ectoplasme, retrouvé en périphérie, agitpeu a la maniére d'un boyau d'ou jaillit
I'endoplasme vers I'extrémité du pseudopode ndis&endu a la périphérie, I'endoplasme
change d'état et se transforme en gel. L'ectoplalems la partie arriere de I'amibe reprend I'état
fluide et se transforme en endoplasme pour aliméat@ouvement (Figure 2).
http://simulium.bio.uottawa.ca/bio2525/notes/LeotBroaires.htm

, s //// //
'%;/17//

Figure 2: Mouvement amiboide
http://simulium.bio.uottawa.ca/bio2525/notes/LeotBzoaires.htm

-I'ectoplasme: couche superficielle vitrée

-'endoplasme: partie centrale de I'amibe

-la membrane cellulaire: délimite 'amibe

-la vacuole contractile: vacuole interne capablesdecontracter et d’expulser I'excés
d’eau hors de I'amibe. Cette vacuole est impliqieies la régulation osmotique.

-la vacuole alimentaire: vacuole responsable aigestion

-le noyau: organite central de I'amibe contenantmatériel génétique et régulant

I'expression des différents genes ainsi que lasitxt de la cellule.

Les Acanthamoebasont des amibes rondes ou ovales d’'un diametrE3dea 22.5um
[1]. Les trophozoites présentent des pseudopodgaré-3) et la forme enkystée, une double

paroi [1].

13



Chapitre | : Introduction — I/ LeAcanthamoebae

Figure 3: Acanthapodes d’un trophozoite 8Acanthamoebaen microscopie a balayage

[6]

2/ Ecologie de#Acanthamoebae

Les Acanthamoebasont naturellement présentes dans des environngrdemrs : mer,
sédiments océaniques [7], plages, eaux stagnamigses [8, 9], lacs [10, 11] mais aussi la
poussiere [12] et la terre [13] ou encore dans [-18]. Leur présence en Antarctique a méme
été démontrée [19] ainsi que dans le désert [2], IRF’agit véritablement de protozoaires

ubiquitaires.

Les Acanthamoebaent aussi été retrouvées dans des environnemeds par I'hnomme [22-25]
tels que les usines de production d’eau potabés réseaux de distribution d’eau potable, les
tours aéro-réfrigérantes [26, 27], les climatiseles piscines [28, 29], les bouteilles d’eau
minérale [30], I'eau distillée, mais aussi sur tEgumes [31], des instruments chirurgicaux, des
unités de soins dentaires [32] ou encore desliestile contact [33, 34].

Ces amibes sont régulierement mises en évidencelesmobpitaux [12, 35-37]. Leur présence a
méme été documentée par le passé au niveau d'aleitdglyse [38], dans les stations de lavage

des yeux.[39], ...
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Chapitre | : Introduction — I/ LeAcanthamoebae

3/ Phylogénie et classification

Au fil du temps, la classification des amibes auveap évolué. Elle était dans un premier
temps basée sur des critéeres morphologiques teld’apparence des kystes et la locomotion.
Puis I'essor de la biologie moléculaire a permigablir une classification plus précise basée sur

I'étude de différents genes (Figure 4).

[ Eukaryota ]
. Unikonta
—{__Ereviates
Variosea
— Acanthamoeba
—____ Balamuthia |
Archamoebes
Entamosba
{_ Stelamosbea ]
~——{_Cnisthokonta |
| Bikonta
E Masgleria |
Rhizaria
Cercozoa
—{ Hanlosponidia |
—{__Radiolaria |

Figure 4: Classification desAcanthamoebadasée sur des données génétiques

[40]
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Chapitre I : Introduction — I/ Le&canthamoebae

Le genreAcanthamoebappartient a la classe des Variosea elle-mémeseaadtians le
phylum des Amoebozoa.
En 1977, le genrdcanthamoebaa été divisé en 18 espéces différentes, incluamyelles
especes et subdivisant le genre en 3 groupes etidorde la morphologie et la taille des kystes
[41]. Cependant, une classification basée sur lphabogie des kystes ne peut pas étre fiable, en
effet, la morphologie des kystes change en fona®sconditions de culture [42, 43](Tableau I)
(Figure 5).

Tableau I: Classification desAcanthamoebae
[6, 44, 45]

Group | Group Il Group lll

A. astronyxis T7

. castellanii T4

A. culbertsoni T10

A. comandoni T9

. diviohensis

A. healyiT12

. stevensoni T11

A
A
A. echinulata A. griffini T3 A. jacobsi
A. pearcei T3 A. hatchetti T11 A. lenticulata TS
A. tubiashi T8 A. lugdunensis T4 A. palestinensis T2
A. mauritaniensis T4 | A. pustulosa T2
A. polyphaga T4 A. royeba T4
A. quina
A. rhysodes T4
A
A

. triangularis T4

Figure 5: Kystes dAcanthamoebaeeprésentant les différents groupes morphologiquels(a), 1l (b) et Ill (c)
[46]
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Chapitre | : Introduction — I/ LeAcanthamoebae

Les Acanthamoebasont le plus souvent classées en fonction de I'ARBS [47]. En
analysant plus de 50 souches issues des 3 différantphogroupes, 12 génotypes ont été
identifiés et nommeés T1 a T12 [48, 49]. Cette ma@maroche a été adoptée par d’autres groupes
ce qui a conduit a la mise en évidence de 3 nouvegaunotypes T13 a T15 [50-52], et plus

récemment un faroupe (T16) a été découvert [47].
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Figure 6: Arbre phylogénétique du genreAcanthamoebebasé sur une région de 1450 pb de 'ADNr 18S
[47]
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4/ Cycle réplicatif et enkystement

4.1Cycle réplicatif

De maniere comparable a de nombreuses autres sspacaibes libres, deux formes
cellulaires distinctes existent au cours du cyelelé@veloppement déganthamoebae
-une forme libre, métaboliquement active : le trapdite

-une forme résistante, metaboliquement inactieekybkte

Les trophozoites sont la forme majoritaire loesdas conditions de croissance sont
optimales: nutriments en abondance, pH neutre, desityre aux environs de 30°C et osmolarité
moyenne [5]. Le temps de génération varie d’'uratsall’autre de 8 a 24 heures durant lesquelles
le trophozoite subit de discrétes modificationdées sur le cycle cellulaire. Le cycle de
réplication de ces amibes est asexué et se prpduifission binaire, donnant lieu a 2 amibes

« filles » génétiquement identiques (Figure 7).

DAUGHTER
NUCLE|

 NUCLEAR
s MEMBRANE FSEUDOPODIA

BBl .
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“TELOPHASE

Figure 7: Cycle réplicatif des amibes

http://www.tutornext.com/help/nuclear-fission-aniina-video
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4.2 Enkystement

Lorsque les conditions environnementales devienmgfavorables, les trophozoites
induisent leur transformation en kyste via un psscs d’enkystement [53, 54] (Figure 8).
L’enkystement peut également survenir apres uneeplie croissance. Il s’accompagne de
changements morphologiques, biochimiques et d'dantiasement du cycle cellulaire. Le
trophozoite devient métaboliquement moins acti§ afrondit, son volume cellulaire diminue et

il se condense en un kyste avec une double pahei,une carapace.

L’enkystement se déroule en 3 phases sous contndieyau :
- le processus commence par une étape de pré-enlygteni intervient au bout de 4 a 6
heures,
- puis la synthese de la paroi débute et dure de 2@ &eures. La paroi externe est
synthétisée en premier puis aprés une courte [@oparoi interne se met en place,
- dans un 3temps, le kyste entre dans une phase de « dormaiaiedure de 2 a 7 jours.

Linitiation de I'enkystement est donc restreinteeaviron 30 minutes durant lesquelles le

trophozoite perd sa mobilité et prend une formeésgbe.

A B

Mitochondria [ .

-\rf'.-
Ay

- - ; -
Nucleus \\l - Yo
2

=

5 um ‘ Trophozoite form ‘ M

Figure 8: A/ Trophozoite dAcanthamoebasous microscope a contraste de phase. B/ Kysté&danthamoebaen
MET

[5]
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Lors de I'enkystement le diametre de I'amibe dingiraonsidérablement, la souche Neff
perd 65% de sa surface et 80% de son volume [&6&htcau noyau, il perd 40% de son volume et
le nucléole 75%. Une expulsion d’une partie dehieomatine périphérique est aussi observee. |
est important que le noyau et le nucléole restenttfonnels durant I'enkystement car méme
apres l'induction de ce processus, la synthése tfA&Bt poursuivie a un faible niveau (Figure 9,
Figure 10).

Les modifications les plus visibles se situent axeau de la paroi cellulaire. Le trophozoite se
condense en une structure ronde et synthétise anoé ¢ellulaire complexe qui mature en une
double paroi, composée d'un ectokyste et d’'un eystek

L’ectokyste apparait en premier, avant méme queellale devienne totalement ronde. Il mesure
250-300 nm d’épaisseur, présente également uneheod®Environ 30-40 nm compacte et
fibreuse [56]. L’ectokyste est composé de protéatate polysaccharides.

L’endokyste mesure 200-300 nm d’épaisseur et estposé de fines fibrilles formant une
matrice granuleuse ainsi que de cellulose.

Les deux enveloppes superposeées, et séparées papare d’environ 100 nm, se raccordent en
certains points formant des orifices ou ostioletu@s par un opercule. C’est a partir de ces
points que progresse I'enkystement.

Des vésicules provenant de l'appareil de Golgirébé leur contenu a la surface de la
cellule afin de former la double paroi du kyste][SZette méme étude a montré que la cellulose
synthétisée par I'amibe proviendrait du métaboligtas sucres. L'analyse de ces carbohydrates
réveéle la présence majoritaire de galactose etldeoge ainsi que de faibles quantités de
mannose et de xylose [58].

Le kyste mature de la souche Neff est composé pBuie cellulose, 1/3 de protéines, 8%
de minéraux, 5% de lipides, le reste des composdg plus ou moins bien identifié [53]. La

composition des kystes varie selon I'espece atlatse considérée [59].

Les kystes sont trés résistants et peuvent restbles durant de nombreuses années [60]. Sous

cette forme, la dissémination des amibes dansifemrement est aussi facilitée.
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Figure 9: Coupe transversale d'une amibe en coursehkystement aprés 15h en tampon d'enkystement
[55]

Le cytoplasme dense contient un grand nombre deedetties de lipides (L), des mitochondries sphérgy(M) ainsi
gue des autolysosomes (A). Le cytoplasme formeatdtements a chaque ostiole (1-6), il y a des medations des
vésicules de Golgi (fleches) au niveau de la membpdasmatique. La paroi du kyste est composéectei¢hes, un
ectokyste (Ex) et un endokyste (En) qui forment dpercules (0) sur les ostioles. Des débris célkda(AC)
dérivant des autolysosomes sont également présents.

N : noyau ; n: nucléole ; * : vésicule d'eau a elspr

X 7620
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@

e N % 5
Figure 10: Amibe enkystée aprés 46h en tampon d'epktement

[55]

Un nucléole (n) avec une gouttelette dense eseptétans le noyau. Les gouttelettes de lipidesofit)atteint la
périphérie sous la membrane plasmatique. Les Mésiclexpulsion d’eau (WEV) et les structures agmmsont les
seuls éléments qui restent libres.

A : autolysosomes ; M : mitochondrie ; fleches uigelettes issues des mitochondries

x 18600

Récemment, une nouvelle forme de résistance a étéitel induite par un stress

chimique: les pseudokystes [61, 62].

Les pseudokystes apparaissent lorsque des tropé®zzont incubés avec différents produits
chimiques (méthanol, acétone, DMSO) a de faiblegeotrations (0.1% a 10%). Ce phénomene
a également été observé avec le propyléne glycopraduit utilisé dans certains désinfectants
pour lentilles de contact [62].

Les cellules s’arrondissent et se détachent deuttace d’adhésion. Ce phénoméne dose-
dépendant est également influencé par la températtipres 2 heures d’incubation, une

membrane simple, lisse et épaisse est observdhlswrface du pseudokyste. Les pseudokystes
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ne sont pas capables, méme apres 7 jours d’incumbddins ce milieu, de se transformer en kystes
avec une double paroi. lls doivent au préalablasser par la forme trophozoite.

La simple membrane observée sur les pseudokystenmposee d’'une fine couche fibrillaire
semblable a du glycocalyx. Cette membrane meswieo@n80-100 nm d’épaisseur et est soit en
contact direct avec le plasma soit via une finerimembrane de 10 nm.

Deux types de pseudokystes matures ont été obsgragsMicroscopie Electroniqgue a
Transmission (MET) : les premiers avec une membiaasmatique lisse laissant passer les
électrons et les seconds, denses aux électrorspyagenembrane rugueuse.

Apres 2 heures d’incubation en solvant, la membdesepseudokystes est seulement composée
de mannose et de glucose contrairement aux kystaeges dont la membrane est plus complexe

(mannose, glucose, galactose, N-acetylglucosanhiNeagetylgalactosamine) (Tableau II).

Tableau II: Réactivité des enveloppes de surface sl&ystes et pseudokystes ltanthamoebaspp. a différentes

lectines
[61]

Reactivity of surface envelopes of cysts and pseudocysts of Acanthamoeba spp. with various lectins.

Lectin Carbohydrate specificity Exocyst | Endocyst | Pseudocyst
Concanavalin A a-glucose, mannose + + +
Griffonia simplicifolia lectin |a-N-acetylglucosamine/a-galactose + - -
Wheat germ agglutinin N-acetylglucosamine + + -
Ricinus communis galactose/N-acetylgalactosamine + - -
agglutinin |
Peanut agglutinin galactosyl-B-N-acetylgalactosamine + - -
Dolichos biflorus agglutinin a-N-acetylgalactosamine + - -
Lens culinaris agglutinin a-mannose/a-glucose + + -
Soyabean agglutinin a/B-N-acetylgalactosamine + - -

Il a également été mis en évidence l'absence désgion d'une protéine spécifique de
'enkystement CSP21 [63] lors de la formation desyulokystes. Néanmoins, I'expression de 2
celluloses synthétases (CSI et CSll) intervientsdanformation des kystes et des pseudokystes
[61].

Les pseudokystes se sont avérés moins résistéate@peérature, au pH et a la dessiccation que

les kystes matures, mais plus que les trophozoites.
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4.3 Désenkystement

Les kystes possedent des pores nommeés ostiolesequblent servir a monitorer les
changements environnementaux. Lorsque les conditiedeviennent favorables, les kystes se
transforment en trophozoites.

Dans un premier temps, la vacuole contractile re¢wisible et se déplace vers la paroi.
Le trophozoite se sépare alors de I'endokyste agddibrement dans la paroi du kyste. Le
trophozoite poursuit alors son désenkystement, épare totalement de la paroi du kyste,
développe a nouveau des acanthapodes et reprengcdernle division (Figure 11).
Ce phénomeéne serait rendu possible par la sécrgtémoce par les kystes de 2 protéases, une

cellulase et une chitinase [64].

Figure 11: Les différentes étapes du désenkystemettitA. culbertsoni
(1) Kyste mature
(2) Pré-émergence
(3) Emergence du trophozoite
(4) Kyste vide
http://protist.i.hosei.ac.jp/PDB/Images/Sarcodinardh/03.html

Les études d’inhibition des sérines protéases nsepéae Dudley ont montré que ces
protéases jouent un role particulier dans la dffiération dA. castellanij aussi bien dans les
mécanismes d’enkystement que dans le désenkystergenteffet, le désenkystement est
clairement inhibé quand les kystes sont incubés reiieu PYG en présence de
phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) ou de siRNA enfierant avec les ARNm de la sérine
protéase SubSP [65].
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4.4 Les facteurs induisant I'enkystement

Plusieurs facteurs sont responsables de ce pracabsukystement, le manque de
nutriments en est une des raisons principales.ttdpegrande densité de cellules peut aussi étre a
l'origine de cette métamorphose, mais aussi dedittons de pH ou d’'osmolarité détectées par
des récepteurs transmembranaires. Des facteursgcigstels que des inhibiteurs de la synthese
de I'ADN (fluodeoxyuridine, mitocine C), des mitamidries, ou de la synthése protéique

(érythromycine, chloramphénicol) peuvent aussi pguer I'enkystement [66-68].

5/ Nutrition des amibes

Les Acanthamoebase nourrissent de micro-organismes présents susudaces, dans
différents environnements et aussi a l'interfacieeehair et I'eau. Des structures épineuses ou les
acanthapodes peuvent aussi étre utilisés pourreaptes particules alimentaires, qui sont le plus
souvent des bactéries, mais aussi des levuremouas protistes.

Les Acanthamoebasont dépendantes de la pinocytose et de la phegecyour obtenir des
nutriments, processus nécessitant de I'énergie.phagocytose est une forme particuliere
d’endocytose alors que la pinocytose est un prasassn spécifique, continu chez les cellules en
croissance, permettant d’internaliser de grandesntiés de milieu et de solutés via une
invagination de la membrane (Figure 12).

Concernant la phagocytose, il existe une taillenogde pour la formation de vésicules,
déterminée grace a des billes de différents diandfr.3 a 2.7um) [69]. Les éléments plus petits
sont accumulés a la surface jusqu’a atteindre aitie suffisante pour étre phagocytés ensembles
dans une vésicule. S’en suit alors la formationptlagosomes dans le cytoplasme, qui sont
fusionnés avec des lysosomes afin de digérer legrmants.

Le turn-over de la paroi descanthamoebaest d’environ 10-50% par heure ce qui est bien
supérieur a la majorité des autres cellules [7], 71

Les Acanthamoebagyeuvent aussi étre cultivées de fagon axéniquest-@-dire en

absence de bactérie mais en milieu de culturduegouvent, du PYG (Peptone Yeast Glucose).
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Figure 12: Microscopie a balayage montrant la “boube” d’un phagosome
[72]
La surface de I'amibe est parsemée de multiplesthapodes, certains entourant des levures (Y)fleeses
indiquent deux levures en cours d’ingestion
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6/ Pathologies humaines

Les Acanthamoebapeuvent étre responsables de plusieurs pathologezsI’lhomme, les
deux plus fréquentes étant la kératite amibiendemtéphalite granulomateuse (Figure 13). On

trouve également quelques cas d’amibiases cutanées.

Acanttiamosba spp.
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Figure 13: Cycle de vie desicanthamoebae
http://www.cdc.gov/parasites/acanthamoeba/bioldgy.h

6.1La kératite amibienne

Décrite au début des années 1970, la kératite anmibiest devenue une pathologie assez
frequente. Il s’agit d’'une inflammation de la caepné@ccompagnée de douleurs intenses, pouvant
aller jusqu’a la cécité (Figure 14). Le facteurdméinant dans cette pathologie est le port de

lentilles de contact associé a un contact avetzda tontaminée.

Il s’agit d’un processus multifactoriel :

-port prolongé de lentilles de contact,

-manque d’hygiéne,

-mesures de nettoyage des lentilles inappropriées,
-formation d’un biofilm sur les lentilles,

-exposition a de I'eau contaminée par deanthamoebae.
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Ciliary body

Vitreous gel

Ciliary body

Figure 14: Anatomie de I'ceil

[5]

L'infection d’'un ceil par desAcanthamoebaeprovoque une rupture de la barriere
épithéliale, une invasion du stroma par le pathegénivie d'une déplétion des kératocytes et
induction d’'une intense réaction inflammatoirdgiire 15). Il s’en suit une nécrose du stroma
[73, 74]. La destruction des kératocytes passeuparapoptose, un phénoméne de nécrose mais
aussi l'activité phagocytaire du parasite [75].

Figure 15: Kératite amibienne
[76]
A : kératite avec une infiltration circulaire
B : kératite avec de multiples infiltrats circulesr
C : kératite avec une suppuration quasi-totale
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Les trophozoites sont capables d’adhérer a la goiagité des lentilles de contact grace a
la présence d’acanthapodes, de lobopodes et gmdiés. Les kystes sont également capables
d’adhérer aux lentilles, préférentiellement auxtillas souples, plus riches en eau mais leur
attachement est inferieur a celui des trophozoites.

Il semble que I'adhésion soit augmentée lors du ges lentilles par la présence de molécules
telles que des saccharides (mannose, glucosetagdac), des protéines, des glycoprotéines,
lipides... et ce, des 30 minutes de port des lestjB&, 77-80].

La formation d’un biofilm est une étape critique ltilefection. Ce biofilm se forme suite a une
contamination bactérienne de la lentille et/oual®dite de rangement, ce qui est tres fréquent.
Une étude a révélé que 83/102 systémes de rangatadentilles étaient contaminés par des
bactéries, sur ces 83 positifs, 7 étaient égalenrdattés par de#dcanthamoebag34]. Le
biofilm joue un rdle aussi bien dans I'adhésiori’@mibe a la lentille que dans sa nutrition.

Il semble que I'état général de la cornée soitiausdacteur déterminant dans I'acquisition de
l'infection. En effet, une étude a montré que d@siaux avec une cornée intacte ne contractaient
pas d’infection apres un contact avec une lentifiectée [81].

La présence d’'un traumatisme de la cornée paraittaht plus importante dans les cas de kératite
chez les non-porteurs de lentilles. Dans ce casyfiit d’'une exposition a de l'eau, de la
poussiére ou de la terre contaminées [82, 83].&timeée plus récente a également montré que les
kystes ne sont pas capables d’adhérer directeméantcarnée, ils doivent se transformer en
trophozoites avant d'initier I'infection [84].

Le premier cas de kératite amibienne a été diagnesen 1973 sur un homme porteur
d’un traumatisme oculaire et exposé a de I'eauaromée. Dans les premiers temps, il s’agissait
d’infections rares mais les kératites amibiennesose multipliées de part I'essor des lentilles de
contact et I'amélioration du diagnostic. En effiels porteurs de lentilles ont 80 fois plus de
risques de contracter cette infection que les rameprs [85, 86]. Il y a environ 125 millions de
porteurs de lentilles dans le monde et ce nombresesaugmentation [87]. L'incidence des
kératites liées auAcanthamoebawarie selon les régions du monde, elle est de 8088 10 000
a Hong Kong, 0.01 pour 10 000 aux USA [88], 0.1arpt0 000 en Angleterre [89] ou encore de
1.49 pour 10 000 en Ecosse [90, 91]. Ces chiffeesefietent pas la distribution géographique
des Acanthamoebaenais sont plutdt dus aux comportements, a la tiétede I'infection ou
encore aux facteurs environnementaux responsabieson de la croissance de ces amibes

(salinité, dureté de l'eau...).
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Le diagnostic clinique de la kératite amibiennesh’gas toujours facile et passe parfois
pour une kératite bactérienne, virale ou encorgitpre. Il passe donc par la reconnaissance des
symptdmes mais aussi la mise en évidence des amibes
Cette infection peut étre traitée par cryochiruimieencore grace a un traitement chimique a base

de biguanide associé a de la diamidine.

6.2 L’encéphalite granulomateuse amibienne (GAE)

Les Acanthamoebadu groupe T4 sont majoritairement responsablesette infection. Il
s’agit d’'une infection rare mais a l'issue prestugours fatale. Dans la majorité des cas, la GAE
touche les personnes immunodéprimées, sous traitemenunosuppresseur ou abusant des
stéroides. Le principal probleme lié a la GAE astlisponibilité plus que limitée de traitements,
en effet, dans 90% des cas cette infection s’anémgelle. L’examen post-mortem de cerveaux
infectés révele un cedéme séveére ainsi que desseédneémorragiques associées a une irritation

des méninges et de I'encéphale (Figure 16).

Figure 16: Section d'hémisphéres cérébraux avec dagcroses corticales et sub-corticales. Cas fatad GAE

[6]
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Il existe deux voies de contamination possible,l@iaez ou le sang. Chez 'lhomme, les
cas de contamination par dasanthamoebasont le plus souvent sanguins alors que pour les
Naegleriaspp. la voie nasale est majoritaire [2].

Il est admis que ledcanthamoeba@euvent passer par la voie respiratoire, ce cuuiinune
invasion des vaisseaux alvéolaires suivie par @sgge dans le sang du pathogéne. Des lésions
épithéliales peuvent aussi créer une porte d’emig¥e le sang, sans passer par le systéeme
respiratoire. Les amibes passent alors ensuitari@be hémato-encéphalique et se développent
dans le cerveau [92].

Concernant la voie nasale, les amibes colonisépithiélium nasal et migrent le long de la fibre
nerveuse jusqu’a envahir le bulbe olfactif [93,.94]

L’infection cérébrale est assez rapide et peut fatide en quelques jours a quelques semaines.
Les Acanthamoebaspp. peuvent aussi étre responsables d’infectiorsystéme nerveux central
chez les singes, les ovins, les bovins, les chevi@sxkangourous mais aussi les oiseaux, les

amphibiens, les reptiles ou encore chez des inwesé

Il semblerait que cette pathologie soit responsdél&.55 pour 10 000 décés de personnes
infectées par le VIH aux USA, ce qui pour 1996 éspntait 6 déces liés a une GAE [95]. Ce
chiffre peut sembler faible néanmoins, le nombrecdse de GAE est surement beaucoup plus
important dans d’autres pays ayant un climat tapiavorisant la présence des amibes et des
activités d’extérieur. Les cas de séropositifs #d ®taient estimés en 2007 a 40-45 millions dans
le monde ce qui représente un grand nombre de swmlaotentiels, d’autant plus que dans les
pays en développement, I'acces aux traitementseasstimité. Il est cependant difficile d’évaluer
exactement le nombre de déces par an attribuabl@sGAE de part le manque d’expertise et

globalement de systeme de santé dans de nombrgsix pa

Les symptdmes observés sont ceux d’'une ménindiéetiause : maux de téte, fievre,
modification du comportement, hémiparésie ou encdéthargie, aphasie, nausées,
vomissements...

Le diagnostic est difficile a établir du fait de dareté des cas et des symptdmes compliqués
pouvant faire penser a d'autres pathogénes. Il pedidire par résonance magnétique ou encore
par tomographie montrant alors les Iésions cérésbral

Il n'existe pas de traitement recommandé dans lsuneeou la majorité des diagnostics se font

post-mortem. En effet, ces amibes sont peu sessile composés chimiques anti-amibiens, de

plus, ces composés sont incapables de passerikrddremato-encéphalique.
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Les traitements utilisés sont une combinaison dmcké@azole, fluconazole, sulfadiazine,

amphotéricine B, azithromycine ou encore rifampcin

6.3L’amibiase cutanée

L’amibiase cutanée est caractérisée par des nodutéss ulcérations de la peau. Chez les
individus en bonne santé, ces infections sont rerelemeurent limitées. En revanche, chez les
individus immunodéprimeés, ces infections peuvenhstituer une porte d’entrée vers la
circulation sanguine pour les amibes, ce qui peoirales conséquences létales.

L’examen des |ésions révele la présence de trojiteszet de kystes amibiens méme si de prime
abord, cela ressemble a une infection causée pelnampignon, un virus ou encore une bactérie.
Le diagnostic peut se faire par marquage au « @abrowhite », immunofluorescence, PCR ou

encore isolement direct de I'amibe. Il n’existe dartraitement recommandé, le plus souvent les

patients sont traités par application d’itraconazml de kétoconazole.

6.4 Les autres pathologies liees aukcanthamoebae

Les Acanthamoeba@nt aussi été mises en évidence a partir de différtypes de
prélevements physiologiques et/ou cliniques : éavitasales [96-100] et de nombreux autres
prélevements provenant de patients [4, 76, 101-:103]

Au Brésil, suite a I'observation occasionnelle dibes dans des échantillons d’urines par
un laboratoire d’analyses clinique de microbiolpgiae étude a été menée sur des patients
hospitalisés en soins intensifs. L'urine de 200gpéi$ porteurs de cathéter urinaire a été prélevee
et analysée afin de détecter la présence d’ami@@echantillons (26%) ont permis d’isoler des
AcanthamoebaelLa présence de ces amibes est difficile a exptiqu¢éanmoins, les bactéries
peuvent servir de nourriture aux amibes, qui peuedies-mémes protéger les bactéries des
traitements antibactériens, des désinfectants gimsidu systeme immunitaire du patient, et ce,
particulierement sous la forme enkystée [101].

Dans une autre étude [102], descanthamoebaeont été isolées chez des patients

immunodéprimés avec des symptdmes de pneumonigrdsence d’amibes a été détectée dans
deux broncho-aspirations de patients sous antiiafhe, et dans deux lavages broncho-

alvéolaires de patients avec une déficience raspiea

Chez les patients immunodéprimeés, les infectiodca@anthamoeba@euvent toucher la
peau [104], les os [105]. Des cas de rhinosinj&@é, 107], de kératite [108-110], d’otite [111,
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112], de vasculite [113, 114] ou encore d’endophigl[115] ont été décrits chez des patients
souffrant de SIDA.
Des cas d’'infection &canthamoebant également été reportés chez des patients ayant

subit une transplantation de poumon, rein ou fbie&{121].
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ll/ La désinfection desAcanthamoebae

Un des problémes majeurs liés a I'évaluation d#itacité des biocides sur des micro-
organismes est d’évaluer les différences de résutthtenus ainsi que leur impact. Ceci est
d’autant plus vrai dans le cas des protozoairesgptl n’existe a ce jour pas de méthode de
référence standardisée comme pour les bactériesairus. Les méthodes utilisées, notamment
dans le cas des kystd$Acanthamoebaesont tres variables. Le choix des souches teskges,
composition du milieu de culture utilisé pour l@issance des trophozoites ou I'enkystement, le
mode de préparation des kystes et leur age ouefeonéthode utilisée pour évaluer la viabilité
des kystes apres traitement sont autant de vasiablerendre en compte ce qui rend plus que
complexe la comparaison des différentes études 1282
De plus, l'effet d’'un biocide peut varier en forti de la formulation associée, ce qui a été
particulierement démontré en ce qui concerne ledyits de désinfection des lentilles de contact
[126]. La plupart des études publiées s’intéresaalat désinfection de&canthamoebagraitent
plus particulierement des biocides utilisés daratire de la désinfection des lentilles de contact
et du traitement de I'eau potable (Tableau I, [€ab X).

1/ Les biocides chimiques

1.1Les biocides cationiques

Ce sont des molécules chargées positivement gse éimant sur les membranes chargées
négativement des micro-organismes provoquent dptiras de cette membrane [127]. Les
biocides cationiques sont trés répandus notamnaaTd lés savons et pansements antimicrobiens,
les bains de bouche, produits pour les cheveuxnhoare les désinfectants de surface [128]. Les
biguanides (principalement la chlorhexidine (CH&)le polyhexamethylene biguanide (PHMB))
sont utilisés a faible concentration dans les ptedpour lentilles mais aussi a plus forte
concentration dans le cadre du traitement de latik&ramibienne. Les ammoniums quaternaires
ont été moins étudiés du fait qu'’ils sont trés nehes comme désinfectants de surface et comme
conservateur.

Les trophozoitesl’Acanthamoebaespp., A. castellanij A. polyphagaet A. culbertsoni
sont sensibles a de faibles concentrations de @HIB%-0.006%) [129-132].
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Des formulations d’ammoniums quaternaires sontcatis contre différents trophozoites
d’Acanthamoebaeais n'ont pas été testées contre des kystes.[133]

Les biocides cationiques sont en général efficaoeses trophozoites mais pas contre les kystes
ce qui s’explique par la présence de cellulose tangaroi [134].

L’efficacité de ces biocides sur les kystes varignd étude a l'autre, par exemple les
kystes dA. polyphageont été décrits comme résistants a une solutioGHié durant plus de 2
jours [130] alors qu’une autre étude les a décotmme trés sensibles a des solutions contenant
egalement de la CHG méme sur une courte incubHtRi]. Ces différences de résultats peuvent
s’expliquer par l'importance de la formulation, effet, la CHG 0.005% additionnée de
thimerosal 0.001% et/ou d’'EDTA 0.1% semble efficaogrtre les kystes [135, 136]. Le PHMB a
etée deécrit comme efficace aussi bien sur les tropites que sur les kystes de diverses
Acanthamoebaaotamment isolées de kératites [137-142] aloesdpifaibles concentrations de
ce méme composé (0.00005%) et d’ammonium quatesdd.055-0.001%) ont été décrites
comme inefficaces suk. castellanij A. polyphagaet A. culbertsoni[129-131, 135, 143]. Ces
concentrations trés basses correspondent a célisgas dans les produits de décontamination
pour lentilles de contact. Plusieurs études ontai#ré que certaines de ces solutions ne sont pas
efficaces contre les kystes aux temps de contachmmandés par les fabricants [144-146]. En
2007, aux Etats-Unis est apparue une épidémie aaitkéqui a été reliée a l'utilisation d’un
produit a base de PHMB (0.0001%) présentant un&aeffé limitée contre les kystes
d’Acanthamoebafl47]. Une étude comparant 'efficacité de ce piibd d’autres produits a base
de biguanides et de CHG a démontré qu’aucun dbéioeiles n’était efficace contre les kystes
d’A. castellanij A. polyphageet d’A. hatchettiméme aprés 24h d’incubation [126]. Le chlorure
de benzalkonium a 0.04% est efficace contre lgshtipoites et les kystesAd’ castellanii[135,

141, 142] et dA. polyphaga[142]. Des concentrations plus faibles (0.003%-0%Yp se sont
avérees inefficaces contre les kystes [129, 13P), dl8rs que Turneet al. avaient démontré que

la concentration minimale efficace contre les kyst@. castellaniiétait de 0.004% [134].

1.2Les composés halogéneés

Le chlore, I'iode et le brome sont des composésd#alés largement utilisés pour leur
action biocide. Une fois dissous dans de I'eau, amaposés liberent des espéeces réactives
possédant un fort pouvoir désinfectant. Leur mddetin n’est, a ce jour, pas tout a fait €lucidé,
néanmoins, 'oxydation semble étre leur principalde d’action [128]. La teneur en composés

organiques et inorganiques de I'eau influenceitaffité de ces composés dans la mesure ou ils
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réagissent avec ces molécules. Le pH est égalamea¥iEément critique, en effet, entre pH 4 et 7,
la forme majoritaire pour le chlore est HOCI qui Bsspéce la plus biocide, c’est dans cette
gamme de pH que le produit sera le plus actif.doaperature influence également 'efficacité de
ces composes, une tempeérature froide entrainandiomeution de I'activité biocide.

Les trophozoites é&canthamoebaexposés a 5 mg/ml de chlore voient leur taille
diminuer, 90% sont perméabilisés et le taux deltimtracellulaire augmente [148]. Il a
également été démontré que 99.9% de ces cellulesomeplus cultivables apres traitement,
suggérant qu’environ 10% sont donc viables car penméabilisées mais non cultivables. Une
observation en microscopie électronique permetailela condensation des cellules, la perte des
pseudopodes et la modification des organellesstejlee les mitochondries et le noyau [148].
Difféerentes études ont montré linefficacité du arel sur les kystes Atanthamoebaeux
concentrations les plus frequemment utilisées tEmseseaux d’eau (1-5 ppm) [149, 150]. Les
kystes dAcanthamoebaent toujours été décrits comme résistants a de fwncentrations de
chlore, 100 mg/l durant 10 minutes [151] ou encbée mg/l durant 18 heures [152] sont
inefficaces.

Les faibles concentrations de brome et d'iode galegnent une efficacité limitée sur les
kystes dAcanthamoebaspp. Une étude récente a démontré que la povidalée seule ou en
formulation inhibait la croissance des trophozoitBdcanthamoebaspp, la concentration
inhibitrice 50% varie selon les souches testée®0da 370 ppm pour la povidone iodée seule et
de 60 a 195 ppm pour la formulation [153]. Une aéfiude a montré que la povidone iodée avait
une efficacité tres variable en fonction de la $@ud’Acanthamoebapp. testée [154]. Diluée en
eau, une concentration comprise entre 0.031 et2@0@st nécessaire pour inactiver les
trophozoites de la souche la plus sensible, il2auta 5% pour la plus résistante. Concernant les

kystes, la concentration active varie entre <0.25%10% [154].

1.3Les agents oxydants

Bon nombre des biocides utilisés sont des agentdants: dioxyde de chlore, ozone,
peroxyde d’hydrogéne ou encore acide peracétiqWA)PTous ces produits liberent des
molécules actives réagissant avec la surface dkgeseet qui sont potentiellement capables
d’entrer dans les cellules causant des dégatemsibles. Ces agents sont utilisés dans quasiment
tous les domaines nécessitant un contrble de I& fioicrobienne : traitement des eaux de

boisson, antisepsie, désinfection de surface oarerstérilisation de matériel [128].
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Le dioxyde de chlore est un puissant agent oxydanncipalement utilisé pour le
traitement de I'eau potable ou sous forme de gazdaf réaliser des fumigations. Un traitement
sur lesAcanthamoebaest efficace apres 30 minutes a une concentrdaatioxyde de chlore de
3 mg/L [133]. En revanche, I'activité contre lestgs dA. polyphagaest limitee méme aprés 60
minutes & 5 mg/L [155], de plus, I'injection en tian dans des canalisations d’eau de 0.5 mg/L
ne permet pas l'inactivation compléte des amibd@edi [149].

L’ozone est principalement utilisé dans le tragetnde I'eau mais aussi pour des volumes
d’air limités. Il ne possede pas ou peu d’activiigiduelle et est peu efficace a faible température
Il a été démontré que I'ozone est efficace a umeeatration de 0.4 a 0.5 mg/L dans 'eau sur les
kystes dAcanthamoebgeexcepté suA. polyphagaCCAP 1501/3a [156]. Les effets sur les
kystes dA. polyphagaont été confirmés par d’autres études, ce traitémenpermet pas
d’inactiver les kystes méme aprés 2 heures desmnaint [155]. L'ozone permet de diminuer
considérablement le nombre de kystes d’amibes dessusines d’'eau potable, néanmoins

I'absence d’activité résiduelle permet la croissaties amibes aprées traitement [149, 157].

Les formulations a base de peroxyde d’hydrogéast détés utilisées pour la désinfection
des lentilles de contact, leur efficacité surAeanthamoebaest trés documentée [131, 136, 142,
145, 158, 159]. L'efficacité dépend du type de folation mais également du temps de contact
[158]. Deux études ont montré qu’un produit conténd% de peroxyde d’hydrogéene était
inefficace sur leAcanthamoebaspp. avec un contact recommandé de 30 minutes [GH.
Des temps de contact plus long (6 a 24 heures) songénéral recommandés pour les
formulations a 3% sur le&canthamoebaegn fonction du produit et de la souche testés][126
L’efficacité contre les kystes peut étre augmept@ieaddition de iodure de potassium ou d’autres
peroxydases [161]. Sous forme de gaz, le peroxideltbgéne semble efficace contre les kystes

d’A. polyphageet A. castellanii[162].

L’acide peracétique est trés actif et présente aokon rapide sur divers micro-
organismes a de faibles concentrations [128]. LeAPdst efficace sur les trophozoites
d’Acanthamoeba@prés 2 heures a une concentration de 15 mg/lt, Ipewkystes, il faut 150
mg/L durant 18 heures. En formulation, les tropfitezo dA. polyphagasont tués aprés 30

minutes mais il reste des kystes viables apresRdelk de traitement [163].
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1.4Les aldéhydes

Trois principaux aldéhydes sont utilisés comme rdéstants : la glutaraldéhyde,
I'orthophtalaldéhyde (OPA) et le formaldéhyde [128hez les bactéries, ces produits agissent en
dénaturant les protéines et en inhibant la syntdéd8ADN, ’ARN et d’autres macromolécules.
De par sa structure, I'OPA doit avoir une meillepémétration dans les micro-organismes [128].

Peu de données sont disponibles concernant I'effecaes aldéhydes sur les amibes. La
glutaraldéhyde a 2% semble peu active sur les egtes dA. polyphagaapres une incubation
de 30 minutes a 2 heures [163]. Une autre étudergrénque 10% de formaline était efficace
contre les kystes A. castellaniien 30 minutes [159].

1.5Les alcools

L’éthanol et le n-propanol sont tres utilisés comdésinfectants et antiseptiques. Leur
principal mode d’action est de former des liaisbgdrogene entre les protéines, menant a une
perte de structure, de fonction et une coaguldfi@B]. La concentration optimale est située entre
60 et 70% , au dela, les protéines externes sagubdes mais il N’y a pas de pénétration du
produit dans la cellule [128].

Les produits contenant 20% d’alcool isopropyliquants efficaces contre les kystesAd’

castellaniiapres plusieurs heures d’exposition [129, 159].

2/ Les biocides physiques

2.1Les hautes températures

Il est admis que les protozoaires ne résistenapasempeératures élevées (>100°C) et aux
temps de contacts prolongés utilisés pour la désioh et la stérilisation notamment pour le
matériel médical [164]. Des températures plus &slint une efficacité variable en fonction de
'espece considérée. D’aprés Tureeral., les trophozoites &. castellaniisont inactivés par 30
minutes a 46°C alors qu’une température de 56°Cnésekssaire pour les kystes [134]. Il a
également été démontré que les kystés dastellaniine survivent pas a 5 minutes a 65°C [159]
alors qu’une autre étude montre que les kystas cfistellaniiet d’A. polyphaganécessitent une

exposition de 10 minutes a une chaleur humide A€ @our étre inactivés [160]. Dans le cas des
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Acanthamoebapp. thermotolérantes, ces mémes conditions rigoasrsuffisantes pour inactiver
totalement les kystes [151].

2.2Les ultraviolets (UV)

Les UV sont fréquemment utilisés pour la désintectie I'eau; il y a néanmoins peu de
données disponibles concernant leur efficacitdesiamibes libres. Une étude a décrit le mode
d’action des UV sur les amibes et a démontré gaddanthamoebapp. étaient trés résistantes
aux UV [165]. Les UV semblent étre efficaces unigeat sur les trophozoites [166]. En
revanche, les kystesAtanthamoebapp. sont résistants a une exposition aux UV-6&a72nm,

1.1 mJ & cm? [167], les kystes &. castellaniisont eux capables de résister aux UV-B (800 mJ
cm?). Une autre étude a montré une réduction de #4 kg les kystes &. polyphagaaprés une
exposition & 40 mJ cM[168], ce qui indiquerait une différence de seiligihen fonction des
souches et des especes étudiées. L'efficacité aitertrent aux UV semble améliorée en

association avec un inhibiteur de la réparationAl2N [169].
2.3Les radiations gamma

Les radiations gamma sont utilisées pour la stétibn et la désinfection dans un grand
nombre d’applications : boissons, nourriture, prtedgpharmaceutiques, médicaux... Ce sont
d’'importantes sources d’énergie possédant une bpgnétration et ayant un pouvoir biocide
rapide [128]. Les kystes A castellaniisont résistants a 2.5 kGy d’irradiation gamma [1&9]

qui suggere que les amibes possedent un bon syd&néparation de I’ADN.
2.4 Les autres traitements

De nombreux autres traitements existent et sontitdédans la littérature. Les
trophozoites et kystes de plusieurs souch@satithamoebasont tués par 3 minutes au micro-
onde [170]. La cryothérapie peut également éfifeség pour traiter in vitro et en clinique les
kystes dAcanthamoebapp. mais n’est pas totalement efficace méme gpéseurs cycles
rapides de congélation a environ -100°C [171, 172)es cycles répétés de
congélation/décongélation ont également une effiedienitée sur les kystes A. castellanii(5
cycles -160°C/45°C]159].
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Tableau llI: Sensibilité desAcanthamoebaespp. aux biocides

[173]
B.'OC'.deS Composeés halogénés Agents oxydants
cationiques
Chlore Brome lode Dioxyde de Ozone 'Peroxyqe AC',d?
(Cl) (Br,) (I,) chlore (05) d'hydrogéne peracétique
(ClOy) (H20,) (PAA)
M M M M
Alcools Aldéhydes Traitements physiques
Ethanol Isopropylique  Formaldéhyde Glutaraldéhyde OPA Chaleur Ultraviolets Radiations Autres
(Uv) Gamma

F F M M M M/H M M/H

F : faible résistance ; M : résistance moyenne hBlute résistance
La sensibilité aux biocides variant grandementrséds souches Acanthamoebada méthode utilisée et les biocides considérésyé&adtats

sont des moyennes.

Un tableau plus complet est disponible en anneabl€hu X).
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l1I/ Interactions avec les autres micro-organismes

Les Acanthamoeba@euvent contenir différents endosymbiontes teks des virus, des
levures ou encore des bactéries dont certaingsbimbgenes pour ’lhomme.
Différentes études ont également montré que ldering des micro-organismes pathogénes vis-
a-vis des amibes est le reflet de leur virulenag pes humains et/ou les animaux [174, 175].

1/ Les virus

1.1Les Mimiviridae

Les Acanthamoebasont connues pour héberger le plus gros virusicom@ Mimivirus
(Figure 17). Il s’agit d’une particule de 400 nroyparable a la taille d’'un mycoplasme. Ce virus
possede un ADN double-brin et se développe dansdasthamoebaeson génome est composé
de 1.2 million de paires de bases comprenant U308 genes codant pour des protéines [176,
177].

Le Mimivirus constitue un mystere de I'évolutiom effet, la taille et la complexité de son
génome le placent a mi-chemin entre les virussebiganismes cellulaires. Sa découverte a mené
a la proposition d’'une nouvelle famille de virdes Mimiviridae

Ce virus semble capable de provoquer des infectes@ratoires chez ’lhomme mais aussi chez
la souris [177-179].

Capsid Inner Membranes
Fibrils
Core

* 1.2 million bose pairs

« ~911 protein coding genes

* additional genes (inc. ami | IRNA t
sugar, lipid, and amino acid metabolism)

UW

400nm

acanthamoeba
polyphaga mimivirus

Figure 17: Schéma de structure du Mimivirus

www.uniprot.org/taxonomy/212035
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Dans un second temps, un virus assez semblablaelemént été isolé, cette fois d'uAe
castellaniiprésente dans le réseau d’eau d’'un systeme detiglatian [180]. Ce virus s’est avéré
avoir un génome encore plus grand que celui du Mios et a ét¢é nommé Mamavirus (2
millions de paires de bases). Il a également é& eni évidence que ce virus était lui-méme
infecté par un autre virus : Sputnik.

Le second nouveau virus de petite taille (50 nan@aést 18 000 paires de base) est capable
d'infecter Mamavirus et Mimivirus lors de leur pbade réplication, en infectant directement le

site de multiplication de ces virus géants damsiba appelé «usine a virus».

Cette infection d'un virus par un autre virus estmecanisme totalement inédit. De plus, cette
infection a un effet pathogéne sur les virus géaatst la croissance se ralentit. Il est alors

possible d'observer des formes anormales.

De fagon intéressante, le génome de Sputnik estasaique de genes provenant de virus qui
infectent les trois domaines du vivant : les euaty, les bactéries et les archaebactéries
illustrant le transfert de genes entre les virusee différents mondes. Cette découverte ouvre
ainsi des perspectives sur I'évolution des génoritasx et plus largement sur I'évolution des

especes vivantes.

1.2 Les Marseilleviridae

D’autres virus ont également été découverts comamiddrseillevirus, avec un génome
plus petit que le Mimivirus (368 kpb) pour un diareed’environ 250 nm [181].
Un autre virus, le Lausannevirus, trés proche ggumé&mnent du Marseillevirus, a été mis en

evidence dans des prélevements d’eau de la Saimeq@ature amibienne [182].

1.3 Coxsackievirus

Des études ont montré que lsanthamoebapouvaient jouer un rble dans la survie et la
transmission des virus Coxsackie et plus préciséndun virus B3. L'utilisation de
'immunofluorescence a montré une adsorption dwsvia la surface des amibes et leur
accumulation dans les amibes. La survie du virumsbse indépendante de la réplication et de
'enkystement def\canthamoebaénfectées. De plus, les amibes infectées peuvieéter du
virus lors d’interactions avec les macrophages huosnd.es Acanthamoebagourraient donc

jouer le r6le dans la survie du virus mais ausssdaa transmission a ’lhomme [183].
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1.4 Adénovirus

Une étude ayant recherché la présence d’Adénodans 236 amibes potentiellement
pathogenes, isolées dans les sources aux iles i€anar mis en évidence la présence
d’adénovirus dans 34 amibes par PCR. D’aprés ceséds, les amibes peuvent étre considérées
comme un réservoir potentiel d'adénovirus ce quir@ot leur permettre de transmettre ces virus

a ’'homme ou a d’autres especes [184].

1.5Les autres virus

D’autres études ont montré que les trophozaltdsanthamoeba@’étaient pas capables
d’adsorber le poliovirus ou le virus de la stongatiesiculaire. De plus, aprés enkystement dans
un milieu contenant ces deux virus, les kystesamtiennent pas de virus. Le virus de la polio ne
semble pas s’accumuler ni en surface ni a l'intgridesAcanthamoebaenéme aprés 21 jours
d’incubation. Concernant les echovirus, ils peusentixer a la surface des amibes et persister de
52 a 75 jours. LeAcanthamoebasemblent donc jouer un réle de transporteur dassitvie des
echovirus [185, 186].

2/ Les levures

Cryptococcus neoformangeut étre phagocyté et se répliquer a lintérieas
Acanthamoebae&onduisant a la mort de I'héte. Une soucheGdeneoformansdépourvue de
capsule ne peut, quant a elle, pas survivre larsalincubation avec des amib€s.neoformans
comme plusieurs champignons, est capable de pedeaila mélanine. Cette mélanisation permet
la protection contre les amibes ce qui suggeére apse caractéristiques pourrait permettre la
virulence vis-a-vis des mammiféres et aussi laisutans les amibes et les champignons [5, 187,
188] .

3/ Les protozoaires

Les Acanthamoebasont capables d’internaliser jusqu'a 6 oocyste€myptosporidium
par trophozoite. L'élimination de ces oocystes damsilieu est trés lentécanthamoebaemble
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donc jouer un réle de transporteur et facilitetréamsmission d€ryptosporidium[189]. Il en va
de méme pour les oocystesTmxoplasma gond{i190].

4/ Les bactéries

L'intérét de linfection des amibes par des bae®riremonte principalement a la
découverte dd_egionella pneumophiladans les amibes, dans les années 1980. Suite a des
épidémies de Maladie du Légionnaire, des investigatont mis en évidence I'association entre
L. pneumophilaet les Acanthamoeba@lans les réseaux d’eau et de nombreuses ingiaHati
propices au développement des amibes.

Par la suite, de nombreuses autres interactioms dat bactéries et léganthamoebaent été
mises en évidence. A ce jour, un tres grand nordérbactéries survivant a la phagocytose par
les amibes ont été recensées. Les amibes peuvemtdbbte pour les bactéries pathogenes et
potentiellement pathogenes pour ’lhomme ou descespanimales.

Environ 25% des souchesAtanthamoebaésolées en clinique ou dans I'environnement sont
infectées par un endosymbionte [191]. Dans plusieas, une amibe était méme porteuse de
deux endosymbiontes bactériens [192]. Il sembldéeégent que les amibe isolées de tour aéro-
réfrigérantes soient plus souvent infectées parbdeséries (55%) que les amibes provenant

d’environnements naturels (7.5%) [27].

Plusieurs types de relations entre les amibessdidetéries ont été décrites, I'amibe peut étre un
réservoir dans lequel la bactérie se multiplie @nl&tre un « cheval de Troie » dans lequel la
bactérie ne se multiple pas mais survit uniquemieaimibe peut également jouer un role de
vecteur dans ce cas, la bactérie est adsorbéswafaae. Il est parfois difficile d’établir queltes

le lien entre la bactérie et I'amibe.

Globalement, 'amibe permet a la bactérie résistaet croitre a I'abri. Certaines de ces bactéries
sont également capables de résister a I'enkystedesnamibes, leur permettant ainsi de résister a

un environnement délétére comme la présence dalbjquar exemple [152, 193, 194].

Nombre de ces bactéries sont reconnues comme ga®gour 'homme commie.
pneumophilaEscherichia col(O157H7),Klebsiella pneumonigale nombreuses mycobactéries,
Pseudomonas aerugings8taphylococcus aureusu encoreVibrio choleraeet Yersinia pestis
(Tableau 1V).
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Il a été établi que leAcanthamoebapouvaient servir de réservoir pour pneumophila
ainsi que pour d'autres pathogénes humains [195].dmibes peuvent également jouer un réle
dans la propagation et la distribution ldegionellaspp. dans les réseaux d’eau ainsi que dans
l'infection humaine [196], en effet, certainesgionellapeuvent survivre et se multiplier (x1000)
dans les amibes libres. Les hommes pourraient tt@rariquement étre infectés par I'inhalation
de vésicules ou d’amibes contenant ces bactéri#.[Les amibes enkystées peuvent protéger
les bactéries des effets du chlore [152]. De ples, vésicules remplies degionellapeuvent
étre générées par une expositioAadinthamoebapp. aux biocides [197] ce qui peut protéger les
bactéries contre I'action des biocides. Ce phénenpaurrait expliquer la difficulté d’éliminer
les légionelles des réseaux d’eau [198].

De nombreuses descriptions d’interactions entreateibes et les mycobactéries ont été
faites. Mycobacterium leprae été la premiére mycobactérie décrite survivamsdes amibes,
sans multiplication bactérienne ni lyse amibient®@9]. Il a également été monirévitro que les
mycobactéries peuvent croitre dans les amibes [@00he coculture amibienne a permis d’isoler
une nouvelle espéceMycobacterium massiliense d’'une expectoration de patient [201]. La
plupart des mycobactéries comiviechelonaeet M. abscessusont capables de survivre dans les
kystes d’amibes [202]. Il est également documeni® M. avium peut se multiplier dans les
trophozoitesd’A. castellanii Cette croissance intra-amibienne permettrait ghiaenter la
virulence des mycobactéries vis-a-vis d’autres amjibd’'une lignée cellulaire épithéliale
intestinale ainsi que des macrophages [200]. Laag#pdeM. aviuma coloniser l'intestin et a se
répliquer dans le foie et la rate du modéle mutiitisé pour l'infection aM. avium serait
également augmentée [200]. La croissance intratanmib deM. aviumserait aussi responsable
d’'une augmentation de la résistance a certainbiatitjues tels que la rifabutine, I'azithromycine

et la clarithromycine [203].

Certaines especes bactériennes interagissantesamibes mais ne figurant pas dans la liste des
especes bactériennes pathogenes « CCL3 universblieg par 'Agence de Protection de
'Environnement (http://lwww.epa.gov/safewater/cdfgireport_ccl3_microbes_universe.pdf)
sont considérées comme potentiellement pathogeames,ce soit a cause de quelques cas
d’infections rapportés ou de fortes présomptiongesda des preuves indirectes (sérologies
positives, détection par PCR) (Tableau V). C'estds notamment des nouvelles especes de

Chlamydiae
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En effet, ces dernieres années, des bactériesemppas auxhlamydiaeont été mises en
évidence dans des interactions avec des amibesmids@hlamydialike, ces nouveaux micro-
organismes semblent étre des pathogénes émergsstsan chez 'homme que chez I'animal.
Dans la mesure ou il s’agit de bactéries souveiées deg\canthamoebaet pour lesquelles, a
ce jour, peu d'informations sont disponibles, nausns choisi d’étudier leurs interactions avec
les amibes du genré&canthamoebhaNous nous sommes également intéressés a l'une des
Chlamydiales les plus connues Chlamydia trachomatis afin d’avoir des éléments de

comparaison pour I'étude de deklamydialike.
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Tableau IV: Interactions des bactéries pathogénesvac les amibes libres (espéces bactériennes recess#gans la liste des micro-organismes pathogénespiée par
I’Agence de Protection de I'Environnement,

http://www.epa.gov/safewater/ccl/pdfs/report _ccl3 merobes universe.pdf

[204, 205]
Bacterial species Described interaction with protoza Threat list References

Emerging CDC NIAID Food & HHS

Infectious notifiable bioterror Water Select

Diseases agents Pathogens  Agents
Achromobacter xylosoxidans Co-culture and cell lysis (Ap Linc AP-1) [206, 207]
Acinetobacter baumannii Co-culture without cell lysis (Ap Linc AP-1, Ac ATTC30010) X [207, 208]
Acinetobacter calcoaceticus Co-culture without cell lysis (Ap Linc AP-1) X [207]
Acinetobacter haemolyticus Co-culture (Ac ATCC 30010) [208]
Acinetobacter johnsonii Co-culture (Ac ATCC 30010) [208]
Acinetobacter junii Co-culture without cell lysis (Ap Linc AP-1, Ac ATTC30010) [207, 208]
Acinetobacter Iwoffii Co-culture (Ac ATCC 30010) [208]
Acinetobacter radioresistens Co-culture (Ac ATCC 30010) X [208]
Aeromonas caviae IC survival (Ac ATCC 30234) [209]
Aeromonas hydrophila IC survival (Ac ATCC 30234) [209]
Aeromonas veronii IC survival (Ac ATCC 30234) [209]
Bacillus cereus IC multiplication (Ap Linc Ap-1) X X [207, 210]
Bacillus licheniformis Co-culture Naegleria fowleriHB-1, Ac ATCC 30010) [208, 211]
Bacillus pumilus Co-culture (Ac ATCC 30010) [208]
Bacillus subtilis Co-culture without cell lysis (Ap Linc Ap-1) [207]
Brevundimonas diminuta IC multiplication (Ap Linc Ap-1) [210]
Brevundimonas vesicularis Co-culture without cell lysis (Ap Linc Ap-1) [207]
Burkholderia cepacia IC multiplication (Ap Linc Ap-1), IC survival (Ap ACC 50372) X [212, 213]
Burkholderia pseudomallei IC survival Acanthamoeba astronyx@CAP 1534/1) X X X [214]
Campylobacter coli IC multiplication (Ap Linc Ap-1) [215]

Campylobacter hyointestinalis

IC multiplication (Ap Linc Ap-1)

[215]
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Campylobacter jejuni
Campylobacter lari
Chlamydophila pneumoniae

Chromobacterium violaceum

IC multiplication (Ap Linc Ap-1)

IC multiplication (Ap Linc Ap-1)

IC survival (Ac ATCC 30234)

Co-culture with complete cell lysis (Ap Linc-Ap1)

Chryseobacterium meningosepticunmCo-culture with partial cell lysis (Ap Linc-Apl)

Citrobacter freundii

Coxiella burnetii

Delftia acidovorans
Edwardsiella tarda
Enterobacter aerogenes
Enterobacter amnigenus
Enterobacter cancerogenus
Enterobacter cloacae
Escherichia col{includ. 0157H7)
Francisella tularensis
Hafnia alvei

Helicobacter pylori
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Kluyvera cryocrescens
Legionella anisa

Legionella feeleii

Legionella hackeliae
Legionella longbeachae

Legionella oakridgensis

Legionella pneumophila
Legionella rubrilucens
Listeria ivanovii

Listeria monocytogenes

IC survival (Ac ATCC 30234), co-culture (Ac ATCC @D0)
IC survival (Ac ATCC 30234)

Co-culture with partial cell lysis (Ap Linc-Apl)

IC survival (Tp)

Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Ap1l)

Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Apl)

Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Ap1)

IC multiplication (Ap Linc Ap-1), IC survival (Ac ACC 30234), co-culture (Ac ATCC 30010)

IC multiplication (Ac, Ap), IC survival (Tp)
IC multiplication & IK survival (Ac ATCC 30234)
Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Ap1)
IC survival (Ac)
IC survival (Ac ATCC 30234), co-culture without tbisis (Ap Linc-Apl)
IC survival (Ac ATCC 30234), co-culture without tisis (Ap Linc-Apl)
Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Ap1l)
IC multiplication (Tp, Ac ATCC 3@) Ap Linc-Ap1l)
IC multiplication (Tp), Co-culti(Acanthamoeba culbertsoni)
IC multiplication (Tp)
IC multiplication Acanthamoebap., Tp)
IC multiplication (Tp)

IC multiplication & IK survival (more than 20 FLApgcies*)
Co-culture (Ap)

IC survival (Ac ATCC 30234)

IC multiplication (Tp), IC survival (Ac ATCC 30234)

[215]

[215]

[216]

[207]

[207]

[193, 208]
[217]

[207]

[193]

[207]

[207]

[207]

[19382010]

[218, 219]
[220]

[207]

[221]

[193, 207]
[193, 207]
[207]

[37, 222-224]

[222, 225]

[222]

[226, 227]
[222]

For a review see [228]

[229]
[230]
[230-232]
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Listeria seeligeri

Listeria welshimeri
Methylobacterium mesophilicum*
Morganella morganii
Mycobacterium abscessus

Mycobacterium avium

Mycobacterium bovis
Mycobacterium chelonae
Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium gordonae
Mycobacterium kansasii
Mycobacterium leprae
Mycobacterium malmoense
Mycobacterium marinum
Mycobacterium mucogenicum
Mycobacterium peregrinum
Mycobacterium porcinum
Mycobacterium scrofulaceum
Mycobacterium simiae
Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium szulgai
Mycobacterium ulcerans
Mycobacterium xenopi
Ochrobactrum anthropi
Pantoea agglomerans
Pasteurella multocida
Porphyromonas gingivalis
Prevotella intermedia

Providencia alcalifaciens

IC survival (Ac ATCC 30234)

IC survival (Ac ATCC 30234)

Co-culture and cell lysis (Ap Linc-Apl)
Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Apl)
IC & IK survival (Ap Linc-Ap1)

IC multiplication (Ac ATCC 30234 & CCAP 1501/1B, Apnc-Apl & CCAP 1501/3B,

Dd AX2, Tp ATCC 30202), IK survival (Ap ATCC 308®&Linc-Ap1)
IC & IK survival (Ac CCAP 1501/1A)

IC & IK survival (Ap Linc-Ap1)

IC multiplication (Ac ATCC 30234), IC & IK survivalAp Linc-Apl)
IC & IK survival (Ap Linc-Ap1), co-culture (Ac ATCC30010)

IC multiplication (Ac ATCC 30010), IC & IK survivalAp Linc-Apl)
IC survival @Acanthamoeba culbertsoATCC 30171)

IC & IK survival (Ap Linc-Ap1l)

IC multiplication (Ac ATCC 30234, Dd AX2), IC & Iksurvival (Ap Linc-Apl)

IC & IK survival (Ap Linc-Ap1l)

IC & IK survival (Ap Linc-Ap1)

IC & IK survival (Ap Linc-Ap1l)

IC multiplication & IK survival (Tp ATCC 30202)
IC & IK survival (Ap Linc-Ap1l), IC survival (Ac)
IC & IK survival (Ap Linc-Ap1), IC survival (Ac)
IC & IK survival (Ap Linc-Ap1l)

IC survival (Ac, Ap)

IC multiplication & IK survival (Ap Linc-Ap1), co-alture (Ac ATCC 30010)
Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Apl)
Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Ap1)

IC multiplication (Ap ATCC 50372)

IC multiplication (Ac ATCC 30234)

IC multiplication (Ac ATCC 30234)

Co-culture with partial cell lysis (Ap Linc-Apl)

[230]
[230]
[207]
[207]
[202]
[200, 202, 233]
[234-237]
[238]
[202]
[200, 202]
[37, 202, 208, 224]
[175, 202]
[199, 239]
[202]
[200, 202, 240]
[202]
[202]
[202]
[234]
[202, 241]
[202, 241]
[202]
[241, 242]
[37, 224, 243]
[207]
[207]
[244]
[245]
[245]
[207]
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Providencia rettgeri
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Rahnella aquatilis
Ralstonia pickettii
Rhodococcus equi
Rhodococcus erythropolis
Rothia dentocariosa
Salmonella typhimurium
Serratia ficaria

Serratia marcescens
Serratia plymuthica
Serratia proteamaculans
Shigella boydii

Shigella dysenteriae

Shigella sonnei

Staphylococcus aureMRSA)

Stenotrophomonas maltophilia

Streptococcus pneumoniae

Tatlockia micdadei
Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus
Yersinia enterocolitica
Yersinia pestis

Yersinia pseudotuberculosis

Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Apl)

IC multiplication (Ap ATCC 30461Echinamoebap.)

IC multiplication (Ap Linc-Ap1)

Co-culture with cell lysis (Ap Linc-Ap1, Ac ATCC 810)
Co-culture with partial cell lysis (Ap Linc-Apl, AGTCC 30010)
Co-culture and cell lysis (Ap Linc-Apl)

IC multiplication (Ac,Naegleria lovaniensi6a TCC 30808)
Co-culture (Ac ATCC 30010)

Co-culture (Ac ATCC 30010)

IC multiplication (Ap Linc Ap-1)

IC multiplication (Ap Linc-Ap1)

Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Apl)

Co-culture with complete cell lysis (Ap Linc-Ap1)

IC multiplication (Ap Linc Ap-1)

Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Apl)

Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Apl)

IC multiplication (Ac ATCC 30234)

IC multiplication (Ac ATCC 30234 & 30010)

IC multiplication (Ap), IK survival (?)

Co-culture with complete cell lysis (Ap Linc-Ap1)

IC multiplication @A. polyphagd.inc-Ap1)

IC multiplication & IK survival (Ap Linc Ap-l, Ac,Hv, Tp, A. culbertsoniH. cantabrigiensis
IC multiplication & IK survival (Ac ATCC 30234 Naegleria gruberil518/1e)
Co-culture (Ac ATCC 30234)

IC survival (Ac ATCC 30234)

IC survival Hartmannella rhysodés

Co-culture without cell lysis (Ap Linc-Apl)

[207]
[246, 247]
[210]
[207, 208]
[207, 208]
[207]
[248]
[208]
[208]
[210]
[249]
[207]
[207]
[210]
[207]
[207]
[250]
[250, 251]
[252, 253]
[207]
[210]
[222, 254]
[255, 256]
[257]
[193]
[258]
[207]
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Ac: Acanthamoeba castellanii

Ap: Acanthamoeba polyphaga

Dd: Dictyostelium discoideum

Hv: Hartmannella vermiformis

Tp: Tetrahymena pyriformis

* Liste des amibes permettant la croissancéegionella pneumophilaAcanthamoeba castellanidicanthamoeba culbertsgrAcanthamoeba
griffini, Acanthamoeba lenticulataAcanthamoeba palestinensiAcanthamoeba royreh@&canthamoeba polyphagBalamuthia mandrillaris
Dictyostelium discoideumEchinamoeba exundanddartmannella cantabrigiensisHartmannella vermiformis Naegleria australiensjs
Naegleria fowlerj Naegleria jadinj Naegleria lovaniensjsNaegleria gruberj Platyamoeba placidaSaccamoebapp., Vahlkampfia jugosa
Vexillifera spp.,Willaertia spp.

** Now “ Legionella micdadéi

IC: Intra cellulaire

IK: Intra kyste
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Tableau V: Interactions de bactéries potentiellemenpathogenes avec les amibes (especes bactériemm@srecensées dans la liste des micro-organismeshgzgenes
publiée par I'Agence de Protection de I'Environnemat)

[204]

Bacterial species Described interaction with protozoa References
Alpha Proteobacteria

Agrobacterium tumefaciens IC multiplication (Ap ¢-iAp1) [210]

Boseasp.
Bradyrhizobium sp
Rasbo bacterium

Roseomonas gilardii

Gamma Proteobacteria

Aeromonas eucrenophila
Aeromonas salmonicida

Legionella Like Amoebal Pathogens
Pseudomonas mendocina

Klebsiella variicola

CFB group bacteria
Chryseobacterium indologenes

Sphingobacterium multivorum

High GC% Gram+

Kocuria kristinae

Mobiluncus curtisii
Mycobacterium bohemicum
Mycobacterium goodii
Mycobacterium immunogenum
Mycobacterium lentiflavum

Mycobacterium mageritense

Co-culture (Ap Linc-Ap1, Ac ATCC30010)
Co-culture (Ap Linc-Ap1, Ac ATOCRD)
Co-culture (Ap Linc-Apl, Ac ATCAB)0
Co-culture (Ac ATCC30010)

Partial cell lysis (Ap Liap1)
IC multiplication (Ap Lincip

IC multiplicat{garious FLA species depending on LLAP isolatesici@red)

IC multiplication (Ap Lind-)Ap
Complete cell lysis (Ap LingB)

Co-culture and celslyAp Linc AP-1)
IC multiplication (Amt-Apl)

Co-culture (Ac ATCC 30010)
IC multiplication (A. culbertadAl & others Acanthamoelspp)
IC & IK survival (Ap LiA&1)
IC & IK survival (Ap Linc-ApP1
IC & IK survival (Apd-#P1)
IC & IK survival (Ap lasAP1)
IC & IK survival (Ap ¢iAP1)

[229, 259, 260]
[37, 224, 229, 260]
[37, 224, 229, 260]
[37, 224]

[210]
[210]
[261-263]
[210]
[210]

[207]
[210]

[208]
[264]
[202]
[202]
[202]
[202]
[202]
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Mycobacterium septicum IC & IK survival (Ap Lin&8) [202]
Mycobacterium tusciae IC & IK survival (Ap Linc-AP [202]
Bacilli

Staphylococcus pasteuri IC multiplication (Ap Lipl) [210]

Ac: Acanthamoeba castellanii

Ap: Acanthamoeba polyphaga
Dd: Dictyostelium discoideum

Hv: Hartmannella vermiformis

IC: Intra cellulaire

IK: Intra kyste
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IV/ Les Chlamydiales

On doit la premiere description @hlamydiaea Halberstaedter and von Prowazek, en
1907, apres avoir observe la transmission d'urhtmae d’'un homme a un orang-outang en

grattant son épithélium conjonctif.

1/ Description desChlamydiales

Les Chlamydiales sont des bactéries intracellulaires obligatoirkesyr cycle de
réplication passe donc systématiquement par I'tidfieal’'un héte eucaryote. Elles possédent
un cycle de développement caractéristique en déasgs et bien connu aujourd’hui grace
notamment a I'analyse microscopique de BedsonaidBau début des années 1930 [265]. Ce
cycle complexe, unique au sein du monde bactéesinune caractéristique commune de la

plupart des espéces bactériennes appartenantdeeldesChlamydialegFigure 18).

eplthellal
cell

elementary

body (EB) ® nucleus

inclusion

reticulate
body (RB) © Y. Pannekoek

Figure 18: Cycle de développement degShlamydiae

www.chlamydiae.com/docs/biology/biol _devreg.asp

Les corps élémentaires (EB) sont en rouges eblgs ¢éticulés (RB) en division sont en rose.
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Une cellule hote est infectée par la phagocytosa du plusieurs corps élémentaire(s)
(EB) qui sont ensuite internalisés dans les vésgcdlendocytose. La fusion phago-lysosome
est inhibée ce qui permet leur différenciation erps réticulés (RB), de plus grande taille et
métaboliquement actifs. Ce sont alors les RBs @uidiwisent par fission binaire, leur
accumulation conduit a la formation de vésiculgseties « inclusions ». Dés la°2@ure, la
population des inclusions devient hétérogene camios RBs se transforment en EBs.
L’inclusion grossit progressivement jusqu'a I'éetaent de la cellule qui permet ainsi la
libération de nombreux EBs dans le milieu.
Les EBs (environ 0.3 a 0.6 um) et les RBs (envirpm) de la plupart deShlamydiaesont
coccoides bien que certainehl@nydialike nouvellement identifiées présentent des EBs
allongés, en forme de batonnet ou encore d’étd2d,[266, 267].
Le rdle principal des EBs, infectieux, semblaldetes spores est de survivre en dehors d’'une
cellule héte. Les EBs sont trés bien adaptés anvitomnement extracellulaire, longtemps
réputés metaboliquement inactifs [268], il a éténtrd que les EBs sont en fait capables de
capturer des acides aminés [269]. lls posseded tres condensé [268], une membrane
externe et une membrane interne, parfois sépaesampespace périplasmique. Les EBs sont
Gram négatifs Chlamydiaceage Simkaniaceae ou Waddliaceag ou Gram variable

(Parachlamydiacegeet tres denses aux électrons contrairement awsx RB

2/ Phylogénie et classification deShlamydiales

Jusque récemment, I'ordre d€hlamydialesétait constitué d’'une seule famille (les
Chlamydiaceae et d'un seul genreChlamydig [270]. En 1980, les "Approved Lists of
Bacterial Names" citent deux espéces au sein due @dtamydia: Chlamydiatrachomatiset
Chlamydiapsittaci [271]. Les souches déhlamydiatrachomatisse caractérisaient par une
accumulation de glycogene au sein des inclusioparefeur sensibilité a la sulfadiazine alors
que les souches dehlamydiapsittaci n'accumulaient pas de glycogene et, généralement,
résistaient a la sulfadiazine [272-274].

En 1989, Graystoret al. proposent la nomenclature @hlamydiapneumoniaepour des
souches isolées de I'ceil, du pharynx et de l'appagspiratoire de I'homme [275]. Ces
souches ressemblaient a cellesGidamydiapsittaci par I'absence de glycogéne au sein des
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inclusions et par leur résistance a la sulfadiazirmutefois, elles s'en distinguaient par la
morphologie de leurs EBs, par leurs propriétéggéanitgues et, surtout, par la composition de
leur ADN (les hybridations ADN - ADN réveélent eneir 10% d’homologie enti@hlamydia

pneumoniaet Chlamydiapsittaci).

De nombreux travaux avaient révélé qQblamydia psittaci était trés hétérogéne et la
réorganisation de cette espece a débuté en 1992ff&n en avril 1992, Fukushi et Hirai
proposent la nomenclature @lamydiapecorumpour des souches isolées de ruminants et
responsables de pneumonies, de polyarthrites, ébbatomyélites, de diarrhées et
d'avortements. L'individualisation de cette noww@spece repose sur les homologies ADN -
ADN, sur la valeur du G + C %, sur l'analyse degnents de restriction de I'ADN et sur la
séquence du germmpl(ouompA codant pour la protéine majeure de la membratermex
[276].

Les espécesChlamydia trachomatis Chlamydia pecorum Chlamydia pneumoniae et
Chlamydiapsittaci se caractérisent par la présence d'un antigenenaanet par de grandes
homologies de séquence des ADNr 16S ce qui judéfie regroupement dans une méme
famille, la famille deChlamydiaceag277].

Au sein de cette famille, I'analyse de l'espacerg@nique 16S-23S (environ 232 pb) et du
domaine | (environ 620 pb) de I'ARNr 23S mettentégidence l'existence de deux lignées.
La premiere comprend I'espeChlamydiatrachomatiset la deuxieme comprend les autres
especes.

La "lignée trachomati$ est constituée de 3 groupes génomiques correapbrad I'espece
Chlamydia trachomatis (souches d'origine humaine), a un génomospecg®upant les
souches proches deéhlamydiatrachomatis mais isolées du porc et a un génomospecies
correspondant aux souches proche€damydiatrachomatismais isolées de la souris et du
hamster. Dans la "lignée ndarachomati$ 6 groupes génomiques ont été mis en évidence :
Chlamydia pecorumy Chlamydia pneumoniaeet 4 génomospeciesClilamydia psittaci
souches d'origine aviair&;hlamydia psittaci souches d'origine félingzhlamydia psittaci

souches responsables d'avortemen@hé&mydiapsittacisouches isolées du cobaye)[277].

A partir de 1995, deux nouveaux groupes bactérigmsarentés aukhlamydiae ont
éte décrits : le "micro-organisme Z" isolé de cuwdtucellulaires [278] et leCandidatus

Parachlamydia acanthamoebae" regroupant des soudbeliges d'amibes [279].
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Ultérieurement, en 1999, une bactérie isolée duorten bovin (la souche WSU 86-1044),
d'abord considérée comme une rickettsie, a étééplatans I'ordre de€hlamydiales
Toutes ces bactéries ont des ADNr 16S dont leseségg présentent entre 80 et 90% de
similitude avec les ADNr 16S des représentantsadarhille desChlamydiaceaest ce sont
toutes des bactéries parasites intracellulairesigatbires présentant le cycle de
développement caractéristique @damydialeg§280].

En 1999, Everetét al. prennent en compte les données phylogénétignesyse des ARNr
16S et 23S), les homologies ADN - ADN et les canas phénotypiques ce qui leur permet
de bouleverser la systématique @damydialesLes principales conclusions de ces auteurs

sont les suivantes [279]:
L'ordre deChlamydialesest constitué de quatre familles:

- la famille desChlamydiaceage

- la famille des Parachlamydiaceae (souches de Candidatus Parachlamydia
acanthamoebae"),

- la famille desSimkaniacea€'micro-organisme Z"),

- et une quatrieme famille (souche WSU 86-1044) plaguelle Everettet al. ne
proposent pas de nom. Cette quatrieme famille beqatisée Waddliaceae par
Rurangirwaetal. en 1999.

Au sein de la famille de€hlamydiaceagl'existence des deux grandes lignées permet de
reconnaitre deux genres. En accord avec les r8§e®t 39b du Code de Nomenclature, la
dénomination deChlamydiadoit s'appliquer au genre contenant I'espéce (@tdamydia
trachomati$ de l'ancien genr€hlamydia Le deuxiéme genre est bapti€alamydophila
[279].

Récemment, cette classification a été revue, dwe $eul le genr€hlamydiaest conservé
[281].

La famille desParachlamydiaceaggenre Parachlamydia especeParachlamydia
acanthamoebge rassemble les bactéries isolées d'amibes. Dedeaminfectées par
Parachlamydiaacanthamoebasont parfois isolées de 'homme ou chez I'anin@afamille
des Parachlamydiaceaeprésente donc un intérét aussi bien en médecimeaine que

vétérinaire [282-285]. En revanche, la famille &snkaniaceaalont les représentants sont
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des contaminants des cultures cellulaires ne serpble étre responsable d’infection
vétérinaire. L'habitat d8imkanianegevensis'est pas connu mais des examens sérologiques
et des techniques de PCR suggerent que cette ibaesédargement répandue chez I'homme
[286-283].

La famille desChlamydiaceaest, dans une moindre mesure, celle dé&sddliaceag(genre
Waddlig especaVaddliachondrophild sont importantes en médecine vétérinaire maisi aus

en medeécine humaine [289].

Au fil du temps, de nouvelles especes ont été dertas et la classification en a été modifiée
(Figure 19).
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53 Parachlamydia acanthamoebae Hc AF366365
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95 100 Rhabdochlamydia porcellionis AY223862
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Figure 19: Arbre phylogénétique desChlamydiaceadbasé sur I'alignement des séquences d’ADN
ribosomal 16S
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3/ Les familles deChlamydiales

Les représentants de I'ordre @¥amydialesont tres ubiquistes dans le regne animal
et ils ont été mis en évidence chez des amibesnmadsisques (plus de 25 espéces de
mollusques bivalves), des crustacés (au moins i@ces), des poissons (plus de 35 espéces
appartenant a 22 familles), des reptiles (caméléortsies), des oiseaux (plus de 139 espéces
appartenant a 14 ordres et a 30 familles), des nif@ma® (bovins, caprins, chats, chevaux,
chiens, cobayes, hamsters, koalas, ovins, porosis¥¢290] ainsi que chez I'homme [267,
287, 290-299].

3.1LesChlamydiaceae

A ce jour, la distinction entre les gen€klamydiaet Chlamydophilan’existe plus,

seul le genr€hlamydiaperdure, regroupant toutes les espéces décrlés. [2

L’espéce la plus connue &3t trachomatisresponsable, chez I'homme, d’infections
oculaires et génitales telle que la lymphogranutos® vénérienne. Les infectionsG
trachomatis touchent environ 600 millions de personnes dansmiende avec une
contamination croissante. Il s’agit de la premieaeise de cécité mondiale et est a l'origine
d’infertilité [300].

Récemment, une souche @etrachomatisa été isolée lors d’'une campagne de prélévements
sur des patients atteints de kératite amibiennepéaiient était porteur d’'un&canthamoeba
contenant pour endosymbionte Wlelamydiaceadres proche d€. trachomatid301]. Cette
découverte pourrait impliquer léscanthamoebadans le développement et la dissémination
deC. trachomatisimportant pathogéne oculaire.

L’'autre espece responsable d’infections chez I'hemestC. pneumoniaequi est
impliquée dans des infections respiratoires: pneueydronchite, sinusite, pharyngite [302]
mais joue aussi un role dans I'athérosclérose oarer’asthme [303, 304].

Il semble queC. pneumoniaesoit capable d’entrer et de se multiplier d#&nscastellanij
méme si aprés une coculture prolongée sur amilessinglusions atypiques sont observées.
Néanmoins, apres lyse des amibes, les particuleswds sont infectieuses et capables de

produire un cycle de développement normal [216].
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C. abortussemble, quant a lui, incapable de se multipliersdi?s amibes, en effet,
apres infection, les bactéries disparaissent ragpadé de 'amibe ce qui semble indiquer leur
dégradationA. castellaniine semble pas étre un réservoir naturel pourdpgwation deC.
abortusdans la mesure ou les bactéries phagocytées sargbie digérées.

Les autres espéces sont responsables de diverses aections, principalement
vétérinaires (Tableau VI).

Tableau VI: Liste desChlamydiaceaeet les infections associées

Infection(s) associée(s) Hote
infection oculaire (trachome)
C. trachomatis infection génitale homme
lymphogranulomatome vénérien
C. suis lésions nasales et pulmonaires porc
C. muridarum pneumonie rongeur
infection respiratoire
C. pneumoniae athérosclerose homme
asthme
pneumonie
polyarthrite
conjonctivite .
C. pecorum mammiferes
avortement
encéphalomyélite
entérite
pneumonie
C. felis conjonctivite chat
infection respiratoire haute (rhinite)
C. caviae infection oculaire cochon d'Inde
C. abortus infection génitale responsable d'avortement runmsian
. - oiseaux
. chlamydiose aviaire .
C. psittaci . . ) . . exceptionnellement
infection respiratoire humaine 'homme
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3.2LesParachlamydiaceae

Les Parachlamydiaceasont des bactéries présentes naturellement awlsgiamibes
libres. Leur cycle de réplication est semblable @mkamydiaceaeccomprenant toutefois en
plus des EBs et des RBS, un troisieme stade :rlgsan croissant, particule infectante qui
parait spécifique deRBarachlamydiaceag305].

Comme lesChlamydiag Parachlamydigpeut entrer et se multiplier au sein des macrogha
[306]. Cependant, contrairement @Q. pneumoniae Parachlamydia induit la mort des
macrophages par apoptose, suggérant que les magempime peuvent pas servir de niche
réplicative ou de foyer de persistance a long te[8@6]. Les Parachlamydiaceaesont
eégalement capable de réguler négativement la @t cytokines pro-inflammatoires telles
que I'lL6 ou le TNFe, mais aussi de bloquer I'explosion oxydative, ce expliquerait au
moins partiellement leur résistance aux macrophd883]. Comme d'autres bactéries
intracellulaires obligatoires, incapables de se tiplidr en dehors des cellules, les
Parachlamydiaceagossedent une enzyme impliqguée dans le parasitismaegétique par
échange d'ADP bactérien contre de I'ATP cellulf8@$6]. Ainsi, la biologie trés particuliere
desParachlamydiaceagustifie a elle seule l'intérét porté par de noeulxr scientifiques pour

ces bactéries découvertes tres recemment.

Roéle pathogene dézarachlamydiaceae

Le premier indice de l'importance clinique d&lslamydialesrésistantes aux amibes a
été apporté par la découverte d'une souchieadachlamydiadans une amibe isolée de l'eau
d'un humidificateur lors de l'investigation d'urn@d&mie de fievre dans une imprimerie. A
cette occasion, Birtlegt al ont fait une étude sur les sérums de patientingdt de
pneumopathies communautaires de cause indéterreinést détecté des anticorps dirigés
contreParachlamydiachez deux patients [262]. Dans un autre trav&8]31,6% des cas de
pneumonies (n = 121) et 2,35% des patients sotff@apneumopathies communautaires se
sont révelés séropositifs vis-a-vis Barachlamydiaacanthamoebaeznfin, dans une étude
incluant des patients hospitalisés aux soins iffersautement exposés aux aérosols et par
conséquent aux intracellulaires d'amibes, des apsc (titre 1:100) dirigés contre
Parachlamydiaont été détectés chez 13% des patients [309]trbEspatients séronégatifs a

I'admission et qui ont développé des anticorpsiBgées en cours de séjour souffraient tous
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d'une pneumonie d'inhalation consécutive a uneilagah survenue suite a un traumatisme
cranio-cérébral avec perte de connaissance [F0%canthamoebapouvant vivre dans des
amibes libres présentes dans le nez de sujets, dagemnblerait que les patients aient été
infectés lors d’une intubation ou d’'une bronchoseop

En plus de ces données épidémiologiques et ségolesi il existe des indices moléculaires
appuyant I'nypothése du rdle d€flamydialesrésistantes aux amibes dans les infections
respiratoires. Ainsi, des séquences de I'ARNr 16Sété amplifiées a partir d'échantillons
prélevés au niveau des muqueuses nasales, phasyngési qu'au niveau du tractus
respiratoire inférieur de patients souffrant denstote ou de pneumopathie [310, 311]. Enfin,
I'ADN de Parachlamydiaa pu étre amplifié de lavages broncho alvéolajgd®, 313],
notamment chez un patient fortement immunodépriveé 80 cellules CD4 et souffrant d'une
pneumonie d'étiologie inconnue.

Il a été démontré qu’une transmission materno-faitdit possible avec ces bactéries [314].
De plus, lesParachlamydiacea®nt récemment été impliquées dans des cas d'awvents
spontanés chez des bovins [282-284].

La présence deParachlamydiaea aussi été démontrée par PCR dans du liquide
céphalorachidien de patients atteints de scléd#ga,positifs pou€C. pneumoniag315].

De plus en plus d’études semblent confirmer le d@P. acanthamoebadans les infections
pulmonaires [316]. En effet, ces bactéries sonte@gent capables d’entrer et de se multiplier
dans des pneumocytes et des fibroblastes [317hlet, recemment un modéle murin de

pneumonie &. acanthamoebaa été validé [318].

Les différente®arachlamydiaceae

-Parachlamydia acanthamoebae

Naturellement capables d’infecter les amibes, lasclses Bn9 et Bergl7 ont été
isolées a partir d’'amibes issues d’'un prélevemaséinde volontaires sains [319], alors que la
souche Hall coccus a été isolée d'un trophozoifecahthamoebgrésent dans I'eau d’un
humidificateur ayant provoqué de la fievre [262. ¢¢nome de cette souche a été récemment
séquencé [320].
La souche Seine a, quant a elle, été isolée dampmddevements d’'eau de la Seine par
Thomaset al, en 2006.
La souche UV-7 a été isolée dans des boues activédsinich [321], cette souche est

également capable de croitre dans des cellulesadenmiferes (Vero, NCI et HelLa).
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La souche OEW1 a, quant a elle, été isolée daasnthamoebap. OEW1, dans un lac salé
en Autriche [192]. Dans ce cas précis, 'amibeteatassi infectée par une espéce bactérienne

endosymbiotique appartenant au gdnrecabacter

-Protochlamydia amoebophila

D’abord nommé « UWE25 >Protochlamydia amoebophila été décrit comme un
endosymbionte &canthamoebapp. isolé d’'un échantillon de sol [191, 322].
Ce micro-organisme est capable de se répliquer lea@scanthamoeba&pp mais aussi dans
Dyctiostelium discoideurf235, 323]. Il a la particularité de former de pegiinclusions ne
contenant que peu de bactéries [324].
Il s’agit de la premiere espéce Barachlamydiaceaeont le génome a été séquencé [325].
Cet endosymbionte a la particularité de possédeganome important pour une bactérie
intracellulaire obligatoire (environ 2.5 Mpb). Cénpme code pour des facteurs de virulence
bien connus mais aussi pour des protéines de moelad’habitude absentes chez les
Chlamydiae pathogenes. Ce micro-organisme a aujourd’hui éiéaptisé Candidatus
Protochlamydia amoebophila [324]. Il semble égal@ntapable de survivre dans les kystes
d’Acanthamoeb@322, 326].

-Protochlamydia naegleriophila

Cet endosymbionte dNaegleria décrit par Michelet al. en 2000 [327], est aussi
nommé Knic. Il inhibe la formation de kyste chez Naegleriamais pas leur transformation
en forme flagellée.
En 2008, Cassoret al, [328] en ont cultivé une grande quantité #wganthamoeba
castellanii ce qui leur a permis de réaliser des études pyy@noes, géenétiques et
phylogénétiques. Ce micro-organisme a aujourd’béirébaptis€andidatusProtochlamydia
naegleriophila.
Comme dautres membres de$arachlamydiaceae Candidatus Protochlamydia
naegleriophila a été associé a des infections raspies chez I'homme [309, 313]. Ce
diagnostic a été realisé par PCR et grace a gatitbn d’'une sonde spécifique.
Une étude a testé 134 lavages broncho alvéolasess ide 65 patients atteints et 69 patients
non atteints de pneumonie. Un échantillon s’esté@apésitif pour un patient immunodéprimé
avec toux, dyspnée et infiltrat pulmonaire. Ce Itésua été confirmé par une analyse

immunologique. Aucun autre pathogene n’a été détdutz ce patient [328].
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-Neochlamydia hartmannellae

Cet endosymbionte a été isolé d'uhartmannella vermiformigprésente dans un
systeme hydraulique d’une unité de soins denta@reahnstein en 1995 par Michet al. Ce
micro-organisme a aussi été nommé AlHsp. L'ingecties amibes par cet endosymbionte
empéche leur transformation en kyste et déclerzhygsk des amibes. Cetihlamydiaeest
aussi capable d'infect®ictyostelium discoideui329].
N. hartmannellaessemble impliqué dans des cas de maladies oculeies le chat [330] et

kystes épithéliaux chez le poisson [331].

3.3LesCriblamydiaceae

Criblamydia sequanense été isolée de prélevements d’eau de la Seineqgaiture
surA. castellanij par Thomaet al, en 2006 [224]. Il s’agit de la premiére repréapte de la
famille desCriblamydiaceaeElle est capable de croitre sur de nombreusdsesmi

Dans un second temps, deux nouvelles souches énisétees d'une usine de
traitement d'eau, apres analyse phylogénétique, steghes sont tres proches Qe
sequanensidne de ces souches présente un EB en formeld'éssemblant @riblamydia
[332]. Une de ces souches a été nomEsieella lausannensis

3.4LesWaddliaceae

La premiere description date de 1999 par Rurangatved la souchaV. chondrophila
WSU 86-104 (ou ATCC VR-1470) a été isolée de poustote foie d’'un foetus bovin avorté
dans le premier trimestre [333].
Dans un premier temps, cette souche est apparumeam nouveau membre des Rickettsies
de part une réaction croisée avec un antisérugédoontreCowdria ruminantium
Cette souche présente le cycle de développemenmttéestique des représentants de l'ordre
desChlamydialegnais la séquence de I'ADNr 16S ne présente quedBd5.3% de similitude
avec I'ADNr 16S des autres bactéries de 'ordreGidamydialesce qui permet de la classer

dans une nouvelle famille [334].

Pour appartenir a la famille dégaddliaceagune souche bactérienne doit posséder des ADNr
présentant au moins 90% de similitude avec les ADRMrla souche WSU 86-1044.

La famille desWaddliaceaeest constituée de bactéries a Gram négatif dontPi® est
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dépourvu du trisaccharide alphaKdo-(2->8)-alphal2ic4)-alphaKdo. Les inclusions ne
contiennent pas de glycogéne et elles renfermenéldenents de 0.2 a 0.4 mm de diameétre.

Une seconde souche a également été isolée d’'umverdtne en Allemagne [335].

Une seconde espéec®#/addlia malayensidut isolée des excrétions d’'une chauve-souris
malaysienne [292].

Ces bactéries Gram négatives se multiplient dafférelnts types cellulaires produisant de
multiples vacuoles cytoplasmiques. Les inclusiomgdpites contiennent des organismes
coccoides mesurant 0.2 & 0.5 pum.

Aujourd’hui, le génome d#/addliachondrophilaest séquencé [336].

In vitro, la multiplication de$Vaddliaceaa'est pas inhibée par la pénicilline [333].

La croissance d&V. chondrophilaa également été démontrée dans des amibes, comme
Hartmannellavermiformis[297] dans lesquelles la bactérie se multipliecaua cycle de
réplication typique de€hlamydiales Les amibes peuvent donc étre un réservoir pgur
chondrophiladans I'environnement. De plugy. chondrophilasemble capable de survivre

dans les kystes Atanthamoebaf316].

Le role pathogéne dé¥addliaceae

La souche WSU 86-1044 était impliquée dans I'avoeiet d’'un bovin aux USA en
1986, elle était alors présente dans les poumerfsjd et divers tissus du feetus. Par la suite,
une seconde souche fut également isolée d’'un veatin@ en Allemagne (souche 2032/99)
[335]. Néanmoins, le réle de cette bactérie damglftement bovin reste a éclaircir [282].
Une étude américaine a démontré une corrélatiae ¢éafprésence d’anticorps dirigés contre
W. chondrophilaet I'avortement bovin (p<0.00001) [337]. En Sujssee étude basée sur la
recherche de cette bactérie par PCR a mis en é@adanprésence déhlamydialike chez
43/235 bovins victimes d’avortements. Cependartte o&tude n’a pas mis en évidence la
présence d&/. chondrophilanais deParachlamydia acanthamoelokans 9 cas [283, 338].
Dans la mesure oiVaddlia semble impliquée dans des phénomeénes d’avortemeess
études ont recherché sa présence chez I'hommeQfrsBr des échantillons de sang [289,
293, 334, 339]. La présence d'anticorps dirigéstreowaddlia par immunofluorescence et
immunoblot a été démontrée chez des femmes anglsigdfrant d’avortements sporadiques

ou récurrents (22/69 et 66/200 respectivement)ramament aux contréles (p<0.001).

66



Chapitre | : Introduction — IV/ Le€hlamydiales

Une PCR en temps réel a également été mise au pbimtde permettre la détection
spécifigue deW. chondrophilasur des prélevements cliniques de patients souffrde

pneumonie ou de bronchite [340] afin d’adapter @&umle traitement a administrer.

En paralléle, leur capacité de réplication a ét@atérée dans les macrophages humains ce
qui supporte I'hypothése de leur pathogénicité diemmme [341].

3.5Les Simkaniaceae

Simkania negevensidoit son nom a Simona Kahane qui I'a découventd%93. La
seule souche décrit§. negevensiZT (ATCC VR 1471T) est un contaminant de culture
cellulaire humaine et simienne.

Contrairement aux autréshlamydiaceagSimkaniaposséde un intron de groupe | au niveau
de I'ARNr 23S en position 1931 (numérotati& coli), intron non épissé au niveau de
I’ARNr et tres proche de lintron du groupe | dddaroplastes et des mitochondries chez les
algues et les amibes [342]. Cela suggére un trdrsdeizontal ou des relations d’évolution
entre ces différents organismes.

Des études environnementales ont montré qu’il epagt de nombreux micro-organismes
apparentés Simkania[310, 343]. Sa croissance ainsi que sa survie ldarsystes d’amibes a
également été démontrée [344] et 'ADN d’organismpeasches deSimkaniaa été retrouvé
dans des eaux usées [343].

Avec 1.7 Mpb, le génome d@mkaniaest plus long que celui d&hlamydiaceadentre 1 et
1.2 Mpb), mais plus court que ceux Beotochlamydia amoebophilé2.5Mbp), Waddlia
chondrophila(2.1Mbp) ouParachlamydia acanthamoebé&environ 3Mbp).

Biologie desSimkaniaceae

Simkania negevensgst une bactérie intracellulaire détectée poprdmiére fois dans
des inclusions cytoplasmiques de cellules Vero J2EBe présente une forme réplicative qui
ressemble au corps réticulé et une forme plus cotepsemblable au corps élémentaire. Tres
peu de données sur la biologie de cette bactémtedssponibles. Cependant, le séquencage du

génome bactérien est en cours.
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Réle pathogene d&imkaniaceae

En Israél, la séroprévalence parait importanteqo@iss5% a 80% des adultes testés
avaient des anticorps dirigés cont&mkania[287]. Au Canada, aux Etats-Unis et au
Danemark, la séroprévalence est aussi élevée, déarti de la présence dgsnkaniaceae
sur plusieurs continents [28imkania negevensiété associée a des cas de pneumopathie
communautaire chez les adultes [345]. Ainsi, suB 3fatients atteints de pneumonie
communautaire, 8 (2,6%) ont présenté des indicedogggues d'une infection aigué [286].
Simkaniapourrait aussi jouer un role comme agent de biofith chez des nourrissons
[346]. Ceci est particulierement important au vu lde fréquence de l'exposition des
nourrissons a de l'eau contaminée par ce pathogé&meme en témoignent les taux de
séroprévalence élevés des les premieres annéer {28v]. Enfin, Simkaniaest souvent
retrouvée dans les infections polymicrobiennes dbezpatients atteints de bronchopathie
obstructive chronique et pourrait étre impliquéasd#iaggravation de ces infections [286,
287].

Huit nouveaux isolats d8imkaniaont été trouvés sur une campagne de prélevemerz8@l
lavages naso-pharyngés lors de cas d’infectionsregsires dans le désert du Néguev. Sept
de ces isolats se sont avérés identiques par sgagenlLa tres faible réaction croisée des
anticorps antBimkaniavis-a-vis des autreShlamydialed347, 348] a permis de réaliser des
études sérologiques spécifiques qui ont démontpgdaence d&imkaniachez des patients
atteints d’infections respiratoires en Anglete®ankaniapourrait aussi étre impliqguée dans
des cas de pneumonie communautaire chez les e{348ts350].

De nombreuses études seérologiques [351] suggerentlay distribution géographique de
Simkaniaest tres étendue. Des micro-organismes apparanisikaniaont été retrouves
dans des sources d’eau froide suggérant que ldseambnt un réservoir naturel pour cette
bactérie.

Il convient de noter que la majorité des étudesembisur des recherches sérologiques et non
sur la détection directe de la bactérie elle-méme.

La prévalence deSimkaniaaugmente avec l'age [352]. Il a également été réoque
Simkaniapeut se multiplier dans les monocytes macrophhgesins et peut étre associée au
rejet de transplant pulmonaire [353].
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3.6Les Rhabdochlamydiacea

La premiére souche décrite fGandidatusRhabdochlamydia porcellionis, observée
dans I'hépatopancréas d’'un isopodorcellio scaber D’abord nommé&hlamydia isopodii
par Shay, cette bactérie a été reliée @nlamydiag[354] puis au genr®ickettsiella[355].

Par la suite, une étude microscopique et moléeulairconfirmé son appartenance aux
Chlamydialeset a mené a la création d’'une nouveau groueRHabdochlamydiace@67].

Par la suiteCandidatusRhabdochlamydia crassificans, isolée chez laebtatussi été
présentée comme appartenant aRxckettsiella et a finalement été rattachée aux
Rhabdochlamydiac€266].

Les Rhabdochlamydiace@ant plusieurs fois été mises en évidence lors d&xu
épidémiologiques. En effet, des bactéries proches Cdndidatus Rhabdochlamydia
porcellionis ont été détectées par PCR dans lelever@ents respiratoires de 2 patients
atteints de pneumonie communautaire [311]. Uneeagtinde ayant pour objectif de détecter
les Rhabdochlamydiacepar PCR en temps réel a mis en évidence 4 (14%c)l€anouveau-
nés porteurs de cette bactérie et présentant dept@yes de détresse respiratoire. Cette
étude indiquerait que leRhabdochlamydiacegourraient jouer un rbéle pathogéne chez
I’'hnomme [356]. Leur présence a également été nisévelence sur des fcetus bovins avortés

en association avec desrachlamydiacea [282].

4/ Diagnostic desChlamydialike

Aucune méthode diagnostique n'est a ce jour comatisée. En raison de la culture
fastidieuse deLhlamydialike, une approche moléculaire est probablemens fheile et
moins colteuse [357]. Une approche sérologique ¢galement étre utile, mais la sérologie
nécessite des antigenes, qui ne peuvent étre psaglue par des laboratoires spécialisés. La
sérologie est particulierement précieuse pour ladoibe d'études épidémiologiques,
puisqu'elle apporte des informations sur un coragacten ou actuel avec I'antigene.

La culture, bien que plus difficile, a I'avantagerdettre a disposition une souche, qui pourra
a son tour étre utilisée pour la sérologie (product'antigéne), la PCR (témoin positif) et

I'immunohistochimie (production d'anticorps).

Deux approches existent pour cultiles Chlamydidike. La premiere approche vise a isoler

directement la bactérie en utilisant la cocultut@mibe, un systéeme de culture cellulaire
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utilisant les amibes comme cellules. Le milieu diure généralement utilisé ne contient pas
de nutriments, ce qui réduit la croissance d'aubastéries souvent présentes dans les
échantillons cliniques physiologiqguement non stérilLa seconde approche vise a isoler une
amibe libre, qui est ensuite examinée pour la meEsd'endosymbiontes. La culture d'amibes
peut étre effectuée en inoculant I'échantilloniglie sur une gélose supplémentée avec des
entérobactéries( coli) qui leur servent de nourriture.

Un test ELISA a été mis au point pour détecter iigéement des anticorps dirigés contre
Simkania negevendgi347].

En raison de sa trés grande sensibilité, la PCRarsitulierement utile au diagnostic. Bien
gue réservée aux laboratoires spécialisés, lareuttallulaire et la coculture d'amibes ont

I'avantage de pouvoir également détecter d'autret®bes intracellulaires.

5/ Traitement des infections &Chlamydialike

La sensibilité déParachlamydiaaux antibiotiques a été étudiée par coculture ib@sn
et analyse de la lyse amibienne en présence deemipations croissantes de divers
antibiotiques [358] (Tableau VIIRarachlamydigprésente le méme spectre de sensibilité aux
antibiotiques que le€hlamydiae a I'exception d'une résistance aux quinolonedrditement
d'une infection documentée devrait donc utiliser ppamiére intention un macrolide. La
résistance deParachlamydiaaux dérivés de la pénicilline et aux céphalosmarirest
significative, puisque ces antibiotiques sont feggment utilisés en premiere intention pour

le traitement des bronchites et des pneumopatbrasncinautaires.

S. negevensicomme leChlamydiaceageest sensible aux macrolides et a la tétracydine
totalement résistante aux dérivés de la pénicill2&7]. Ainsi, un traitement de macrolide

parait étre une bonne option lorsqu'une infecter§imkaniaest documentée.

70



Chapitre | : Introduction — IV/ Le€hlamydiales

Tableau VII: Activité des antibiotiques sur les diférentesChlamydiaceae

modérément

Sensible Résistant sensible Réf.
Chlamydiae fluoroquinolones g 1, ctames [359]
macrolides
pénicilline
vancomycine
gentamicine [335]
streptomycine
Waddliacea
sulphate
vancomycine [333]
amphotéricine B
doxycycline fluoroquinolones [360]
azithromycine B lactames
macrolides énicilline [361]
tétracycline P
pénicilline
bacitracine [348]
Simkaniacea erythromyc]ne [288]
azithromycine
D-cycloserine d .
. . P oxycycline
azithromycine pénicilline ofloxacine [287]
minocycline bacitracine . )
. : ciprofloxacine
érythromycine
quinolones [362]
quinolones [362]
macrolides pénicilline
Parachlamydiaceae i a céphalosporine
tétracycline PRI [358]
. . carbapénemes
rifampicine

fluoroquinolones
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6/ Interactions avec les amibes

De nombreuse€hlamydiaceaesont capables d’infecter et de se multiplier diass

amibes, pour certaines comme I[Barachlamydiaceaal s’agit méme de leur hbte de

prédilection. Beaucoup de ces bactéries ont méds@lees dans des amibes (Tableau VIII)

aussi bien dans l'environnement que dans le milespitalier. La température peut

également influencer le devenir de l'interactiorireries amibes et les bactéries. En effet,

certaines bactéries peuvent devenir lytique posralmibes en fonction de la température

environnementale [363].

Tableau VIII: Liste des endosymbiontes isolés dardes amibes

Nom du symbionte Pays d'origine Source ) RTéféren(.:e
bibliographique
Protochlamydia amoebophildWE25 USA terre [324]
Protochlamydia naegleriophil&Nic Allemagne eau d'un aquarium [328]
« Candidatus Protochlamydia » E12 Autriche terre 64]3
Endosymbionte dicanthamoebap. UWE1 USA terre [365]
Parachlamydia acanthamoeb&mn9 Allemagne Prélevement nasal [319]
Parachlamydia acanthamoeb&wzrgl7 Allemagne Prélévement nasal [319]
Parachlamydia acanthamoeb#tall’'s coccus USA Eau d’'un humidificateur [262]
Parachlamydiasp. isolat E11 Autriche terre [364]
Parachlamydiasp. isolat E16 Autriche terre [364]
Parachlamydiasp. isolat UV-7 Allemagne boues activées [321]
Parachlamydiasp. isolat OEW1 Autriche Sédiment de lac salé J192
Neochlamydia hartmanella Allemagne Eau d’'un conduit d’eau [329]
Endosymbionte dicanthamoebap. TUME1 Allemagne Boues activées [322]
Endosymbionte dicanthamoebap. UWE1 USA terre [322]
Endosymbionte dicanthamoebap. UWE22 USA Cornée humaine [322]
CandidatusMetachlamydia laccustris Allemagne Biotope aqueiq [366]
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Les Chlamydialike ont un spectre d’hote trés variable selondspéeces considérées
(Tableau IX). Certaines de ces bactéries sont ¢tepale survivre dans les kystes d’amibes
commesS. negevensigB44], Protochlamydiaamoebophilg326] ou encoraV. chondrophila
[316] ce qui leur procure alors une protection oorenvironnement. D’autres comme les
Parachlamydiag305] ouNeochlamydia hartmannelld829] diminuent trés fortement voire
bloquent I'enkystement des amibes.
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Tableau IX: Spectre d'h6te desChlamydialike

croissance absence de croissance
amibes Survie cellules amibes cellules Réf.
dans les kystes
A. castellaniiATCC 30010 [332]
. - NON
Parachlamydiacede A. castellaniisp. bloque 'enkystement [326]
macrophages [306]
NCL
Uv-7 Acanthamoebsp. UWC1 Vero [321]
HelLa
A549
A. polyphaga [317, 358]
Hall coccus HEL
. NON
A. polyphagd.inc-AP1 bloque I'enkystement [305]
A. polyphaga [358]
Vero
A. castellaniiC3 HEp-2 [367]
. NON
Bn9 A. polyphagd.inc-AP1 blogue l'enkystement [305]
Tetrahymena thermophila Vero
Dictyostelium discoideum HEp-2
A. castellaniiC3 [368]
Jurkat
THP-1
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absence de croissance

croissance
. Survie . .
amibes dans les kystes cellules amibes cellules Réf.
Acanthamoeba comando@r. | N. lovaniensis
A. lenticulataGr. Il 45, 89 Naegleriasp. RJITM
Acanthamoebap. C3
Balamuthia mandrillaris CDC
K-cont [369]
D. DiscoideunBerg25
H; vermiformis OS101
Naegleriasp.N-W2
Willaertia magna
Rhabdochlamydiacea A. castellaAiTCC 30010 [332]
A. castellaniiATCC 30010 [332]
A. castellanii [317]
Naeglerias| NON Acanthamoeba. astronyxis
9 P: blogue I'enkystement ' Y
N. lovaniensis Acanthamoeba comandoni
Willaertia magna Vahlkampfia ustiana
Protochlamydia naegleriophila H. vermiformis Flamella aegyptissp.n.
(KniC) A. castellaniiC3 Commandonia. operculata
[327]

A. quina-lugdunensis
A. lenticulata
Vahlkampfia ovis
Balamuthia mandrillaris

D. discoideum

Phreatamoebdike amoeba
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croissance absence de croissance
: Survie .
amibes dans les kystes cellules amibes cellules Ref.
TUME1 D. discoideum [235]
A. castellaniisp. Oul [326]
[323, 370]
Protochlamydia amoebophila Acanthamoebap. UWC1
(UWE25)
D. discoideum [235, 323]
Acanthamoebap. Oul [322]
A. castellaniiATCC 30010 [332]
H. vermiformisAl HSP NON
H. vermiformisOS101 A. castellaniiC3
H. vermiformisC3/8 Acanthamoebap. HLA
D. discoideum Berg25 Acanthamoebap. Renk
A. quina-lugdunensis
Neochlamydia hartmanella
A. lenticulata 45,89 [329]

A. lovaniensis
N. gruberi
Willaertia magna
Acanthamoeba commandoni

Commadonia operculata

76



Chapitre | : Introduction — IV/ Le€hlamydiales

croissance absence de croissance
: Survie .
amibes dans les kystes cellules amibes cellules Ref.
A. castellanii Oul Macrophages [316, 341]
HEp-2 [371]
BT [333]
BGM
McCoy [335]
fibroblaste diploide humain
Acanthamoebap.
Acanthamoeb&ILA
H. vermiformisOS101
N. gruberi
Waddlia N. lovaniensis
chondrophilla Acanthamoebap. Gr. Il HLA* ’\,ION Acanthamoebasp. Gr. Il C3*
bloque I'enkystement
N. gruberiCCAP 1518/1e* A. lenticulataGr. 1l 45,72, 89*
Vahlkampfia ovis Rhodos* oul Acanthamoeba comandad@r I*
[297]
H. vermiformisOS 101* N. gruberiNbeck*
H. vermiformisC3/8* ’\,ION N. lovaniensig
bloque I'enkystement
NON

Hyperamoebdike amoeboflagellate*
D. discoideunBerg25*

D. discoideunto-P2*

bloque I'enkystement

NON
bloque I'enkystement

Willaertia magna*

Echinamoebap.*

Vanella miroides*
Commandonia operculata*

Balamuthia mandrillaris*
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croissance absence de croissance
amibes dan?lljé\s/iiystes cellules amibes cellules Ref.
Vero
MRC-5
A549
HEK
mZY:Ss?gﬁsis Hep-2 [292]
lignée B-lymphoblastoide
LLC-MK2
3T3
BHK
A. castellaniiATCC 30010 H. vermiformisATCC 50237 Vero
A. polyphagd.inc-AP1 D. discoideunDH1-10 HEL
Criblamydia sequanensis [224]
Hep-2
A549
Estrella A. castellaniiATCC 30010 [332]

lausannensis
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croissance absence de croissance
amibes dan?lljé\s/iiystes cellules amibes cellules Ref.
A. polyphagd.inc-AP1 oul [344]
Hep-2 [371]
N. clarkii NON BGM N. gruberi
Vero N. lovaniensis
A. castellaniHLA Naegleriasp.
A. castellaniiC3
H. vermiformis
H. vermiformisOS101** D. discoideunBerg25**
[296]
Balamuthia mandrillaris™ D. discoideunBo-P2**
Simkania H. vermiformisC3/8**
negevensis A. lenticulata45**
A. castellaniiC3**
Willaertia magna*
N. lovaniensig*
Macrophages U937 [287]
BEAS-2B
NCL-H292
HEC-1A [372]
HUVEC-C
HT-29
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!: souche d®arachlamydianon précisée ;
* : apres une premiere co-culture stirvermiformisOS101 ;

** - aprés une premiére co-culture furcastellaniiHLA
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Depuis leur découverte dans les années 1930, rBintgorté aux amibes et
particulierement auwdcanthamoeba@’a cessé de croitre. En effet, ces amibes s@#epa
du statut de contaminant de culture cellulaired1delui de pathogene, d’abord in vitro [2]
puis chez ’homme [3, 4]. Ces amibes étant ubigesg5], elles sont présentes dans lair, la
poussiere, I'eau... Elles sont également retrouvées des réseaux de distribution d’eau
potable, et peuvent ainsi étre disséminées dankaleisations, les centres de soin€lles
présentent donc un risque pour la santé de partiféentes pathologies qu’elles sont
susceptibles d’engendrer: kératite amibienne, draldép granulomateuse, amibiase
cutanée...

Au fil du temps, leur intérét en médecine humaiestsaccru car les cas d'infections
liés a des amibes se sont multipliés, notammert Bassor du port de lentilles de contact [4]
et la multiplication du nombre de personnes immeépodnées. Par ailleurs, en plus de leur
pathogénicité intrinseque, les amibes présententisgque pour la santé de part leur role

d’héte pour d’autres micro-organismes pouvant @peaussi pathogenes.

L’un des problemes majeurs liés aux amibes estdapacité a résister, sous leur forme libre
(trophozoites) ainsi que sous leur forme enkystée traitements de décontamination utilisés.
En effet, les kystes sont connus pour étre diffiroiént éliminés par les différents biocides
aussi bien physiques que chimiques. Une autrecdifé est I'absence de méthode de
référence pour I'évaluation de l'efficacité desdmiles sur les amibes. En effet, il est trés
difficile de comparer les différentes études réggsdans la mesure ou de nombreux critéres
différent : souches utilisées, méthode de prodocéb age des kystes, biocides utilisés et
temps de contact, méthode de mesure de la viapilt®-124, 126, 373] (Tableau X)... Ces
différents parametres peuvent entrainer des résult@s variables, ce qui rend difficile les
comparaisons entre les différentes études dispEmildle plus, dans la majorité des cas, les
études portent sur I'efficacité des traitementsiéginfection des lentilles de contact et sur les
biocides utilisés pour traiter 'eau potable. Tp&si de données sont disponibles concernant
les désinfectants de surfaces, de matériel médiedlil.n’existe, a ce jour, pas de méthode de

référence pour le dénombrement des amibes dans I'ea

Dans les années 19803:gionella pneumophila été observée dans les amibes. Suite a
des épidémies de Maladie du Légionnaire, des imga&ins ont mis en évidence
I'association entrel. pneumophilaet les Acanthamoebaealans les réseaux d'eau et de

nombreuses installations propices au développedentimibes. D’autres investigations ont
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permis de montrer que d’autres bactéries sont égale capables de proliférer dans les
amibes. C’est le cas notamment des nouvelles espeGhlamydiales

En effet, ces derniéres années, de nouvelles mEg;tapparentées a®hlamydiaeont
été decrites. NomméShlamydialike, ces micro-organismes suscitent I'intérétplagsieurs
équipes de recherche, notamment par leur mise ider®e dans des interactions avec une
grande variété d’amibes. Ces nouveaux micro-orgasssemblent étre des pathogénes
émergents aussi bien chez I'homme que chez l'aniahs la mesure ou il s'agit de
bactéries souvent isolées desanthamoebaet pour lesquelles, a ce jour, peu d’'informations
sont disponibles, nous avons choisi d’étudier lentsractions avec les amibes du genre
AcanthamoebaNous nous sommes également intéressés a l'un€ldamydialesles plus
connues Chlamydia trachomatjsafin d’avoir des éléments de comparaison poutudié de

cesChlamydialike.

Ces derniéres années, de nouvelles especes agearenixChlamydiaeont été
isolées. Ce€hlamydiaese sont avérées présenter une grande diversitgiepts nouvelles
familles ont été découvertes. En 1990, un organigpparenté auhlamydiaea été isolé
d’'un feetus bovin avorté, nomnwaddlig il a mené a la création d’'une nouvelle familles
Waddliaceae Puis en 1993, des bactéries possédant un cyek seamblable au cycle de
développement de€hlamydiae ont été découvertes. Ces bactéries nomn&etkania
negevensisont été classées dans la famille desnkaniaceae Enfin, en 1994, des
endosymbiontes d’amibes libres avec des stadesédelappement et une homologie de
séquence de I'ARN ribosomique 16S aitdamydialesont été découverts. Ces bactéries ont
été nommeéeParachlamydia Toutes ces nouvelles bactéries ont été regrowgmesle nom
de Chlamydialike. Leur capacité a se multiplier dans les ammil@sse a penser que ces
bactéries pourraient étre résistantes a d’autibgdephagocytaires comme les macrophages
et pourraient donc étre responsables d'infectigns.fil du temps, cette hypothése s’est
vérifiée. A ce jour, lesChlamydialike sont reconnues comme potentiellement resjinesa
de diverses infections aussi bien humaines queinaikes. En effet, leParachlamydiaceae
semblent impliquées dans des infections respiedoirpneumopathie, bronchite... mais
pourraient aussi étre responsables d’avortementgapés chez les bovins. Ld&addliaceae
semblent également impliquées dans des avortenspatistanés bovins, voire également
humains. Quant ausimkaniaceaeelles semblent responsables d’infections respres

telles que des pneumopathies communautaires oureendes bronchiolites chez les
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nourrissons. Il est également possible qu’au filtelnps ces bactéries soient reliées a de
nouvelles infections, en effet, il s’agit de miamanismes difficiles a isoler. Le plus souvent
leur présence est détectée par PCR. De plu€hisnydialike ont été mises en évidence
chez de nombreuses espéces: mammiferes, marsumawhibiens, oiseaux, reptiles,
poissons, insectes, crustacés, mollusques ou eprmeoaires, elles semblent donc capables
d’infecter tout le réegne animal. A ce jour, assea de données sont disponibles concernant la
résistance aux biocides ainsi que la survie déaeteries.

De plus, récemment une soucheGldrachomatisa été isolée lors d’'une campagne de
préléevements sur des patients atteints de kématiibienne. Un patient était porteur d’'une
Acanthamoebacontenant pour endosymbionte um@hlamydiaceaetres proche deC.
trachomatis [301]. Cette découverte pourrait impliquer léscanthamoebaedans le
développement et la dissémination @e trachomatisqui est un pathogéene bien connu et

responsable de nombreuses infections oculairedniiates.

Cette étude expérimentale est donc organisée ex mhaties afin de répondre aux

différentes questions suscitées par ce sujet.

 Premiere partie: Test de la résistance desanthamoebaeaux traitements de

décontamination

Nous avons étudié la résistance deanthamoebaa@ différents traitements de désinfection
de surfaces et de matériel médical. Pour ce faioeis avons sélectionné des souches de
référence mais également des souches isolées deirdenement afin de déterminer
I'influence du choix de la souche dans ces résulta résistance de ces amibes a été évaluée
aussi bien sur leur forme libre (trophozoite) quelsur forme enkystée. Compte tenu de la
diversité des méthodes d’enkystement observéesladitigérature et en 'absence de méthode
de référence, nous avons testé la résistance éatifs biocides pour différentes méthodes
d’enkystement afin d’étudier l'influence de ce paédre. Nous avons également essayé

d’expliquer les différences de profil de résistanbservées.

* Deuxieme partie : Etude de la résistance aux inaites de désinfection d€hlamydia

like et deC. trachomatisde leur survie et de leurs interactions ave@kmthamoebae
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Nous nous sommes également intéresséCdulexmydialike. Dans un premier temps, nous
avons déterminé leur spectre d’h6te sur différestasches d’amibes ainsi que différentes
lignées cellulaires. Par la suite, nous avons testésistance aux biocides de ces différents
micro-organismes mais aussi leur survie aussi bignsurface qu’en milieu liquide, dans
différentes conditions. Nous avons également étladstirvie de ces bactéries dans les kystes
d’amibes.

Notre travail a aussi porté sur l'étude d& trachomatis sa croissance dans les
Acanthamoebaenais aussi sa survie dans les mémes conditiongiegéales que pour les
Chlamydialike, ou encore sa résistance aux biocides, fegamt ainsi une référence pour

I'étude desChlamydialike.
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Chapitre Ill : La résistance aux biocides des
Acanthamoebae
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1°" Publication

Resistance oAcanthamoebaysts to disinfection treatments used in healtk sattings.
Coulon C, Collignon A, McDonnell G, Thomas V.
J Clin Microbiol. 2010 Aug;48(8):2689-97. Epub 201n 2.

Résumé de la premiére publication:

Les amibes libres du genr&canthamoebasont trés largement répandues dans
'environnement, et particulierement dans l'eaule&l sont responsables de plusieurs
infections chez 'homme et peuvent également sakhibte pour des micro-organismes
pathogeénes. En cas de conditions environnemerdéfasorables, les amibes sont capables
de s’enkyster, présentant alors des niveaux detaé@se beaucoup plus importants aux
méthodes de désinfection. Cet enkystement pelg d&renir un probleme de santé publique.

Dans cette étude, nous avons évalué lefficacitédd&rents biocides sur les
trophozoites et les kystes de différentes souchsadthamoeba

Nous avons montré que l'efficacité d'un désinfettearie en fonction de la souche
testée, en effet, les souches environnementalesnontré une résistance supérieure aux
souches de collection. Les trophozoites sont mé&stpar tous les traitements excepté ceux
ayant la glutaraldéhyde pour principe actif, mémea 30 minutes d’exposition. Les kystes
sont quant a eux, résistants a de nombreux traiisméJne température de 55°C est
insuffisante pour inactiver les kystes, un traitatme 65°C est nécessaire pour étre efficace.
Les formulations a base d'acide péracétique, deoxyde d’hydrogene ou encore
d’orthophtalaldéhyde se sont avérées plus efficapes celles a base de glutaraldéhyde.
L’éthanol ainsi que I'hypochlorite de sodium donneégalement de bons résultats.
Néanmoins, certains de ces traitements nécessitenemps de contact important afin de
permettre l'inactivation des kystes. Les kystes baems peuvent étre trés résistants
notamment a des désinfectants couramment utilis&petés trés efficaces, ce qui peut poser
des problémes en clinique.

Ces résultats montrent I'importance de considéussiabien les formes végeétatives
qgue les formes de résistance lors de la désinfectes protozoaires. C’est important non
seulement pour éviter des contaminations par le®poaires eux-mémes mais aussi compte

tenu du risque associé aux micro-organismes irtudaiees qu’ils peuvent héberger.
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Free-living amoebae that belong to the genus Acanfhamoeba are widespread in the environment, including
water. They are responsible for human infections and can host pathogenic microorganisms. Under unfavorable
conditions, they form cysts with high levels of resistance to disinfection methods, thus potentially representing
a threat to public health. In the present study we evaluated the efficacies of various biocides against tropho-
zoites and cysts of several Acanthamoeba strains. We demonstrated that disinfectant efficacy varied depending
on the strains tested, with environmental strains demonstrating greater resistance than collection strains.
Trophozoites were inactivated by all treatments except those using glutaraldehyde as an active compound: for
these treatments, we observed resistance even after 30 min exposure. Cysts resisted many treatments, including
certain conditions with glutaraldehyde and other biocides. Moist heat at 55°C was not efficient against cysts,
whereas exposure at 65°C was. Several chemical formulations containing peracetic acid, hydrogen peroxide, or
ortho-phthalaldehyde presented greater efficacy than glutaraldehyde, as did ethanol and sodinm hypochlorite;
however, some of these treatments required relatively long incubation times to achieve cyst inactivation.
Amoebal cysts can be highly resistant to some high-level disinfectants, which has implications for clinical
practice. These results highlight the need to consider the effective disinfection of protozoa in their vegetative
and resistant forms due to their intrinsic resistance. This is important not only to prevent the transmission of
protozoa themselves but also due to the risks associated with a range of microbial pathogens that are found

to be associated intracellularly with these microorganisms.

Free-living amoebae (FLA) are among the most prevalent
protozoa found in the environment, being isolated from soil,
air, and water, as well as from dust, sewage, and sediments
(43). They can colonize water systems and have been isolated
from drinking water plants (24, 57), hospital water networks
(44, 56), domestic water networks (30), and cooling towers (3),
to name but a few. Among FLA, Acanthamoeba species are, to
date, the most frequently encountered in human infections.
The life cycle of Acanthamoeba can be considered in two
stages. During the first stage, the vegetative trophozoite form
is feeding and replicating. The second stage develops not only
under unfavorable environmental conditions, such as nutrient
starvation, heat, cold, and desiccation, but also in the presence
of elevated concentration of various chemical compounds, with
the trophozoites differentiating into cysts (13, 40). During the
encystment phase, amoebae become round and form two distinct
layers: the endocyst, containing cellulose, and the ectocyst, con-
taining various polysaccharides and proteins (27, 34). Cysts are
metabolically inactive and can remain viable for more than 20
years under dry conditions (51) and 24 years at 4°C in water (38).

The most frequent infection associated with Acanthamoeba
spp. is amoebic keratitis (AK), first described in 1974 (39). This
is a particularly difficult to treat ocular infection that leads to
trauma and corneal necrosis. The reports of AK have dramat-
ically increased in parallel with the use of contact lenses, with
incidence rates of 0.15 per million population in the United

* Corresponding author. STERIS SA R&D, 18, Route du Pano-
rama, 92265 Fontenay-aux-Roses, France. Phone: 33-146548557. Fax:
33-146549843. E-mail: vincent_thomas(@steris.com.
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States and 1.4 per million population in the United Kingdom
being reported (17). In a 2009 study, Acanthamoeba spp. were
also encountered in the urine of critically ill patients in inten-
sive care units, suggesting that FLA might play a role in hos-
pital-acquired infections by facilitating transmission of bacteria
to the patients (45). In fact, in addition to their intrinsic patho-
genicity, Acanthamoeba can potentially harbor various bacte-
rial, viral, and eukaryotic species pathogenic for human and
animals (22). Thus, among 539 bacterial species listed as being
pathogenic for humans and/or animals, 102 (including Acineto-
bacter, Enterobacter, Legionella, various mycobacteria, Pseudo-
monas, and Serratia spp.) were described in the literature as
being able to resist and potentially proliferate after amoebal
ingestion (59). Survival of bacteria within amoebal cysts has
been demonstrated for several of these species, mainly myco-
bacteria (1), and cysts are thus considered potential reservoirs
of pathogens in water networks.

Despite increasing health concerns over FLA, there is still a
paucity of information concerning their resistance to various
biocides and disinfectants. Trophozoites are considered rela-
tively sensitive to most chemicals, but cysts have been shown to
be more resistant. It has been reported in several studies that
they can resist exposure to biguanides, quaternary ammonium
compounds, chlorine, chlorine dioxide, and hydrogen peroxide
(59). They have high levels of resistance to radiation, such as
UV, X-ray, and gamma irradiation, but limited resistance to
high temperatures (59). There is no official standard available
to test the activities of disinfectant against amoebae. Amoebal
strains, the media used to grow and encyst trophozoites, and
the exposure and neutralization conditions, as well as methods
to evaluate residual viability after treatments, vary from one
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TABLE 1. Unformulated and formulated active compounds tested in this study and contact times used for cyst exposures

Biocide

Final concen(s) of active

pH of solution” Contact_ time(s)

compound (min)

Unformulated biocides

Sodium hypochlorite 2,500 and 25,000 ppm 11.3 and 12.1 10, 20, and 30

Ethanol 0% 6.2 10

Glutaraldehyde 8.0 (adjusted pH) 10

Hydrogen peroxide 3.4 10, 20, and 30
ortho-Phthalaldehyde 0.55% 6.5 (adjusted pH) 10

Peracetic acid 0.2% 2.7 10
Formulated biocides

Glutaraldehyde-based product 2% glutaraldchyde 5.6 10, 20, and 30

ortho-phthalaldehyde-based product 0.55% OPA 7.5 10, 20, and 30

PAA-based product STERIS-20 0.2% PAA 6.2 10

H,0O,-based product Resert HLD 2% H,0, 23 10

H,0,/PAA-based product Sporklenz RTU 19% H,0,/0.08% PAA 1.9 10, 20, and 30
Heat

55°C 7.2 10

65°C 7.2 10

“ Measured at 21°C.

study to another and might thus be responsible for the ob-
served discrepancies (2, 12). Furthermore, there are few data
available, if there are any data at all, on the activities of the
various chemicals used for surface and medical device disin-
fection in health care settings, such as alcohols, aldehyde-based
products, peracetic acid (PAA)-based products, and hydrogen
peroxide-based products.

In the present work, we compared the efficacies of various
disinfection treatments used in health care settings, including
widely used high-level disinfectants, against reference and field
isolate strains of Acanthamoeba.

MATERIALS AND METHODS

Amoebal strains. Nine different strains were tested: Acanthamoeba castellanii
ATCC 30010 and CCAP 1501/10, Acanthamoeba polyphaga CCAP 1501/18, and
six environmental strains previously isolated from a hospital water network (56)
and from Seine River water (57). All amoebal strains were grown in peptone
yeast glucose (PYG) medium in tissue culture flasks at 28°C as described previ-
ously (60).

Further characterization of environmental amoebal strains. Trophozoites
were recovered from the PYG medium flasks and washed in phosphate-buffered
saline. DNA was extracted using a Pure Link genomic minikit (Invitrogen),
including digestion with lysozyme (20 mg/ml) for 30 min at 37°C and with
proteinase K (20 mg/ml) for 2 h at 55°C. The diagnostic fragment DF3 was
amplified using previously described primers IDP1 (5'-GGCCCAGATCGTTT
ACCGTGAA-3") and JDP2 (5'-TCTCACAAGCTGCTAGGGGAGTCA-3')
(9). Sequencing was performed using primers JDP1 and JDP2, as well as internal
primers 892CF (5'-GTCAGAGGTGAAATTCTTGG-3') and 892CR (5'-CCA
AGAATTTCACCTCTGAC-3") (47).

Environmental Acanthamoeba strains were also screened for the presence of
intracellular bacteria by performing PCR with DNA extracted from amoebae
using universal primers FD1 (5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3') and RP2
(5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3'), targeting the bacterial 16S rRNA
gene (61).

Encystment. Cysts were prepared from trophozoites using Neff’s encystment
medium (0.1 M KCI, 0.02 M Tris, 8 mM MgSO,, 04 mM CaCl,, 1 mM
NaHCO;). Briefly, adhering trophozoites were suspended in PYG medium in
cell culture flasks, harvested by centrifugation at 2,700 x g for 10 min, and
washed in encystment medium. Approximately 5 X 107 trophozoites were then
added to 25 ml of encystment medium in a 150-cm” culture flask and incubated
at 33°C for 7 days. Cysts were then recovered from the flask, suspended for 5 min
in sterile distilled water with 0.5% SDS to lyse nonmature cysts and dissociate

aggregates, and then washed two times in 1/4-strength Ringer’s solution and
stored at 4°C for testing within 15 days.

Decontamination tests. (i) Trophozoites. Confluent cell monolayers were har-
vested from the culture flasks and resuspended in 1/4-strength Ringer broth, with
the cell concentrations adjusted to 107 to 10% cells/ml. Trophozoites were then
diluted 1/10 in the products to be tested or in Page amoeba saline (PAS) for the
controls. The disinfectants tested included various diluted biocides as well as
formulated biocides, as their activities vary significantly. We tested various oxi-
dizing biocides based on acids (hydrogen peroxide or peracetic acid) or chlorine
(sodium hypochlorite), as well as fixative biocides based on various aldehydes
and ethanol (Table 1). Once they were diluted in the disinfectants, trophozoites
were incubated for 5 min (all products except glutaraldehyde and a glutaralde-
hyde-based product) to 25 min (glutaraldehyde and a glutaraldehyde-based
product) at room temperature. They were then recovered by centrifugation at
2,700 % g for 5 min, resuspended in Dey-Engley (D/E) neutralizing broth (with
0.2% catalase for hydrogen-peroxide-based products) for 5 min, and vortexed at
maximum speed for 30 s. After another centrifugation step at 2,700 x g for 5 min,
trophozoites were resuspended in 1/4-strength Ringer broth and serial diluted in
PYG medium in 48-well plates (6 wells per dilution). The plates were incubated
for 21 days at 28°C, with the wells being regularly observed for trophozoite
growth; log,, reductions were calculated using the Spearman-Karber method.
Each test was performed at least four times.

(ii) Cysts. Cysts were adjusted at 107 to 10® cysts/ml in 1/4-strength Ringer
broth. Suspensions were diluted 1/10 in the product to be tested (PAS for
controls) and incubated for 5, 15, or 25 min at the appropriate temperature
(Table 1). They were then recovered by centrifugation at 12,000 x g for 5 min,
resuspended in D/E neutralizing broth plus 0.5% SDS for 5 min, and vortexed at
maximum speed for 30 s. After another centrifugation step at 12,000 x g, cysts
were resuspended in 1/4-strength Ringer broth and serially diluted on a nickel-
nitrilotriacetic acid-Escherichia coli ATCC 25922 lawn in 48-well plates (6 wells
per dilution). After 7 days of incubation at 28°C, the wells were observed for
trophozoite growth and the log,, reductions were calculated using the Spearman-
Karber method.

Aggregation tests. Cysts were observed at the end of the 7 days of incubation in
Neff’s medium to evaluate their capacity to form aggregates. The same cysts were
directly examined after treatment with 0.5% SDS to confirm the dissociation of
aggregates. Any effects of treatments on aggregation of SDS-treated cysts were
monitored after incubation of cysts in 24-well plates in the presence of products for
various times: (i) 10 min for 2.5% sodium hypochlorite, 70% ethanol, 2% glutaral-
dehyde, 0.55% ortho-phthalaldehyde (OPA), 0.2% peracetic acid (PAA), an H,O,-
based product (Resert HLD; STERIS Corporation, St. Louis, MO), and a PAA-
based product (STERIS-20; STERIS Corporation, Mentor, OH); (ii) 30 min for
0.25% sodium hypochlorite, a glutaraldehyde-based product, an OPA-based prod-
uct, 7.5% hydrogen peroxide, and a further hydrogen peroxide/peracetic acid-based
product (Sporklenz RTU; STERIS Corporation, St. Louis, MO).
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FIG. 1. Phylogenetic tree showing the relationship of FLA isolates used in disinfection tests. DF3 fragment sequences were aligned using
Muscle software (19), and the tree was constructed using the neighbor-joining method. Bootstrap values resulting from 2,000 replications are

presented at each node when the value was >50%.

TEM. Cysts obtained after incubation of amoebal strains 1, 3. and 4 and
Acanthamoeba polyphaga CCAP 1501/18 in Neff's medium were prepared for
observation by transmission electron microscopy (TEM). The samples were fixed
in 2.5% glutaraldehyde for 1 night, postfixed for 1 h in 0.1 M cacodylate buffer-1%
OsO; for 1 night, stained with uranyl acetate (0.25%) for 1 night, dehydrated,
and embedded in epoxy resin. Thin sections (50 to 60 nm) were stained with
uranyl acetate (5 min) and lead citrate (5 min), being then examined with a
Philips EM 208 electron microscope. A minimum of 100 measurements were
taken to evaluate the thickness of the ectocysts for each of the four isolates.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using one-way analysis
to compare the thickness of amoebal cysts or a Fisher’s exact test to compare the
numbers of wells positive for each isolate and each treatment. Statistical signif-
icance was set at an alpha level of 0.05.

Nucleotide sequence accession numbers. Partial 185 rRNA gene sequences
corresponding to the DF3 fragment of environmental strains were deposited in
GenBank under accession numbers GU459317 to GU459322.

RESULTS

Further characterization of environmental amoebal strains.
Partial sequencing of the 18S rRNA gene allowed classification
of most isolates in the genotype T4 group (Fig. 1). Only one

isolate was classified under the T5 genotype, being identified as
Acanthamoceba leniiculata after sequencing of the 188 rRNA
intron specific to this species (data not shown). Interestingly,
we were not able to amplify any DNA with 16S ribosomal
DNA (rDNA) universal primers, suggesting that all environ-
mental isolates were free of bacteria.

Disinfection tests. (i) Trophozoites. All products tested
against trophozoites except 2% neat glutaraldehyde and a
glutaraldehyde-based disinfectant formulation achieved com-
plete kill for all strains after 10-min exposures. For the two
glutaraldehyde treatments, no morphological modifications
were observed after the treatment and the cells could still
adhere to the bottom of the wells when the plates were seeded
in PYG medium to count the survivors. The calculated log,,
reductions were very similar after 30-min exposures to glutar-
aldehyde alone or in formulation and varied from approxi-
mately 1 log,q unit for strain 3 to 4.5 log,, units for A. castel-
lanii CCAP 1501/10 (Table 2).

TABLE 2. Biocidal effects of glutaraldehyde alone or in formulation against trophozoites of nine Acanthamoeba strains

Log,, reduction

Acanthamoeba environmental isolates

Biocide® A. castell A. castellanii A. polyphaga
L (river 2 (river 3 4 5 (river 6 (river CCAP 1501/10  ATCC 30010  CCAP 1501/18
water) water) (hospital) (hospital) water) water)
Glutaraldehyde, 2% 41+02 1908 09*07 19+01 14=+03 33=*02 4.6 =02 3.6=x0.1 39+x04
Glutaraldehyde-based  4.1+02 18+06 10x07 22=x02 16=x01 34=x00 45 +0.1 39=x01 39+03

product

“ The contact time was 30 min for each biocide.
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(ii) Cysts. Table 3 summarizes the efficacies of all biocides
tested against cysts of the nine Acanthamoeba strains. As some
formulated biocides tested in this study have recommended-
use temperatures of >50°C, tests investigated the effect of
elevated temperatures on cyst viability. Exposure at 55°C for 10
min was completely inefficient (=1-log,,-unit reduction for all
strains), whereas exposure at 65°C for 10 min was completely
efficient (>4-log,,-unit reduction for all strains).

With the chemical biocides tested, variability in strain resis-
tance profiles was observed. With 10-min exposures, all strains
resisted at least 2 of 12 chemical biocides (<<4-log,-unit re-
duction of viable cysts), and the cysts of the most resistant
strain (strain 4; P << 0.05) resisted exposure to 8 of 12 treat-
ments. Sodium hypochlorite at 2.5% achieved complete kill of
all tested strains. A PAA-based product (at the associated
exposure temperature of 55°C, as recommended by the man-
ufacturer) and one hydrogen peroxide-based product (Resert
HLD at room temperature) demonstrated a >4-log,,-unit re-
duction. Efficacy was observed with ethanol 70% (>4-log,,-
unit reduction for all strains except strains 3 and 4, for which
only 2.8- and 3.5-log,,-unit reductions were achieved) and or-
tho-phthalaldehyde alone (>4-log,,-unit reductions for all
strains except strain 3 [3.7-log,,-unit reduction| and strain 4
[1.1-log,-unit]). A further hydrogen peroxide/peracetic acid-
based product (Sporklenz RTU) was effective against six of the
nine tested strains after a 10-min exposure, with the other
three strains presenting moderate resistance (strain 2, 3.6-
log,,-unit reduction; strain 3, 1.6-log, ,-unit reduction; strain 4,
1.7-log,;-unit reduction) and being inactivated after 20 min
exposure (except for strain 4, for which the reduction was >4
log,, units with few survivors but complete inactivation after 30
min). Three strains presented moderate to high levels of resis-
tance to 10 min exposure to PAA alone at room temperature:
0.2- to 2.1-log,,-unit reductions for strains 2 and 4 and A
castellanii ATCC 30010. Sodium hypochlorite (0.25%) and an
OPA-based product were moderately efficient at 10-min expo-
sures, with greater efficacy at 20 min for seven of nine strains
being noted; 30-min exposures were required to achieve the
complete kill of strains 3 and 4 with the OPA-based product,
whereas strain 3 resisted 30 min exposure to 0.25% sodium
hypochlorite. Glutaraldehyde (2%) alone or in formulation
had little efficacy, with five of the nine tested strains resisting
30-min exposures to the glutaraldehyde-based product (0.9- to
2.8-log,,-unit reductions).

Aggregation tests. Acanthamoeba castellanii strains ATCC
30010 and CCAP 1501/10, Acanthamocba polyphaga strain
CCAP 1501/18, and environmental isolates Acanthamoeba sp.
strains 1 and 4 formed large aggregates during encystment in
Neff’s medium (Fig. 2). These aggregates were dissociated
after treatment with 0.5% SDS for 5 min (Fig. 2). Several
treatments induced aggregation, but it was limited only to
several strains (Fig. 2); some of these treatments were still
efficient at killing cysts (such as the hydrogen peroxide-based
products, sodium hypochlorite, and ethanol), whereas others
(PAA and hydrogen peroxide alone and a glutaraldehyde-
based product) were not (Table 3).

Transmission electron microscopy. The measured thick-
nesses of the ectocysts were 0.4 = 0.1 pm for strains 1 and 4,
0.6 = 0.3 pm for strain 3, and 0.3 = 0.1 wm for A. polyphaga
CCAP 1501/18 (Fig. 3). Statistical analysis demonstrated that

J. CLIN. MICROBIOL.

the ectocysts of strain 3 (Fig. 3B) were significantly thicker
than the ectocysts of the three other strains and that the
ectocysts of strains 1 and 4 (Fig. 3A and C) were significantly
thicker than the ectocysts of A. polyphaga CCAP 1501/18
(Fig. 3D).

DISCUSSION

Free-living amocbae that belong to the Acanthamoeba genus
represent a potential threat to human health due to not only
their intrinsic pathogenicity (37) but also their role as protec-
tive and disseminating hosts for other pathogenic microorgan-
isms (59). Due to their capacity to resist chemical and physical
treatments used for drinking water production and distribution
(36, 55, 57), they can colonize virtually any artificial water
system. They are also widely distributed in moist areas, air, and
dust (14, 42, 44). Despite increasing health concerns caused by
these organisms, there is still a paucity of information concern-
ing their inactivation by various physical and chemical biocides
(59). In the present study we were mainly interested in testing
the trophocidal and cysticidal activities of several chemical
biocides used in health care settings to decontaminate medical
instruments and surfaces. The amoebal strains tested included
recent environmental isolates and culture collection strains.
Characterization of six environmental strains using the 18S
rDNA diagnostic fragment DF3 demonstrated that five of
them belong to the genotype T4 group, which is also the group
to which most isolates associated with keratitis and nonkera-
titis infections belong (10, 33, 46). The other strain was iden-
tified as A. lenticulata, a species that belongs to the genotype
TS5 group. This species has rarely been associated with keratitis
(50), with disseminated infection in an immunocompromised
individual (5) and with acute granulomatous encephalitis in an
immunocompetent individual (32) being noted. We also in-
cluded collection strains in this representative set since it has
been demonstrated that amoebae present markedly different
properties after long-term axenic culture and have a decreased
ability to encyst synchronously and a reduced temperature
tolerance (31, 41).

Resistance of trophozoites to glutaraldehyde has already
been documented with A. polyphaga strain Linc-Apl (21),
which is identical to strain CCAP 1501/18 that was used in our
study. The authors used trypan blue viability staining to dem-
onstrate that a 2% glutaraldehyde-based product was not ef-
fective at killing trophozoites even after 3 h of exposure and
that it actually induced encystment (21). We arrived at a sim-
ilar conclusion using a different method to measure residual
viability; however, the relatively shorter exposures did not al-
low demonstration of encystment. Aggregation tests with cysts
did not reveal trophozoite aggregation induced by glutaralde-
hyde alone or in formulation (data not shown). Environmental
isolates that belong to the T4 group presented significantly
(P < 0.05) higher levels of resistance than collection strains
that belong to the same group, except strain 1. Surprisingly, we
observed better efficacy of glutaraldehyde against cysts than
against trophozoites for strains 1, 4, and 5; 4. castellanii ATCC
30010; and A. polyphage CCAP 1501/18 (P < 0.05). A possible
explanation is that cross-linking of cyst external structures im-
pairs deencystment even if the amoebae remain viable; alter-
natively, the cyst structure may be more sensitive to the activity
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TABLE 3. Cysticidal effects of biocidal treatments, including unformulated active compounds, active compounds in formulation, and
moist heat, against cysts of nine Acanthamoeba strains

Contact time

Log,; reduction

Acanthamoeba environmental isolates

Biocide (min) A. castellanii A. polyphaga
1 (river 2 (river 3 4 5 (river 6 (river CCAP 1501/10 ATCC 30010 CCAP 1501/18
water) water) (hospital) (hospital) water) water)

53°C 10 min 05=x0.1 0.7 0.1 0.8 +0.1 0.9 = 0.1 0.5 = 0.0 0.8 +0.1 LO*01 05+0.2 0.6 =0.1
65°C 10 min >4.7 >4.8 >4.7 >4.7 >4.8 >4.1 >5.1 >4.7 >4.5
5% 10 min =47 >4.8 =47 =>4.7 >4.8 =>4.1 >5.1 =4.7 =45

.25% 10 min 29+0.1 35202 0.1=0.1 0.2x 0.1 1.3+0.2 =4.1 >5.1 2902 1.8 x0.2
25% 20 min =47 >4.8 1.4+01 3.6x01 =4.8 ND* ND =47 =45
.25% 30 mi ND ND 2.6+02 =47 ND ND ND ND ND
10 >4.7 >4.8 28+01 4303 3502 >4.1 >5.1 >4.7 >4.5

) 10 min 16 =04 02=+02 0.0 =0.1 1.1'% 4.6 = 0.1 >4.1 26*0.1 1502 134103

dehyde-based product 10 min 1.3+x02 0.6+ 0.1 0.2+00 0.3x 05+03 1.6 0.2 28x02 1.3 £0.3 12 +0.1
dehyde-based product 20 min 39+ 0:1 0.7 =01 0.0 =00 1.9+02 24 =01 2202 2802 24 =01 =45
dehyde-based product 30 min =47 09 +01 0.9x0.1 =47 2.5+ 01 2302 2.8+ 0.1 =47 ND
OPA, 0.55% 10 min >4.7 >4.8 3.7x02 1.1+ 03 >4.8 >4.1 >5.1 >4.7 >4.5

OPA-based product 10 min 28 +0.2 3.8+ 01 2.6.20.2 11.% 0.1 4.6 = 0.0 >4.1 3.0x01 26=*0.1 22i10.1
OPA-based product 20 min =>4.8 29201 3701 ND ND =>5.1 =47 =4.5
OPA-based product 30 min ND =>4.7 =47 ND ND ND ND ND

Hydrogen peroxide, 7.5% 10 min 03 =03 1.2 £01 1.1 03 21202 1.6 =02 0.8 0.6 04=03 25x04
Hydrogen peroxide, 7.5% 20 min 12 %02 0.3 =02 12402 =48 =4.1 27+02 22=x10.1 =45
Hydrogen peroxide, 7.5% 30 min 1.4 +02 0.9+ 01 1.7+ 02 ND ND 31x01 28+02 ND
Hydrogen peroxide-based Resert HLD 10 min >4.8 >4.7 43+04 >4.8 =4.1 >5.1 =47 =4.5
H,O,/PAA-based SporKlenz RTU 10 min 36505 L6e+02 L7+ 08 41+0.2 =4.1 >5.1 =>4.7 =45
H,O,/PAA-based SporKlenz RTU 20 min >4.8 >4.7 4108 ND ND ND ND ND
H,0,/PAA-based SporKlenz RTU 30 min ND ND =45 ND ND ND ND ND
PAA, 0.2% 10 min 09 =03 >4.7 0.2+02 >4.8 >4.1 =51 2105 >4.5
PAA-based STERIS-20 10 min >4.8 >4.7 4.0x02 >4.8 =>4.1 =51 >4.7 >4.5

4 ND, not done.
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After
encystment

After SDS
0.5% 5 min

Various products inducing aggregation with several strains

A.castellanii
ATCC 30010

A.castellanii
CCAP 150110

A.polyphaga
CCAP 1501/18

Acanthamoeba
sp1

Acanthamoeba
sp2

Acanthamoeba
sp3

Acanthamoeba
sp4

Acanthamoeba
sp5

Acanthamoeba

sp6

of this biocide. Viability staining of cysts treated with glutar-
aldehyde might be useful to understand these effects. Resis-
tance of Acanthamoeba trophozoites to glutaraldehyde raises
important questions about the potential association of glutar-
aldehyde-resistant Acanthamoeba with nontuberculous myco-
bacteria (NTM) that can also resist glutaraldehyde and grow
within amoebae (18, 23, 58). It has been demonstrated that the
resistance of NTM to glutaraldehyde is at least partially due to
mutations in cell wall porins and that these mutations also
increase the resistance of NTM to antibiotics commonly used
to treat these infections (53). Furthermore, mutations in the
same genes also increase the intra-amoebal survival capacity of
NTM (49). In a critical scenario, glutaraldehyde could thus

7t

FIG. 2. Self-aggregation of cysts and treatment-induced aggregation of cysts. Cysts were observed after 7 days of incubation in Neft’s medium,
after treatment with 0.5% SDS for 5 min, and after treatment with various biocides for various contact times (only treatments that induced visible
aggregation are reported). 1, 7.5% hydrogen peroxide tor 30 min; 2, hydrogen peroxide-based product Resert XL-HLD for 10 min; 3, hydrogen
peroxide/peracetic acid-based product Sporklenz RTU for 10 min: 4, 2% glutaraldehyde-based product tor 30 min; 5, 70% cthanol for 10 min: 6,
0.2% peracetic acid for 10 min; 7, 0.25% sodium hypochlorite for 10 min; 8, 2.5% sodium hypochlorite for 10 min; ¥, no growth observed after
treatment. Magnification, x100.

select for NTM strains that are resistant to antibiotics and that
can multiply within Acanthamoeba trophozoites that also resist
exposure to glutaraldehyde.

Previously described quantitative kill assays were used as
references for the cyst inactivation assay used in this study (7,
20: see www.fda.gov/downloads/MedicalDevices/NewsEvents
/WorkshopsConferences/UCM130752.ppt). Neff’s encystment
medium was chosen since it allows recovery of high numbers of
cysts and it may better represent the conditions encountered by
amoebae in water networks than other conditions used to
produce cysts (25). SDS (0.5%) was used after encystment to
kill immature cysts and dissociate aggregates (35). although
these aggregates may need to be further considered, as they
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FIG. 3. Cysts obtained from strains 1 (A), 3 (B), and 4 (C) and A. polyphaga strain CCAP 1501/18 (D). Arrows indicale ectocyst walls.

Bar, 2 pm.

likely exist naturally in the environment. D/E broth was con-
firmed to adequately neutralize the various biocides and has
been demonstrated to be nontoxic to A. castellanii (11). Seed-
ing of treated cysts onto E. coli lawns was preferred to direct
seeding into PYG medium since it leads to higher recovery
rates.

We demonstrated signiticant strain-specific variability in re-
sistance of the cysts to treatments, with strain 3 being the most
resistant (7 < 0.05), followed by strains 2 and 4 (7 < 0.001). Of
note, both strains 3 and strain 4 were isolated from a hospital
water network (56), thus demonstrating that strains isolated in
health care settings can potentially resist the disinfection treat-
ments used in these facilities. Other strains presented interme-
diate resistance profiles. The observed differences in resistance
may partly be due to the ectocyst structure, since it was signif-
icantly (P < 0.001) thicker in the more resistant strain than in
the others. This cyst wall structure has been demonstrated to
contain large amounts of cellulose (15), and an increase in cyst
wall cellulose content during encystment has been demon-
strated to coincide with increasing resistance to biocides (60).
Other mechanisms may also play a role, since the cysts of strain
4 presented a thickness similar to those of strain 1 but were
significantly (P < 0.001) more resistant to treatments.

We confirmed that the minimal cysticidal temperature is
65°C for most Acanthamoeba sp. isolates, with the cysticidal
efficacy being from almost no effect to complete kill when
the temperature is increased from 55°C to 65°C. These dit-
ferences confirm previous reports from studies with cysts of
A. polyphaga (28). It should be noted that the cysts of some
thermotolerant isolates could resist exposure at 80°C tor 10
min (52). Hydrogen peroxide (7.5%) showed limited activity
even after 30 min exposure for resistant strains. Conversely, a
hydrogen peroxide-based product, despite having lower con-
centrations of peroxide (2%), showed greater efficacy (P <
0.001). Differences in the cysticidal activities of lens care solu-
tions containing 3% hydrogen peroxide have already been
demonstrated (26), thus highlighting the critical importance of
nonactive ingredients, notably surfactants, for the microbicidal
activities of formulations. The same remark applies to perace-
tic acid alone compared to peracetic acid in formulation: two
strains resisted very well exposure to 0.2% PAA alone for 10
min, whereas only one strain showed slight resistance after
exposure to STERIS-20 for 10 min at 55°C (identical PAA
concentration; recommended contact time, 12 min). In this
case, increased activity (P << 0.001) might also be due to the
synergistic effects of surfactants and elevated temperature,
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since it has been reported that a PAA-based product contain-
ing a higher biocide concentration was not fully active against
A. polyphaga cysts after 10 min exposure at room temperature
(21). We were surprised by the relatively good efficacy of eth-
anol, since this chemical shows limited activity against various
microorganisms, including bacteria, viruses, and protozoa (4, 8,
20); further viability studies may also be interesting in this case
due to the fixing mechanism of action associated with this
biocide. Sodium hypochlorite was fully efficient at 2.5% (2,500
ppm) but required longer exposures when it was diluted 1/10,
and one strain (strain 3) resisted this concentration even after
30 min exposure. Chlorine is considered ineffective against
Acanthamoeba cysts, notably at the low residual concentrations
(2 to 5 ppm) used to control microbial flora in drinking water
networks. Surprisingly, orthe-phthalaldehyde alone showed
better efficacy than an OPA-based product after 10 min expo-
sure for strains 1, 2, and 3 and the three collection strains. This
might be due to additional compounds (phosphate buffering
salts, corrosion inhibitors, chelating agents) in the formulation,
changing the biocidal activity or availability of the active mol-
ecule against cysts (16). The OPA-based product showed good
efficacy after 200 min exposure but required 30 min exposure to
become fully efficient against resistant strains 3 and 4. The
limited efficacy of glutaraldehyde against other dormant forms
has already been reported, requiring more than 10 h of contact
time for the complete inactivation of Cryptosporidium oocysts
(63). Furthermore, aldehydes are known to have fixative prop-
erties, which could lead to the accumulation of organic soils
and render inactivation even more difficult (62). As for OPA,
glutaraldehyde alone showed better efficacy against cysts than
the glutaraldehyde-based product after 10 min exposure for
strains 5 and 6.

As already mentioned, amoebal cysts are ubiquitous in
drinking water networks but can also contaminate various sur-
faces and travel through the air in droplets as well as in dry
forms. Their potential role as vehicles for various pathogenic
microbial species and their intrinsic resistance to high-level
disinfectants highlight the need to better evaluate and under-
stand the actions of these treatments against these Trojan
horses of the microbial world (6). Standardized procedures for
determining the efficacies of contact lens solutions are under
investigation by various working groups (26); such procedures
should also be investigated for testing the disinfection treat-
ments used for other purposes.
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Discussion et conclusion

Les amibes libres du genfecanthamoebaeprésentent un risque en santé humaine
aussi bien par leur pathogénicité intrinseque, mpardeur capacité d’héberger d’autres micro-
organismes pathogénes. Les amibes sont capablessidéer aux traitements chimiques et
physiques utilisés pour la production et la disttibn d’eau potable. Elles sont également
capables de coloniser les différents réseaux dieas aussi les lieux humides, I'air ou encore
la poussiere. Malgré le nombre croissant d’'infeidues a ces pathogenes, peu de données
sont disponibles concernant leur inactivation, tc’esurquoi, cette étude porte sur la
désinfection des trophozoites et des kystes pdérdifts biocides utilisés pour la
décontamination de surfaces et de matériel médical.

Nous avons étudié 6 souches isolées de I'enviroenerappartenant toutes sauf une au

groupe T4, responsable de la majorité des infestiaimsi que 3 souches de collection.

Cette étude a montré que les trophozoites de lpaplwles souches testées sont
résistants a la glutaraldéhyde, ces résultats rooafit ceux d’'une précédente étude qui ne
portait que sur la souche de collection CCAP 1591163].

Selon la souche et les biocides testés, la résistaarie grandement. Nous avons fait
le choix d'utiliser la méthode d’enkystement en pam de Neff, dans la mesure ou cette
méthode semble étre la plus proche des conditierkygstement réelles obtenues dans les
réseaux d'eau [122], il existe néanmoins d’autreghiodes d’enkystement décrites : sur
gélose non nutritive ou encore avec d'autres tampdwvant leur utilisation, les kystes
produits ont subit un traitement SDS afin d’élinmites kystes non matures [374] mais aussi
de dissocier les agrégats formés lors de I'enkysténtomme nous avons pu I'observer avec
certains traitements (voir figure 2). Il convierd doter que dans I'environnement, les kystes
sont tres probablement sous formes d’agrégatserditsalors nécessaire d’évaluer aussi
I'efficacité de ces mémes traitements dans cesitionsl

Nous avons également observé que les souches mmmntales produisent des
kystes plus résistants que les souches de coledfio effet, il a été montré précédemment
que les souches cultivées de facon prolongée eieuriixénique perdent leur capacité a
s’enkyster et deviennent également plus sensiblaschaleur [125, 375]. De plus, les deux
souches les plus résistantes de cette étudeséoisioées en milieu hospitalier ce qui indique

que les souches rencontrées dans les réseauxdeaervices de soins ou autres peuvent ne
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pas étre décontaminées par les différents traittameiisés. Les souches environnementales
testées appartenant au groupe T4, c'est-a-diré regitoupant les amibes responsables de la
majorité des infections recensées, sont de fagmifisative, plus résistantes aux biocides que
les souches de collection, excepté pour la soucied souches environnementales provenant
de campagnes de prélevements réalisées dans likguldil semble que les amibes isolées
dans des établissements de soins soient potemtéritecapables de résister aux traitements
qui y sont pratiqués. Ceci est d’autant plus inguigque les patients pouvant étre en contact
avec ces souches peuvent étre immunodéprimés.

Nous avons observé une meilleure efficacité deldtagldéhyde sur les kystes que
sur les trophozoites pour les souches 1, 4, 5 girsipourA. castellaniiATCC 30010 efA.
polyphaga CCAP 1501/18. Cette observation inattendue pdudte expliquée par une
sensibilité plus grande a la glutaraldéhyde detdactire extérieure des kystes, voire un
désenkystement bloqué par des liaisons entre lestates externes du kyste. Il serait
nécessaire de réaliser des marquages de viahilitdes kystes traités afin d’étudier ce
phénomene.

La résistance a la glutaraldéhyde pose un autrblggm®, des mycobactéries sont
souvent associées aux amibes, or, ces bactériegemeagalement étre résistantes a la
glutaraldéhyde. Un traitement a base du glutargidi€ipourrait donc sélectionner les amibes
ainsi que les mycobactéries résistantes.

Dans cette étude, nous avons fait le choix d’ensesreles kystes traités sur gelose
NNA avecE. coli plutét que dans du PYG, en effet, des tests piddimes ont montré que
cette méthode permettait une meilleure croissaase&ystes encore viables.

La paroi des kystes est constituée de celluloseigihentation de la quantité de
cellulose au cours de I'enkystement a été démoairése que sa corrélation avec la résistance
aux biocides [134]. Les différences observées ande de résistance peuvent en partie étre
expliquées par I'observation de la structure destdsy la souche la plus résistante présentant
un ectokyste plus épais que les autres souchegvébse Néanmoins, d'autres facteurs
semblent intervenir puisque les souches 1 et 4eptést des profils de résistance différents
mais un ectokyste d’épaisseur tout a fait comparabl

En ce qui concerne la température, il faut au mimm®5°C pour tuer les kystes de la
majorité des souches testées. De plus, certaingehea® thermotolérantes peuvent résister a
une exposition a 80°C durant 10 minutes [151].

Nous avons également observé l'efficacité limitéeperoxyde d’hydrogéne 7.5%,

méme apres un traitement de 30 minutes, en revatebegormulations avec un taux de
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peroxyde d’hydrogene inférieur (2%) sont plus effies. La formulation est trés importante
dans l'efficacité des produits commerciaux notamnt@mprésence de surfactants, et d’autres
composés non microbicides. Cette observation esedgnt vraie pour d’autres principes
actifs comme l'acide peracétique. En revanche,hénpmene inverse a été observé pour
I'OPA, le principe actif seul s’est révélé plusiedice qu’en formulation. Ceci peut étre
expliqué par la présence des composés additioteislgue des inhibiteurs de corrosion, des
agents chélateurs ou encore des tampons phospbatearnp avoir une incidence sur
I'efficacité du principe actif [376]. Il faut toutle méme noter que la glutaraldéhyde n’a
gu’une action limitée sur les kystes et les troghies dAcanthamoebagece qui a également
été documenté pour d’autres micro-organismes teés lgs oocystes d€ryptosporidium
[377]. L'inconvénient des aldéhydes est leur capaai fixer, ce qui peut engendrer une
accumulation de matieres organiques et rendrealeion biocide plus difficile.

Nous avons observé une bonne efficacité de I'élhano les kystes alors que ce
biocide est en général peut actif sur divers manganismes [378-380]. Compte tenu de la
capacité de I'éthanol a fixer, il serait intéressdaréaliser des tests de viabilité sur les kystes
traités.

Un autre principe actif qui s’est avéré efficaceldypochlorite de sodium a 2.5%, en
revanche une concentration plus faible (0.25%) s&tme une augmentation du temps de
contact et n’est pas efficace sur toutes les s@udleechlore est considéré comme inefficace
sur kystes dAcanthamoebgenotamment aux concentrations utilisées danséssaux d’eau

potable (2 a 5 ppm).

Les kystes d’amibes sont largement répandus dansilbnnement, ils sont présents
dans les réseaux d'eau potable et peuvent doncaroordgr diverses surfaces et étre
transportés aussi bien par l'air que par 'eaupissentent un risque pour la santé humaine a
cause de leur pathogenicité intrinseque mais quessileur réle de vecteur pour d’autres
micro-organismes. Compte tenu de leur résistangebencides disponibles sur le marché, le
risque pathogene est d’autant plus important. Ajoce, il n'existe pas de protocole de
référence pour I'évaluation de l'efficacité desdites sur les kystes d’amibes bien que des
groupes de travail se préoccupent de I'évaluaties taitements de désinfection pour les
lentilles de contact. Un protocole devra égalenétm mis au point pour les désinfectants de

surfaces ou de matériel médical.
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Acanthamoebal cysts resistance to disinfectiomotgfof growth conditions

Céline COULON, Nathalie DECHAMPS, Anne COLLIGNONefald Mc DONNELL and

Vincent THOMAS

Résumé de la deuxiéme publication:

Les Acanthamoebasont des amibes libres ubiquitaires dans I'enviemt. Ces amibes,
pathogenes pour 'lhomme, sont responsables desphssinfections graves. Elles ont également
la capacité en cas de conditions environnementiésvorables de s’enkyster afin de mieux
résister aux différents stress. Cet enkystementcienfere également une résistance vis-a-vis des
traitements de désinfection. Il n’existe a ce jpas de protocole de référence pour I'évaluation
de l'efficacité des biocides sur les kystes d’amibentrairement aux bactéries et virus.

Dans ce travail, nous avons voulu comparer la tadgie des dicanthamoebaeultivées en
milieu axénique (PYG) ou sur cellules HEp-2 puikystées en tampon Neff. Nous avons
confirmé que les kystes issus de trophozoitesvégltsur cellules HEp-2 sont significativement
plus résistants a tous les biocides testés exgepté I'acide peracétique et les formulations a
base de ce principe actif.

Nous avons également étudié les différences emedeux types de kystes en cytométrie de
flux, apres marquage au calcofluor. La croissanoeHEp-2 semble permettre d’obtenir des
kystes plus matures que la croissance en milienigxeé.

Ces résultats doivent étre pris en compte pouéveldppement d’'un protocole de référence pour

I’évaluation de I'efficacité des biocides sur lgstes d’amibes.
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ABSTRACT (147 words)

Despite increasing concerns of direct pathogenietd/or their role as hosts for other
microorganisms there is currently no standard testthe inactivation of amoebae that belong to
the genusAcanthamoebaMethods used to grow amoebae and produce cysthdse tests may

be important since they can dramatically modifyt stssceptibility. We compared resistance of
cysts produced from trophozoites grown in PYG axenedium or by feeding on HEp-2 cells

and then encysted in Neff's medium. We observetttbahozoites grown using HEp-2 cells as
a food source produce cysts that are significamigre resistant to most biocides tested
(including heat). Increased resistance is likelye da higher proportion of mature cysts as
demonstrated by flow cytometry and microscopic wsialof cysts stained with calcofluor white.

These results should be taken into account foddwelopment of protocols to evaluate biocides

and antimicrobials against amoebal cysts.
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INTRODUCTION

Free-Living Amoebae (FLA}Yhat belong to the genu&canthamoebaare ubiquitous in the
environment. They are mostly found in water (freatex, seawater, domestic water) but also in
soil, air and dust [381]. In a recent clinical studcanthamoeba&pp have also been reported
from the urine of critically ill patients in inteive care units: 17 of 63 samples collected from
urinary catheters were positive fércanthamoebaspp. [382]. The organism’s life cycle is
composed of two distinct stages: a metabolicallfivacstage with feeding and replicating
trophozoites, and a dormant stage with the formadiocyst that resist to environmental stress in
case of unfavourable conditions [383].

SeveralAcanthamoebapecies are pathogenic for humans, being mostlycested with amoebal
keratitis, a rare but sight-threatening cornealec¢tibn that can affect immunocompetent
individuals. Reported incidence of the diseaseiha®ased dramatically over last three decades
presumably due to increased use of contact lertdess been reported to be in the range of 0.15
to 1.4 per million [384]. Granulomatous amebic gi#itis (GAE), disseminated diseases and
skin lesions have also been reported witanthamoebaspp. but are currently only rarely
observed [385].

In addition to their intrinsic pathogenicithcanthamoebaan potentially harbour intracellularly
various bacterial, viral and eukaryotic speciehpgénic for human and animals [386]. Among
539 bacterial species listed as being pathogemihdonans and/or animals, 102 to date have
been described in the literature as being ablesstrand potentially proliferate within amoebae
[387]. This includes well known hospital-acquireatipogens such a#écinetobacterspp.,
Enterobacterspp.,Legionellaspp., various mycobacterial speciBseudomonaspp.,Serratia
spp (for a complete review see [387]). Survivabatteria within amoebal cysts has also been
demonstrated for several of these species, indudiycobacteria. Cysts are thus considered as

potential reservoirs of pathogenic micro-organismeater networks and it has been suggested
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that testing encysted mycobacteria may be necedsapyroperly evaluate decontamination
procedures for water and endoscopes [202].

We have recently published data regarding the nisiti resistance of amoebal cysts to
disinfection treatments used in healthcare sett[888]. This study demonstrated that several
chemical formulations containing peracetic aciddrogen peroxide or orthophtalaldehyde
presented greater efficacy than glutaraldehyddjdasthanol and sodium hypochlorite; however,
some of these treatments required relatively lorgbation times to achieve cyst inactivation. In
this work we chose to use Neff medium to producgsgince it has been recommended due to
its ability to induce synchronous encystment arghhjield of cysts [383]. However it has also
been reported that Neff method suffers limitaticars] in some cases cysts produced using other
methods such as encystment on non-nutrient agaAjNiéates have proved more resistant to
disinfection [122]. Based on recent studies denmratiayy thatAcanthamoebatrains lose their
abilities to encyst synchronously and show redueetperature tolerance upon prolonged axenic
culture [389, 390], and that growth on cell layeeactivates attenuated properties [391], we
considered if cysts produced from trophozoites gromn cell layers are more resistant to
disinfection treatments and consequently more gpj@@ to test biocides used to reprocess

critical medical devices.
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METHODS

Five representativécanthamoebastrains were used, including 2 environmental iesla(T4
genotype) and 3 collection strain&c@nthamoeba castellan€CCAP 1501/10Acanthamoeba
castellanii ATCC 30010 andAcanthamoeba polyphagaCAP 1501/18). They were routinely
cultivated at 28°C in sterile Peptone-Yeast exilcicose (PYG) medium containing for 5 litres
of distilled water: 100 g proteose peptone (Difch), g yeast extract (Difco), 4.9 g MgsO
7H,0, 5 g sodium citrate - 28, 0.1 g Fe(NE)2(SQy)2 - 6HO, 1.7 g KHPO,, 1.97 g NaHPO, -

7H,0, 45 g glucose, and 0.295 g CaCl

Trophozoites to be used for cysts production weosvg using two different methods: growth in
sterile PYG medium or feeding on HEp-2 cells. Fap2 derived trophozoites, HEp-2 cells
ATCC CCL-23 were cultivated at 37°C in 150 cm? llasvith DMEM + 5% FBS. When cells
reached confluence, DMEM was removed and replacedNBCI 0.9% containing ~f0
trophozoites; flasks were incubated at 28°C tovaléamoebal growth and sub-cultured 3 times
using this method [391]. Trophozoites cultivatedngsboth methods were then encysted in

Neff's medium for one week at 33°C as previouslgalbed [383, 388].

For disinfection tests, cysts were harvested intfgngth Ringer’s solution, treated with SDS
0.5% for 10 min to lyse non-mature cysts [84] amgbakciate aggregates [388], then washed 2
times in ¥ strength Ringer’s solution and stored’°&x for testing within 15 days. To test biocide
efficacy, cysts suspensions were adjusted atda@ cysts/ml in ¥ strength Ringer’s solution
and approx. 10to 10 cysts were diluted 1/10 and incubated for 10 tondf in biocide
suspensions (2 non-formulated and 3 formulatedleTAb Treated cysts were then re-suspended
for 5 min in Dey-Engley neutralizing broth [392fein collected by centrifugation at 14,000 rpm

for 5 min, suspended in Ringer broth and serialtdd onEscherichia coliATCC 25922 lawns
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on Non Nutrient Agar (NNA) plates. After 7 days ubation at 28°C, NNA plates were observed
for trophozoites regrowth, and log reductions weedculated using the Spearman-Karber
method. To prepare NNA plates, 1.5 g agar (Difcaswliluted in 100 ml of Page’s modified
Neff's amoeba saline (PAS) containing for 1 litfedcstilled water: 120 mg NaCl, 4 mg Mg30©

7H,0, 4 mg CaGl- 2H0, 142 mg NgHPQy,, and 136 mg KEPQ,.

For flow cytometry and microscopy, PYG medium orgHEderived trophozoites were encysted
in Neff medium containing 0.005% calcofluor whitduka 18909) for 7 days at 33°C to detect
cellulose-containing structures [56]. After 7 dagsubation cysts were harvested, treated with
0.5% SDS, fixed in 200 pl methanol for 10 min, avashed 2 times in PBS. Stained cysts were
then analyzed and sorted with an Influx cell sofBacton Dickinson), equipped with Coherent
Innova 308-UV and 307 argon ion lasers, tuned ti #60mW of UV (all lines) and 200 mW of
488nm. Forward scatter and log-side scatter wetectksl off the 488nm laser, UV-excited
Calcofluor white fluorescence intensity was detéd¢teough a 560/50 bandpass filter (SemRock,
Rochester, NY, USA;)[393]. A minimum of 50,000 etemvere stored in listmode for off-line
analysis, and 3,000 to 15,000 events presentingrlgledistinguishable calcofluor white
fluorescence (as compared to background fluoresceiserved in unstained samples) were
analysed, and clearly separated populations basedS®C (log) and calcofluor white
fluorescence were sorted in 300 pl sterile watemcentrated to 50 ul by high-speed
centrifugation, deposited on wells of a Teflon-eshtnicroscopy slide, dried at 37°C, mounted
with Prolong Gold antifade reagent (Invitrogen) azserved with a Olympus IX 71 inverted

microscope equipped with a X-ctt@20Q fluorescence illuminator.

All tests were performed at least four times. Statal analysis was performed using Fisher’s

exact test to compare numbers of wells in which elmabregrowth was clearly observed after
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serial-diluting treated cysts onko colirlayered NNA plates. Statistical significance wasa an

alpha level of 0.05.

RESULTS

As previously described [388], cysts produced fiBNiG-grown trophozoites encysted in Neff
medium were efficiently inactivated (> 4-lggreduction) by most biocides and for all strains
tested (Fig.1). The glutaraldehyde-based produdtaa@.5% hydrogen peroxide solution were
not fully efficient on several strains even aftérrin exposure, matching pervious reports [388].
Cysts produced from trophozoites grown onto HEpRscand encysted in Neff medium were
generally more resistant to biocides, with the pkoa of the peracetic acid-based product that
was still very active (> 4-log reduction) on the 5 tested strains after only 1fi exposure
(Fig.1). For all strains, cysts produced from tropbites grown onto HEp-2 cells were
significantly more resistant to heat (10 min expe¥wand to the glutaraldehyde-based product
(30 min exposure) compared to cysts produced frophbzoites grown in PYG. For most (4 of
5) amoebal strains, cysts produced from trophogzajtewn onto HEp-2 cells were also more
resistant to 30 min exposure to bleach 0.25% ordgeh peroxide 7.5%; higher resistance to the

OPA-based product (30 min exposure) was observed $trains.

Flow cytometric analysis performed with cysts ofe th different strains obtained from
trophozoites cultivated with the two different medls demonstrated the presence of one or two
separated populations depending on strains andochetbed to grow trophozoites (Fig.2 and
Table 2). When analysing mean SSC and mean fluemesc intensities of well-defined
populations for every strain we found that popoladi presenting highest SSC and highest
fluorescence values in the HEp-2-fed population agbv had higher SSC and brighter

fluorescence than PYG-grown populations (TableThe only exception was for the second
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(top) population observed in cysts Af castellaniiATCC 30010 obtained from PYG-grown
trophozoites that presented higher mean fluorescamensity than cysts obtained from HEp-2-
fed trophozoites; however in this case SSC waksgher in cysts obtained from HEp-2-fed
trophozoites (Table 2). Microscopic observation swrted populations demonstrated that
populations with higher SSC and bright calcofludniter fluorescence presented typical cysts
shapes with irregular, thick and highly fluoresceetl walls whereas populations with lower
SSC and dim calcofluor white fluorescence were amsed of rounded cysts presenting thinner

and visually less fluorescent cell walls (Fig.2)

DISCUSSION

Amoebae that belong to the genfisanthamoebaare increasingly recognized as a potential
threat for human and animal health due to intripgithogenicity and their capacity to serve as
the ‘Trojan horses’ of the microbial world allowirige survival of bacterial pathogens in the
environment [394]. In addition to well describedeimctions withLegionella pneumophila
Acanthamoebaeare suspected to play important role in the egplofj pathogenic bacteria,
including emerging concerns such as non-tubercutoysobacteria andCampylobacterspp
[395, 396]. There is thus a critical need to vakdeatments efficacy againrstanthamoebage
particularly against cysts, and methods to be usetkst biocides efficacy against cysts of
Acanthamoeba&pp are under discussion [123]. As for other manganisms, test methodology
has a potentially high impact on conclusions treat be drawn from such tests. It has been
reported that different acanthamoebal strains pteiferent susceptibilities to biocides and that
methods used to produce cysts from trophozoiteshase a dramatic importance on final results
[122-124, 397]. Importantly, cysts derived fromdadtory strains that have been maintained in
prolonged axenic culture are more susceptiblesmfiction than those derived from the original

isolate [122]. Furthermore it has been reported th@phozoites grown in sterile PYG and
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incubated in Neff's encystment medium produce re@ghttophozoites and immature cysts but
not double-walled mature cysts even after more t#hameeks incubation [397]. Despite this,
encystment in Neff medium is still currently usedproduce cysts since it easy to set-up and

allow producing large amounts of cysts.

As recent studies demonstrated that unnecessargboiiet features such as encystment and
protease activities that are lost or at least dosgudated after prolonged axenic culture can be
recovered after growth on human cells [389-391],tested if trophozoites cultivated on cells
produce cysts that are more resistant to biociden & cysts are produced in Neff medium. We
demonstrated it is indeed the case, with obsergsdtance levels that are generally well above
those observed with cysts produced from trophogotsltivated in PYG. This can have
significant implications since some of the treatisetested (aldehydes based treatments) are
currently widely used for high level disinfectioAcanthamoebaepp are currently found in
hospital water networks [37] and incomplete efficamuld thus results in increased risk of
patient contamination with amoebal cysts harbounopadhogenic bacterial species such as
mycobacteria. Of note, resistance of trophozoites$ @/sts to glutaraldehyde has already been
reported by others [163, 388]. Published data ammog heat-inactivation oAcanthamoebapp

are very discrepant: Turnet al. observed that trophozoites Af castellaniiwere inactivated
following 30 min exposure at 46°C, while a temperatof 56°C was necessary to inactivate the
same number of cysts produced from PYG-grown traphes encysted in Neff medium [134].
Aksozeket al. reported that a temperature of 65°C for more thanin was fully efficient to
inactivate trophozoites oA. castellaniicultivated in PYG and encysted on NNA-plates [159]
while Ludwig et al. reported that ofA. castellaniiandA. polyphagadirectly encysted in PYG
were inactivated only after exposure to moist liealO min at 80°C [160]. The same exposure

conditions did not completely inactivate cysts lbérmo-tolerantAcanthamoebapp. infected
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with L. pneumophila[151]. Increased heat-resistance is a major consamnce heat-shock
treatments at 65°C are commonly used to controliferation of L. pneumophilain water

distribution networks [398].

Calcofluor white staining experiments suggest thateased resistance to biocides for one strain
is largely due to higher proportions of more mataysts obtained from trophozoites fed with
HEp-2 cells, resulting in higher cellulose contenthe cysts cell walls and higher resistance to
disinfection [399, 400]. Cysts presenting high flescence values generally have higher SSC
values, likely due to increased refraction by tle# walls. Thus, even if not prevailing in the
whole cysts population, these mature cysts arelylikesponsible for observed increased
resistance to biocides. Whether additional spef#ators over- or under-expressed in presence
of mammalian cells also play significant roles remao be determined. Comparison between
strains is difficult since differences between flegcence values are not directly linked to
observed differences between resistances to bsicadean example, cysts obtained from HEp-2
fed trophozoites are less resistant (P < 0.05ytlvdgen peroxide foAcanthamoebapl than for
Acanthamoeba&p4, despite having higher mean fluorescence dlable 2). Previous studies
reported no significant differences in forward sea(FSC) for cysts obtained from PYG-grown
trophozoites using different methods and preserdiffgrent susceptibilities to biocides [122].
Accordingly, we did not observe such differencesour experiments and could only clearly

distinguish populations due to differences in ctilmy white staining.

Our results suggest that the method described lgsleret al [391] to produce mature cysts
from HEp-2 cells grown trophozoites is of majoreirgst for the evaluation of disinfection
efficacy. The method is relatively simple to set-apd does not require special media or
equipment. An additional simplification step cowonsist in cultivatingAcanthamoeb&pp on

other protozoa that can be easily cultivated anmht@iaed in the laboratory and that can serve as
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a nutrient source instead of cells, suchHastmannella vermiformigor example (unpublished
observations); this could avoid the use of humaaromal cell lines that are more difficult to
handle. However it should first be investigatedcifsts produced from amoebae in such
conditions present similar resistance to disintetticompared to cysts produced from
trophozoites grown on HEp-2 cells. The effect afgderm growth of amoebae on HEp-2 cells
requires further investigation. Another importawirg to consider is the potential effect of the
presence of intracellular bacteria on encystmedtaysts resistance to disinfection: recent report
suggests thaAcanthamoeba castellangtrain Ma (ATCC 50370), a strain currently used fo
testing biocides efficacy [154, 401], harbours aevpusly unrecognized mycobacterial
endosymbiont related to tiMycobacterium aviuncomplex [402]. These results should be taken
into account for the development of normalized qeots for the evaluation of biocides against

protozoa, including amoebal cysts.
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Table 1: List of biocides and contact times tested in thigdg, all biocides were tested at

recommended temperatures (room temperature, watbxbeption of STERIS-20).

P Final concentrations pH of solutions Contact times

Biocides ) )
of active compounds (measured at 21<C) (min)

Unformulated biocides
Sodium hypochlorite 2,500 ppm 11.3 30
Hydrogen peroxide 7.5% 3.4 30
Formulated biocides
Glutaraldehyde-based product 2% glutaraldehyde 5.6 30
Ortho-phtalaldehyde-based product 0.55% OPA 7.5 30
PAA-based product STERIS-20 (55C) 0.2% PAA 6.2 10
Heat
65C N/A 7.2 10
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Table 2: Mean SSC and calcofluor white fluorescence intessiof the different cysts

populations analysed in this study. Values areceted for one or two populations depending if
one or two differentiated populations were obsemhdng analysis. When two populations were
detected, calcofluor white-bright populations wdesnonstrated by microscopy to correspond to

more mature cysts compared to calcofluor white-papulations.

Dim (or full) population Bright population (if present)
Sample % cysts SSC Fluorescence % cysts SSC Fluorescence

A.castellanii CCAP 1501/10 - PYG >95.0 92 405 - - -
A.castellanii CCAP 1501/10 - Hep-2 79.0 101 186 19.9 402 530
A.castellanii ATCC 30010 - PYG 47.5 143 212 50.7 534 962
A.castellanii ATCC 30010 - Hep-2 >95.0 715 728 - -
A. polyphaga CCAP 1501/18 - PYG >95.0 450 496 - -
A. polyphaga CCAP 1501/18 - Hep-2 >95.0 562 788 - - -
Acanthamoeba spl- PYG 62.4 198 348 35.9 665 1179
Acanthamoeba sp1- Hep-2 64.9 296 488 32.2 973 1511
Acanthamoeba sp4- PYG 53.8 122 171 45.1 300 558
Acanthamoeba sp4- Hep-2 >95.0 517 773 - -
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Figure legends:

Figure 1: Cysticidal effect of treatments including biocidasd moist heat against cysts Af
castellanii CCAP 1501/10 (A)A. castellaniiATCC 30010 (B),A. polyphagaCCAP 1501/18
(C), and two genotype T4 strains previously isaldtem river water (D) and hospital water (E).
Log-10 reductions are reported.

l: trophozoites were grown in PYG medium and endysteNeff medium;

: trophozoites were grown on HEp-2 cells and emedd/st Neff medium.

Statistically significant differences observed tloe efficacy of treatments against cysts obtained
according to both methods are indicated with staPs< 0.05; **P < 0.001.

“>" : Maximum Log-10 reduction was observed

Figure 2:

Flow cytometric analysis of cysts stained with ©@#loor white during encystment in Neff
medium. Different populations were observed, sortadl observed with a fluorescence
microscope: “non-mature” as well as “mature” cystre obtained from trophozoites grown in
PYG (top diagram and corresponding pictures, smions A and B, respectively) whereas more
than 95% “mature” cysts were obtained from tropli@sogrown on HEp-2 cells (bottom
diagram, sort region C and corresponding pictuRepion D indicates the same area as region A,
but did not contain an identifiable subpopulati@alcofluor white-low, SSC-low populations

essentially contained cellular debris, and no intatis were retrieved.
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Figure 1 A
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Figure 2
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Discussion et conclusion

Compte tenu du risque pathogene lié aux amibedeule capacité a héberger et
protéger d’autres micro-organismes, eux-mémes paties, il est important d’évaluer leur
sensibilité aux traitements de désinfection.

Dans cette étude, nous avons testé la résistanceébianides de kystes d’amibes
produits selon deux méthodes distinctes. En eiffet,été montré qu’aprés une période de
culture sur milieu axénique, les amibes perdent tapacité a s’enkyster et a résister a la
chaleur. Cette observation peut donc avoir de @mndepercussions sur les résultats
d’efficacité des biocides selon la méthode de celtutilisée pour les trophozoites. Nous
avons donc fait le choix de tester des kystes iskidrophozoites cultivés sur milieu
synthétique, méthode la plus fréequemment utilisdais aussi de trophozoites cultives sur
cellules HEp-2, ce qui semble restaurer leur ca@acs’enkyster.

Nous avons observé que les kystes issus de trofieszoultivés sur PYG sont
inactivés par la plupart des traitements de désiioie testés [403]. Seuls un biocide a base de
glutaraldéhyde et le peroxyde d’hydrogene ne sasttptalement efficaces, méme aprés une
exposition de 30 minutes. En revanche, les kyst®sside trophozoites cultivés sur cellules
HEp-2 sont beaucoup plus résistants. En effet, eproduit & base d’acide peracétique
(STERIS-20) est efficace contre toutes les soudtasibes. Ces kystes sont également plus
résistants a la chaleur. Selon le biocide et lals®wWAcanthamoebatestés, les profils de
résistance varient grandement.

Ces résultats confirment donc I'importance du chi@g souches dans les études, de la
méthode d’enkystement [122-124, 397] mais égalentEntla méthode de culture des
trophozoites avant I'enkystement. Les trophozodtdivés en PYG et enkystés en tampon
Neff ont déja été décrits comme immatures. Il Sagit de trophozoites arrondis plutot que de
kystes matures avec une double paroi, et ce, m@mds & semaines d’enkystement [397].
Nos observations indiguent que ces kystes sonesdgait plus sensibles aux traitements de
décontamination. De plus, il a été montré que Mstds provenant de souches d’amibes
cultivées de facon prolongée en milieu axéniquet s sensibles aux traitements de
décontamination que ceux issus des premiers pasdage ce méme milieu de culture [122].
En effet, des études ont montré que des fonctiogtaboliques telles que I'enkystement et
I'activité de certaines protéases étaient restguapecs 3 passages sur cellules humaines. La

résistance semble étre liee a la maturité des kysteerait nécessaire d’étudier plus en détalil
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les fonctions « perdues » lors d’'une croissancmiiru synthétique et de corréler ces effets
avec la maturité ainsi que la résistance aux treités de désinfections des kystes.

Compte tenu de nos résultats, la méthode de cuisdrophozoites sur cellules [404]
semble satisfaisante pour I'obtention de kystesureatdans le but d’évaluer I'efficacité des
traitements de désinfection. Néanmoins, il serdiessaire d’étudier I'effet a long terme de la
culture des amibes sur cellules et si le phénorderrégulation négative de certaines activités
métaboliques peut se développer dans ces conditions

Dans la mesure ou les résultats des tests de décmation se sont averés tres
différents selon la méthode de culture employéesravons voulu étudier plus précisément
les différences existantes entre ces deux typdeystes. La résistance des kystes étant en
grande partie liée a la présence de cellulose aeaunide la paroi des kystes, nous avons
réalisé un marquage de cette cellulose. L’analyété effectuée en cytométrie de flux avec
pour parametres, I'analyse du calcofluor et de danglosité de kystes. A ce jour, des
différences aussi bien de granulosité que de mgmsant observées entre les deux types de
kystes. Les trophozoites produits sur cellules $embbdonner une population de kystes
homogene et mature contrairement aux trophozoiilésés sur milieu synthétique.

Ces résultats sont donc a prendre en compte palévidloppement d’un protocole de
référence destiné a I'évaluation de [Iefficacités dbiocides sur les kystes d'amibes.
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Travaux complémentaires

D’autres méthodes d’enkystement ayant été décrimss avons voulu en tester une
troisieme. Il s’agit d’enkyster des trophozoitefticés sur milieu synthétique sur une gélose
non nutritive (NNA).

Production des kystes NNA :

Les trophozoites sont récupérés apres croissanBd @npuis lavés deux fois en PBS, repris
dans environ 1 ml de PBS et déposés sur une glliNge La gélose est ensuite incubée 7
jours a 33°C puis les kystes sont récupérés ervidlomunant la surface de la gélose avec 3 ml
de solution de Ringer diluée au Ya. Les kystes snatite lavés et traités durant 5 min avec
du SDS 0.5% en eau distillée stérile afin de lyssrkystes immatures et de dissocier les
agrégats. lls sont ensuite lavés 2 fois en sol®Ringer diluée au ¥ et stockés a 4°C avant
utilisation dans les 15 jours suivants.

Les kystes produits de cette facon ont été utils@ame précedemment pour évaluer leur
résistance aux biocides.

Les résultats obtenus sont les suivants :
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A. castellanii CCAP 1501/10 (A),A. castellaniiATCC 30010 (B),A. polyphagaCCAP

1501/18 (C), and 2 souches de genotype T4 isolées diviere (D) et de I'eau d’'un hopital
(E).

l: trophozoites cultives en PYG et enkysté en taniyeif;

I : trophozoites cultives en PYG et enkysté sur gelNA,

: trophozoites cultivés sur cellules Hep-2 et etdygn tampon Neff;

Compte tenu des résultats observés les kystesusbsem gélose NNA semblent avoir
un profil de résistance plut6t intermédiaire pgp@t aux kystes obtenus en tampon Neff et
issus de trophozoites cultivés en PYG ou sur @edlull est plus difficile de comparer ces
kystes avec les autres dans la mesure ou le ptetdmnkystement differe. Néanmoins, ces
kystes sont globalement plus résistants aux traitésnque les kystes Neff mais moins que les
kystes HEp-2.

Il serait intéressant d’enkyster sur gélose NNA wlephozoites cultivés sur cellules HEp-2
afin de pouvoir comparer les résultats obtenusefigt, dans la mesure ou la croissance des
trophozoites sur cellules et I'enkystement sur ggtlgemblent produire des kystes plus
résistants aux biocides, ces kystes pourraienpéigerésistants que les précédents.

Il a été démontré que les trophozoites enkystégasmpon Neff produisent des kystes
immatures et des trophozoites arrondis mais palsysies matures avec une double paroi

méme apres 4 semaines d’enkystement contraireni@mtkgstement sur gélose NNA [397].
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3°Publication:

Article en preparation

Host spectra, survival capacity and susceptibititbiocides of variou€hlamydialike
compared t&€Chlamydia trachomatis

Céline COULON, Mickael ETERPI, Gilbert GREUB, AnfeOLLIGNON, Gerald Mc
DONNELL and Vincent THOMAS

Résumé de la troisieme publication:

Les Chlamydialike, appartenant au€hlamydiales sont des bactéries intracellulaires
obligatoires, a ce jour divisées en 5 famillesiddtes: ParachlamydiaceaeSimkaniaceae
Waddliaceag Rhabdochlamydiaceaet Criblamydiaceae Ces bactéries ont été mises en
évidence chez de nombreuses especes aussi bierdebanammiferes, des insectes, des
protozoaires...Le€hlamydialike se sont avérées pathogenes pour 'lhomme ginsipour
'animal, étant a l'origine de diverses infectionsspiratoires mais aussi d’avortements
spontanés. Compte tenu de leur pouvoir pathogeneeetleur présence trés étendue
notamment liée a leur association avec les amibess| il existe a ce jour peu de données
concernant leur survie et leur résistance aux tesci

Nous avons montré que lg€shlamydialike pouvaient survire jusqu'a plus de 10
semaines dans l'environnement, selon les conditieingu’elles étaient capables de se
multiplier dans un grand nombre de lignées celletaiet dAcanthamoebaenais que leur
spectre d’hote differe d’une famille a l'autre. Egvanche, leur résistance aux biocides est
limitée. Certaines de ces bactéries sont égaleroa@pdbles de survivre dans les kystes
d’amibes ce qui pourrait leur conférer une meikkeugsistance a ces traitements de
désinfection. Chlamydia trachomatis semble capable d’infecter certaines souches
d’Acanthamoebaevoire de s’y multiplier, ce qui pourrait posersderoblemes compte tenu

de la présence ubiquitaire de ces amibes et dugoopathogene de ce micro-organisme.
Certaines expériences sont, a ce jour, en coles ebrrespondent aux parties « en

rouge » dans l'article suivant. Nous espérons awesr résultats d’ici peu afin de pouvoir les

présenter lors de la soutenance
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INTRODUCTION

The Chlamydialesorder includes two major human pathoge@Gblamydia pneumoniaea
causal agent of common respiratory infection &damydia trachomatisresponsible for
sexually transmitted disease and preventable bdisglnDuring the past decade, the order
Chlamydialeshas been better defined under at least five nemliés: Parachlamydiaceae
SimkaniaceaeCriblamydiaceag Rhabdochlamydiaceaand Waddliaceag405]. These new
“Chlamydialike” species are obligate intracellular bactehat can naturally infect a large
range of organisms including insects, fishes anchmalians but also unicellular eukaryotic
species such as free-living amoebaeanthamoebapp.,Hartmannellaspp.,Naegleriaspp.
...) and social amoeba®igtyostelium discoideuyi334, 405, 406]. Sever&hlamydialike
species are considered to be emerging pathogenBufoan and animal®?arachlamydia
acanthamoebaend Waddlia chondrophilaare able to enter and multiply within human
macrophages which represent the first line of defeof the innate immune system [306,
407]. P. acanthamoebaean also infect other lung cells such as fibrdslas pneumocytes
[317] and might be implicated in bronchitis, comniyacquired pneumonia and others
respiratory diseases [260, 308, 316]. Several tepalso suggest th&. acanthamoebae
could be involved in adverse pregnancy outcomekiditog human miscarriage and bovine
abortion [283, 408-410W. chondrophilahas been isolated from aborted bovine foetus and
could also be involved in miscarriages and stillisirin human and animals [280, 333, 409].
Simkania negevensigas been isolated as a contaminant of cell cu[Rir8] and might be
implicated in different respiratory tract infect®rf286, 287, 295]. In recent serological
studies,Criblamydia sequanensiand Protochlamydia naegleriophildave been associated
with asthma and pneumonia, respectively [328, 4EHidemiological data suggest that
“Chlamydialike” organisms may be zoonotically transmittedut binfection though

contaminated water, food or other contact mighd &ls the mode of transmission to human.

125



Chapitre IV : L’étude des Chlamydia-like

Importantly, amoebae are ubiquitous in the envirenitand can be recovered from natural
and domestic water systems but also soil, air,,damstvage and sediments [381]. Due to
association with free-living amoebae (FLAhlamydialike are potentially as widely spread
as FLA in the environment and have been detectdfbarsolated alone or in association with
FLA from natural water samples as well as domestiter samples [262, 327, 329, 412, 413].
Despite increasing health concern, only little isown about survival capacity of
Chlamydiaceaeand Chlamydialike as free bacteria in the environment. Sevetaldies
reported survival o€C. pneumoniaelried onto various surfaces for several hours ¢fily].
However new research suggest thiat pneumoniaeand C. trachomatis can remain
metabolically active and/or infectious for much den time than previously thought [415,
416]. Furthermore it has also been recently dematest thatP. acanthamoebastrain Bn9
can potentially survive for several days when fraeteria are dried onto surfaces, and several
weeks when suspended in liquid medium [417]. Meament of metabolic activity also
revealed long-term extracellular activity Bf naegleriophila[416]. Altogether these results
suggest that in addition to association with amedbat obviously play an important role in
their ecology,Chlamydialescould be considered as environmental persisteesn év the
absence of amoebae. In this study we tested hestrapsurvival capacities and resistance to

common disinfection treatments of fighlamydialike strains and on€. trachomatisstrain.

MATERIAL & METHODS

Eukaryotic cells

Eleven Free-Living Amoebae (FLA) strains includibgreference strainsA¢anthamoeba
castellanii ATCC 30010, A. castellanii CCAP 1501/10,A. castellanii ATCC 30234
Acanthamoeba polyphagaCAP 1501/18 anAicanthamoeba lenticulatdTCC 30841) and 6

strains previously isolated from the environmeng, [812] were cultivated in PYG at 28°C
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[37]. Fourteen mammalian cell lines were also usetist host susceptibilities: A549 ATCC
CCL-185 (human lung carcinoma epithelium), HEp-2GXO CCL-23 (human epidermoid
carcinoma), BT ATCC CRL-1390 (bovine turbinate kplium), Bu ECACC 89051704
(buffalo lung fibroblast), EBL DSMZ ACC192 (bovirembryo lung), MDBK ATCC CCL-
22 (bovine kidney epithelium), MDCK ATCC CCL-34 (dae kidney epithelium), A-72
ATCC CRL-1542 (canine carcinoma fibroblast), Mvl IAITCC CCL-64 (mink lung
epithelium), BGM ECACC 90092601 (monkey kidney), SNTCC CR-1746 (porcine

testicular fibroblast), and MA-104 CRL-2378 (monKegney).

Bacterial strains

We used the followinghlamydialike strains in this studyParachlamydia acanthamoebae
ATCC VR-1476 (strain Bn9),P. acanthamoebaestrain Hall coccus (Hc),Waddlia
chondrophilaATCC VR-1470,Protochlamydia naegleriophiland Criblamydia sequanensis
[224]. Chlamydia trachomatisDSM19102, a strain responsible for LymphoGranuloma
Venereum (LGV), was used as a representativehddmydiaceaeHEp-2 cells ATCC CCL-

23 were used to cultivat€. trachomatis Briefly, bacteria were seeded onto confluentscell
monolayers cultivated in 25-cm? flasks in DMEM + $%S, the flasks were then centrifuged
at 1,500 rpm for 30 min and incubated at 37°C umditterial overgrowth and complete cell

lysis were observed (5 to 7 days).

Rapid screening of growing capacity ofChlamydialike species in various amoebal and
animal cell lines

Approximately 16 freshly harvested bacteria were used to inoculdtev@ls plates seeded
with 10° amoebae in 500 pl PYG 0.1X or 3‘16ells in 500 pl DMEM. Plates were

centrifuged for 30 min at 1,500 rpm and incubate@83C (amoebae) or 37°C (cells). Plates
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were then observed every day during one week tctiahy cytopathic effect and/or bacterial
growth. After testing susceptibility of various kckthes to infection we selected hosts cdlls
polyphagaCAAP 1501/18 for bothP. acanthamoebad\. castellaniCCAP 1501/10 foC.
sequanensisand P. naegleriophila and BT cells ATCC CRL-1390 fow. chondrophila
Bacteria used in further experiments were growthase host cells for 5 to 7 days at 33°C

(amoebae) or 3 to 5 days at 37°C (mammalian cells).

Fluorescentin situ hybridization

These experiments were performed to confirm inthalee growth of P.naegleriophilain
canine cell line A-72. Experimentally infected celbnolayers were directly fixed within the
plates at various time points spanning the comptéiamydial developmental cycle by
adding 4% paraformaldehyde and leaving in contacRfhours at room temperature. Fixed
cells were recovered from the wells by gentle guiragp and stored at -20°C in ethanol-PBS
v/v. Cells were then deposited on wells of Teflaydysine coated glass slides, dried and
dehydrated with increasing concentrations of eth#h0, 80, and 96%). Wells were then
covered with 20 pl of hybridization buffer (25% feamide, 0.9 M NaCl, 0.01% SDS, 20
mM Tris/HCI, pH 7.6) containing 100 ng of ti@hlamydialesspecific probe S-O-Chls-0523-
a-A-18 (5'- CCT CCG TAT TAC CGC AGC -3') labelledtiwCy3 in 5', and incubated for 2
h at 46°C in the dark [418]. Slides were then insedrin pre-heated washing buffer (180
mM NacCl, 0.01% SDS, 5mM EDTA, 20 mM Tris/HCI, pH6Y for 10 min at 48°C, rinsed
with cold distilled water, dried at room temperat@nd mounted with an anti-fading reagent
(ProLong® Gold antifade reagent with DAPI, Invitesg. Hybridized slides were observed
with a Olympus IX 71 inverted microscope equippeithva X-cité® 120Q fluorescence

illuminator.
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Growth and survival of C. trachomatisin various Acanthamoebaspp

A. castellaniiATCC 30010,A. castellaniiCCAP 1501/10 and\. castellaniiATCC 30234
were used to test intra-amoebal growttCotrachomatis

Six-wells plates were inoculated with“l@moebae in 2 ml PYG 0.1X or with 1BEp-2 cells

in 2 ml DMEM per well. 16 freshly harveste€. trachomatisvere then inoculated in wells,
plates were centrifuged for 30 min at 1,500 rpm cdbated overnight at 33°C or 37°C for
amoebae, 37°C for cells. Medium was then removedreplaced by fresh medium and plates
were re-incubated for 3, 7, 10, 13 days at 33°GHC for amoebae, 37°C for cells. All
samples were prepared in triplicate. As a consuotyival of C. trachomatisin PYG 0.1X
alone was also evaluated. To estimate infectidmsstiof co-culture supernatants, infected
amoebae were detached by vigorous scrapping anedbgered suspension was centrifuged
for 10 min at 14,000 rpm. Supernatant was discaashedreplaced by 600 pl of saponin 0.1%
final concentration in PBS. Amoebae were lysed agspg them three times through a 27-
gauge needle [216] and bacteria were then pelleyedentrifugation at 14,000 rpm for 10
min. Pellets were re-suspended in 1 ml DMEM andhbdiluted onto HEp-2 cells seeded in
wells of 96-wells plates that were then centrifiegieat 1,500 rpm for 30 min and incubated at
37°C + 5% CQto allow bacterial growth. Wells were counted asifive only when visible
bacterial growth was observed. Bacterial titre Wesn evaluated using the Spearman-Karber
method.

In parallel, infected amoebe prepared the same wee harvested by gentle scrapping,
centrifuged at 800 rpm for 5 min to pellet amoelthen fixed in methanol for 5 min and
processed with the Pathfind@hlamydia detection kit (Biorad) to detecdE. trachomatis

within amoebal cells.
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Free Chlamydialessurvival tests

Infected cells supernatants were collected, 5uteréitl to remove most cells fragments,
centrifuged 30 min at 5,000 rpm, washed in stetidtilled water and adjusted to McFarland
1, corresponding to 1Go 1¢ bacteria/ml as determined by infecting susceptilglés with
10-fold serial dilutions.

(i) For surface tests, bacteria were serial-dilutesténile distilled water + 0.3% BSA (clean
conditions) or 3% BSA + 3% sheep erythrocytes ydidnditions); 8 x 20 ul of each dilution
were then deposited in 96 wells plates and dried fo under laminar flow hood. Plates were
then stored in the dark at room temperature. AGter, 14, 21, 28, 35 and 42 days, 180 pl
suspensions of susceptible cells were added iwétls, plates were centrifuged at 1,500 rpm
for 30 min and incubated at 33°C (amoebae) or 3FA@mmalian cells) for one week to
allow intracellular growth of bacteria. Bacteridt¢ was then evaluated using the Spearman-
Karber method and the reduction in bacterial vigbdfter each tested incubation time was
calculated.

(i) For liquid tests bacteria were suspended in aaved tap water or PYG, incubated at
room temperature and 8 x 20 pl of each dilutionenszeded in wells containing 180 pl of
host cells suspensions at the same time intevatsfor surface study.

Each test was repeated four times.

Free Chlamydialesdisinfection tests

McFarland 1 suspensions of bacteria in sterildlididtwater were diluted 1/10 in product to
be tested and incubated for 10 min at appropretgéerature (room temperature or 55°C).
Bacteria were then re-suspended in D/E neutralibnagh for 5 min. After centrifugation at
14,000 rpm for 5 min, bacteria were re-suspendd@i® or DMEM and serial-diluted onto

appropriated host cells in 96 wells plates (1 calyrer dilution) and plates were centrifuged
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at 1,500 rpm for 30 min. After 5 to 7 days incubatat 33°C (amoebae) or 3 to 5 days at
37°C (mammalian cells), plates were observed fataval growth and log reductions were

calculated using the Spearman Karber method. Estiwias repeated four times

Survival in amoebal cysts

These tests were performed foriblamydia sequanens@nly since survival capacity of this
species within cysts has never been investigatéordaeA. castellaniiCCAP 1501/10A.
polyphagaCCAP 1501/18Acanthamoebapl andAcanthamoebap4 were grown in 25-cm
PYG flasks until confluency. Flasks were infecteidhwC. sequanensiat MOI of 1 and 10
bacteria for 1 amoeba. Flasks were centrifuged,a®0L rpm for 30 min and incubated
overnight at room temperature. Medium was then xe&doand replaced by Ringer broth.
Amoebae were recovered by scrapping, washed ineRimgth, laid on Non Nutrient Agar
(NNA) plates for one week at 4°C, room temperatur83°C to allow encystment. After one
week, cysts were recovered by scrapping and inedbat 3% HCI for 3 days at room
temperature to kill non-mature cysts and extratalilbacteria. For de-encystment, cysts were
washed 2 times in Ringer broth, laid on NNA platesered with heat-inactivatdel coli and
incubated for one week at 28°C. After de-encystimeophozoites were recovered and grown
in PYG. After 5 to 7 days incubation, samples wieted in PFA 4% for 2 h and hybridized

with the Chlamydialegrobe as described above.

Transmission electron microscopy

These experiments were performed @rsequanensit observe special features that were
detected with this species onl.7-days old amoebal co-culture sample was ceiggeiduat
5,000 rpm for 15 min, washed in PBS, then fixe@.B% glutaraldehyde for one night, post-

fixed for 1 h in 0.1 M cacodylate buffer plus 1%sm tetroxide for one night, stained with
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uranyl acetate 0.25% for one night, dehydrated entledded in epoxy resin. Thin sections
(50-60 nm) were stained with uranyl acetate (5 naindl lead citrate (5 min), being then

examined with a Philips EM 208 electron microscope.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using Fishexaceto compare numbers of wells infected
by each bacterial strain serial-diluted onto susbkgpcells after survival or disinfection tests.

Statistical significance was set at an alpha le¥€l.05.
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RESULTS

Chlamydialike host susceptibility tests

Both P. acanthamoebastrains infected very efficiently alcanthamoebatrains, leading to
complete cell lysis and bacterial overgrowth witbito 7 days (Table 1). The only exception
was with A. lenticulata ATCC 30841 andAcanthamoebasp. 6, an environmental isolate
previously identified a#\.. lenticulatadue to the presence of a typical intron in its IRSA
gene. In this cas@. acanthamoebastrain Hc was able to infect the amoebae almost as
efficiently as other amoebal strains, wherPasacanthamoebastrain Bn9 did not produce
any visible infectionProtochlamydia naegleriophilgrew efficiently within 5 to 7 days in all
amoebal strainC. sequanensiwas able to infect all tested amoebal straing) \génerally
large numbers of free bacteria as well as vesiofegariable sizes (approx. 2 to 10 pum
diameter) being observed at the end of the infaaticle (4 to 5 days) with thiShlamydia
like species (Fig. 1). Here again, badthlenticulatastrains were less susceptible to infection
by C. sequanensiswith lower amounts of extracellular bacteria amdhost no vesicles
observed ten days after infection.. chondrophilaATCC VR-1740 could visibly grow in
only 7 of the 11 amoebal strains tested, with irtgargrowth being observed only with
castellaniiATCC 30010 and\canthamoebap.3 after 7 to 10 days incubation.

Concerning growth ofChlamydialike strains within mammalian cell lines, oniw.
chondrophilawas able to efficiently infect all tested cellds) leading to rapid cell lysis and
producing high amounts of bacteria in 3 to 5 dalatd not shown)P. naegleriophilawas
able to infect A-72 cells very efficiently, which as confirmed by FISH using the
Chlamydialesprobe (Fig.2). We did not detect any visible gtowtith this same species in
other cell linesC. sequanensiproduced important cytopathic effect on BT celisufded
cells and eventually cell lysis) but we could netatt any bacterial proliferation in this and

other cell lines.
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C. trachomatishost susceptibility tests

C. trachomatisdDSM19102 efficiently infected mammalian cell linested in our study, with
a rapid and important proliferation observed witBirto 5 days (data not shown). The only
exception was with cells Bu and BGM for which omyeak bacterial proliferation was
observed.

Concerning survival and growth Acanthamoebapp

Ces expérimentations sont en cours de finalisation. Les tests de marquage des C.
trachomatis dans les amibes avec le kit d'immunofluorescence semblent indiquer
une internalisation et une survie des C. trachomatis puisque des amas
intracellulaires de bactéries sont observables 7 a 10 jours aprés le début de
I'infection (Fig.3). Des tests de dénombrement des C. trachomatis infectieuses et de
PCR quantitative devraient étre finalisés dans les semaines a venir et confirmeront
ou au contraire infirmeront I'hypothése d'une survie de C. trachomatis dans les
amibes. Nous espérons pouvoir présenter ces résultats lors de la soutenance, et

soumettre I'article finalisé avant cette soutenance.

Survival tests

C. trachomatissurvived less than one week in most tested camditiFig.4). The only
exception was when suspended in PYG, with few sarsibeing still observed after 1 week
incubation in this condition; no survivors were eh&d after two weeks. Conversely, all
Chlamydialike strains survived much longer in all testechaitions (P<0.05). For these
strains better survival was observed when in suspenthan when dried on surfaces
(P<0.05). AllChlamydialike strains excepP. naegleriophilasurvived more than 10 weeks
when suspended in rich medium PYG. When suspendesdtearile tap water, botly.

acanthamoebaeas well asW. chondrophilasurvived for more than 10 weeks, which was
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longer (P<0.05) than fo€. sequanensiand P. naegleriophilathat survived less than 6
weeks. When dried onto surfaces, better survivaD(@) was observed in the presence of
blood (dirty conditions) than in the presence &%.BSA only (clean conditions). In dirty
conditions, bothP. acanthamoebastrains survived statistically longer (6 to 7 w&ekhan
other strains (3 to 4 weeks, P<0.05) whereas tffergince was not significant in clean

conditions (3 to 4 weeks for all strains).

Disinfection test

C. trachomatiswas fully inactivated by all tested treatmentdudeng exposure at 55°C for
10 min (Table 2)P .acanthamoebaBn9, P. naegleriophilaandW. chondrophilavere also
fully inactivated after exposure to chemical bi@sdut presented higher resistance (P<0.05)
to heat, with only 0.3 to 2.2-Legreductions achieved after exposure at 55°C foml®
(Table 2). Resistance to heat was also observde. facanthamoebadc andC. sequanensis

P. acanthamoebadic also presented significant (P<0.05) resistattcer.5% hydrogen
peroxide whereasC. sequanensissurvived exposure to an OPA-based product (not

statistically significant with P = 0.055).

Survival of C. sequanensign amoebal cysts
No overgrowth ofC. sequanensiwas observed after de-encystment of tesgteginthamoeba
spp and incubation for 7 days at 33°C in PYG. Th®ult was confirmed by FISH with the

Chlamydialegprobe: we could not detect bacteria in trophozoite
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Transmission Electron Microscopy
TEM on C. sequanensiso-culture supernatants revealed high numbersowofded, very
regular structures resembling early stage of antogyst wall formation and that were filled

with bacteria. A structure presenting fibrillar aspdelimited these vesicles.
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DISCUSSION

New Chlamydialesspecies termedChlamydialike” were discovered these last few years.
From a public health perspective mddtlamydialike species are considered as emerging
pathogenic species for human as well as animalsstyn@attle), being associated with
respiratory infections [311, 316, 419] as well Bsrdion and premature birth [356, 408, 410].
Despite increasing evidence of pathogenicity thewmill a paucity of information concerning
important traits ofChlamydialike species. Only little is known about growthpeaity of
Chlamydialike in various mammalian cell line®/. chondrophila(strain 2032/99) as well as
Waddlia malaysiensisave been demonstrated to grow in various anim@haiman cell lines
including macrophages [292, 335, 407], as Sichkania negevens&TCC VR-1471[287,
372]. In our study we confirmed th@t. chondrophilaATCC VR-1740 (strain WSU 86-1044)
grow in high numbers in all tested cell lines, vdas productive growth (i.e. many bacteria
being visually detected in infected cells as wallim the medium) was limited to only two
amoebal strains. Limited growth in other amoebaghinbe due to the fact that we used HEp-
2 cells to growWaddlia stocks; it has been reported by others that pgirhast chosen to
grow this species highly impacts its ability to wron secondary hosts, with amoebae-grown
W. chondrophila(strain 2032/99) being more likely to grow in attemoebal species than
BGM-grown W. chondrophila[297]. The same has been reported SomegevensiaTCC
VR-1471[296]; we did not use this species in our experitmence despite many attempts
made using previously described methods [278] wieewaable to grow it in sufficiently high
numbers for survival and disinfection tests (data shown). Growth ofParachlamydia
acanthamoebasestrains in various cell lines remains controvérsiace authors reported
efficient growth of isolate UV-7 in Vero, NCI andeHa cells [321] whereas others did not
succeed cultivating strains Bn9 and Hc in Vero, MgCP388D1 macrophage-like cells, or

human embryonic lung fibroblast cells [358]; simljait has been reported that strain Hc
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enters and multiplies within human macrophages |[3@tereas others reported that strain
Bn9 does not grow in THP-1 cells [420]. We were able to distinguish any visible growth
or cytopathic effect for bothP. acanthamoebastrains in cell lines used in our study.
However it was striking to note that strain Bn9 wet able to grow efficiently in botA.
lenticulata strains whereas strain Hc grows very well in aiteed amoebae. In light of
previously published results this argues in favotirhigher virulence of strain Hc (first
isolated from an amoeba cultivated during an oatbd humidifier fever [421]) compared to
strain Bn9 (first isolated from an amoeba cultidateom the nose of a healthy individual
[422]). Further studies are required to understabderved differences in virulence Bf
acanthamoebastrains and in susceptibility @fcanthamoeba&pecies. Additional testing of
growth of other (more than B). acanthamoebaisolates described so far in macrophages and
various amoebae includiry lenticulataATCC 30841 could also bring valuable information
to better understand virulence factors at playhia important species often associated with
respiratory infections [316] and bovine abortiod(Q4 P. naegleriophila(initially isolated
from a Naegleria species [369]) also belongs to tlRarachlamydiaceaebut unlike P.
acanthamoebad& has a wide amoebal host range and a weak satiedB869], which were
confirmed in our study with efficient growth beirapserved in all testedcanthamoeba
isolates including bott. lenticulatastrains. To our knowledge growth Bf naegleriophila

in A-72 cells of canine origin is the first repdor growth of aProtochlamydiaspecies in a
mammalian cell line. Growth dProtochlamydia amoebophilam A-72 cells will have to be
tested in future studies, as well as investigaiing is of any significance concerning
pathogenicity oProtochlamydiaspecies towards selected categories of animalpatettial
zoonotic transmissionCriblamydia sequanensiss the first described species of the
Criblamydiaceaefamily [224], recently enriched witlEstrella lausannensi§332]; both

species were isolated from drinking water plads.sequanensigrows efficiently in most
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Acanthamoebasolates tested except lenticulatastrains for which only limited growth was
observed. The multitudes of structures of variouessformed at the end of the infection
(except withA. lenticulatastrains) resemble structures previously described.egionella
pneumophilaafter infection of Acanthamoebaspp [197, 423]. These structures are of
respirable size (approx. 2 to 10 um diameter), Wwigiould reveal important if association of
Criblamydiaspecies with asthma suggested in serologicaledydil1] is confirmed.

Survival of Chlamydia pneumoniadias been reported if\. castellanii [216] and a
Chlamydialesisolate closely related t€. trachomatishas been observed co-infecting a
clinical isolate ofAcanthamoeb#&ogether with d.egionellasp. [424]. Conversel\Chlamydia
abortusdid not appear to propagate and was likely digebteA. castellanii[425]. It is thus
difficult to conclude from these experiments abpaossible interactions between pathogenic
Chlamydia species and FLAChlamydia trachomatiDSM19102 is a lymphogranuloma
venereum (LGV) group Il biovar. LGV strains are mamvasive than those of serovars A-K,
can cause systemic infections, infect monocytes disseminate to the local lymph nodes.
This strain grew very efficiently in all tested Ickhes, thus confirming its high virulence.
When infectingAcanthamoebaspp we did not observe any evident cytopathiccefes
observed with cells of human and animal origin.

La partie concernant I'éventuelle survie/croissance de la souche C. trachomatis

DSM19102 dans les amibes sera insérée a cet emplacement.

In this study we demonstrated tHat sequanensis apparently not able to survive within
cysts of Acanthamoebaspp. Thus, with the exception ®. chondrophilawithin cysts of
Vahlkampfia ovis(generally reported to be less resistant to bexidhan cysts of
AcanthamoebandHartmannella [376]), all Chlamydialike species tested in our study are

supposed to be found in the environment as freeebawr in amoebal trophozoites. It was
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consequently important to investigate survival cayaand resistance to disinfection of free
bacteria.

Survival tests demonstrate that conversel@ torachomatisall testedChlamydialike display
significant survival capacity when dried onto suodga or suspended in liquid media.
Importantly, bothP. acanthamoebastrains survived 6 to 7 weeks when dried in thes@nce

of blood and more than 10 weeks in water or ricldioma. Longer survival times of strain
Bn9 compared to data reported for the same strafRuliumotoet al [417] are likely due to
differences in methods used: drying of 100 ul b#ecte the absence of any organic soil in
their study versus drying of 8 x 20 pl in the preeseof 0.3% or 3% BSA with or without
additional presence of blood in our study. As destiated by longer survival times in the
presence (6 to 7 weeks) than in the absence (3meeks) of blood, the presence of organic
soil dramatically enhances survival of b&thacanthamoebastrains dried onto surfaces. We
did not test survival capacity of extracellular negevensim our study but Kahanet al
previously reported that this species survivesafoleast 7 days in sterile distilled water at
room temperature [426].

We also tested susceptibility of fr€lamydialike to biocides commonly used in healthcare
settings and found that most treatments are fufigient against these bacteria. The most
notable exception was heat-resistance that could bencern since heat-shock treatments
with a 65°C minimum requirement are commonly usedcontrol proliferation ofL.
pneumophilain water distribution networks [398]. Limited resnce ofP. acanthamoebae
Hc to liquid hydrogen peroxide also deserves furtheestigation since this biocide is often
used at lower concentrations in chemical formutetieised for contact lenses sanitization
[126]. Limited resistance dof. sequanensito the OPA-based product was surprising since
OPA presents good activity against many bactepac®es; we suspect it might be due to

limited penetration of the biocide in vesiclesddl with bacteria however this will need
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further demonstration. Overall, these results tendemonstrate that disinfection treatments
used to treat surfaces and medical devices areiegffi against free€Chlamydialike. In a
recent study the same treatments were also deratswstio be efficient against trophozoites
of severalAcanthamoebapp, with the notable exception of glutaraldehgdesenting limited
activity [388]. In these application§hlamydialike species preventing cyst formation by
infected hosts (i.e.P. acanthamoebaeC. sequanensisP. naegleriophila and N.
hartmannellag are thus likely to be fully inactivated by bioeglactive against trophozoites.
To the opposite,Chlamydialike species that can survive within amoebal cy8tg.
chondrophila P. amoebophilaS. negevensisare likely to be protected from the action of
biocides presenting limited efficacy against amébebgsts (for a review see [387]).
Importantly, lower concentrations of treatmentsdufe other applications might be efficient
against trophozoites but not against f@@damydialike bacteria: this could be the case for
chlorine that efficiently inactivated trophozoitet Acanthamoebapp exposed to 1-3 ppm
free chlorine for 60 min [427] whereas in anothierdg S. negevensisas free bacteria or in
trophozoites ofA. polyphagawas left unaffected after exposure to 0.5 ppnoraté for 20
min [426].

As a conclusion, it seems th&hlamydialike present very good extracellular survival
capacity compared t&. trachomatis Extended survival capacity certainly account for
ubiquitous presence in the environment that has lescribed for these micro-organisms.
However these potentially pathogenic species dagéively easily inactivated when outside of
their amoebal hosts and when using relatively Higitide concentrations currently used to
treat surfaces and medical devices. Survival wittysts remains a concern since they can
resist even these high concentrations [388]. Lawsidual concentrations of disinfectant used

for other applications (drinking water industry...dve been described to be only partially
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active against amoebal cysts and trophozoitessteggie ofChlamydialike to these less

drastic conditions needs to be further investigated
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Table 1: Growth of fiveChlamydialike strains in variou&canthamoeb#solates

# Large numbers of vesicles of various sizes wesenled at the end of the infection

Host protozoa

P. acanthamoebae

P. acanthamoebae

Protochlamydia

Criblamydia

W. chondrophila

Bn9 Hall Coccus naegleriophila sequanensis  ATCC VR-1740
A. polyphaga CCAP 1501/18 +++ +++ +++ +++2 +
A. castellanii CCAP 1501/10 +++ +++ +++ +++2 +
A. castellanii ATCC 30010 ++ ++ ++ ++2 ++
A. castellanii ATCC 30234 +++ +++ +++ ++2 -
A. lenticulata ATCC 30841 - +++ +++ + -
Acanthamoeba sp.1 (EB26) +++ +++ +++ +++2 +
Acanthamoeba sp.2 (EB 5/3) ++ +++ +++ +++2 -
Acanthamoeba sp.3 (EB 19) +++ +++ +++ +++2 ++
Acanthamoeba sp.4 (ApCHUV) +++ +++ +++ +++2 +
Acanthamoeba sp.5 (ME 8/2) +++ +++ +++ +++2 +
Acanthamoeba sp.6 (ME71 A. lenticulata) - ++ ++ + -
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Table 2: Bactericidal efficacy of biocidal treatnerincluding unformulated active compounds, actiempounds in formulation and

moist heat, against fiv€hlamydialike strains andChlamydia trachomati®SM19102. Logr reductions are reported.

Products tested P. acanthamoebae P. acanthamoebae Protochl_amy_dia Waddlia_ Criblamydi_a Chlamydia
Bn9 Hall Coccus naegleriophila chondrophila sequanensis trachomatis
Bleach 0.25% >4.3 >4.7 >4.2 >4.3 >5.2 >4.4
Bleach 2.5% >4.3 >4.7 >4.2 >4.3 >5.2 >4.4
Ethanol 70% >4.3 46+0.1 >4.2 >4.3 >5.2 >4.4
Glutaraldehyde 2% >4.3 45+0.1 >4.2 >4.3 >5.2 >4.4
Glutaraldehyde-based product >4.3 >4.7 >4.2 >4.3 5.1+04 >4.4
Hydrogen peroxide 7.5% >4.3 3504 >4.2 >4.3 >5.2 >4.4
Hydrogen peroxide-based SporKlenz >4.3 >4.7 >4.2 >4.3 >5.2 >4.4
Orthophthalaldehyde (OPA) 0.55% >4.3 >4.7 >4.2 >4.3 >5.2 >4.4
OPA-based product >4.3 >4.7 >4.2 >4.3 4.4+0.2 >4.4
Peracetic Acid 0.2% >4.3 44+0.2 >4.2 >4.3 >5.2 >4.4
PAA-based STERIS-20 >4.3 >4.7 >4.2 >4.3 >5.2 >4.4
Control 55T 0.3+0.0 1.7+0.1 05+0.2 22+0.1 3.7+0.2 >4.4
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Figure 1: Vesicles of variable sizes observed at ¢hd of the infection cycle of most
Acanthamoebaspp (exceptA. lenticulatg by C. sequanensisEncysted amoebae (black
arrows) are shown together with vesicles (whit@ws) on picture A (bar = 20 um). TEM

observation of one single vesicle filled with baiztes shown on picture B (bar = 2 um).

Figure 2: A-72 cells hybridized with ti@hlamydialesspecific probe 5 days after infection

by P. naegleriophilaA: DAPI-staining, B: Cy3-staining (probe), C: olgy. Bar = 20 um
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Figure 3:Acanthamoeba&p?2 infected byC. trachomatisDSM19102 as observed seven days
after infection.C. trachomatiswas detected by immunofluorescence using the iRddrf

Chlamydiadetection kit (Biorad).
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Figure 4: survival oParachlamydia acanthamoebatrain Bn9 (), Parachlamydia acanthamoebatrain Hall coccusl), Protochlamydia
naegleriophila(®), Waddlia chondrophila &), Criblamydia sequanensi® ) and Chlamydia trachomatig>*) when dried in the presence of

0.3% BSA (A), dried in the presence of 3% BSA +dda(B), suspended in sterile tap water (C), suspend rich medium PYG (D).
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Discussion et conclusion

Les Chlamydialike sont de nouvelle€hlamydialesdécouvertes ces dernieres années
et considérées comme des pathogéenes émergentshooume et I'animal dans la mesure ou
elles sont associées a des infections respirateirgss avortements spontaneés.

Malgré la preuve de leur pathogénicité, peu de desrsont disponibles sur IEhlamydia

like notamment concernant leur capacité a croiiredes lignées cellulaire de mammiferes
alors queW. chondrophilaet S. negevensisont pourtant capable de se multiplier dans les
macrophages humains. La capacité de croitre sundesophages humains a été un argument
supplémentaire concernant le pouvoir pathogenesiéactéries sur ’lhomme.

En ce qui concerne. acanthamoehaa croissance sur cellules est controversédfen aes
résultats contradictoires ont été publiés par difikes équipes. Dans cette étude, nous
n'avons pas observé de croissance ou d’effet cthapee sur les lignées cellulaires testées.
En revanche, le spectre d’héte varie en fonctioladmuche d®. acanthamoebeaonsidérée.

La souche Hc semble plus virulente que la Bn9 wssade I'espéce amibienne
Acanthamoeba lenticulatda souche Hc fut incriminée dans une épidémificdee alors que

la souche Bn9 fut isolée d'un prélevement nasalndindividu sain. Des études
complémentaires sont nécessaires pour comprergldifiérences de virulence et de spectre
d’hoéte sur les amibes.

Nous avons observé pour la premiere fois la crosaeP. naegleriophilasur des cellules.
L’origine canine de ces cellules peut indiquer gpécificité d’héte et éventuellement une
transmission zoonotique mais ces hypothéses sgarifeer.

Nous avons également observé la formation de Mésidors de la multiplication d€.
sequanensigans de nombreuses amibes ; il s’agit d'un phénendéja décrit dans le cas de
L. pneumophilaCes vésicules remplies de bactéries peuvent peg¥santrisque en santé
humaine compte tenu de leur taille, qui laisse sappqu’elles peuvent étre inhalées.

Une souche de&. trachomatisayant été isolée d’unAcanthamoebanous avons essayé
d’infecter différentes souchesAtanthamoebaavecC. trachomatisA ce jour, les résultats
ne sont pas clairs, méme si aucune multiplicatiode#ite ni aucun effet cytopathiques n’ont
été observés, certaines images de fluorescenceuavatticorps spécifique semblent indiquer
queC. trachomatispourrait infecter certaines souches d’amibes. r€ggltats restent malgré
tout a confirmer.

Nous avons montré quE. sequanensis’était pas capable de survivre dans les kystes

d’amibes, seules quelqu&hlamydialike en sont capables. La majorité de ces basctége
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trouvent sous forme libre dans I'environnement @ngdles trophozoites d’amibes. Nous
avons donc voulu étudier leur capacité de surviesdanvironnement et leur résistance aux
biocides.

Nous avons mis en évidence que Gddamydialike étaient capables de survivre aussi bien
séchées sur surface qu’en milieu liquide alors Quérachomatisa une survie tres limitée.
Certaines de ces bactéries sont capables de supliw de dix semaines en milieu liquide. La
présence de substance organique telle que le sangeipd’augmenter leur survie séchées sur
surface.

Il semble également que ces bactéries résistemteatampérature de 55°C, elles sont en
revanche inactivées par la plupart des biocideégebine |égére résistance de la souche Hc a
été observée pour le peroxyde d’hydrogene, ce euii poser probléme dans la mesure ou ce
principe actif est en général utilisé a de plublés concentrations notamment dans les
produits destinés a la désinfection des lentillesdntact. Globalement, |€hlamydialike
sont sensibles aux biocides utilisés pour la décpimation des surfaces et du matériel
médical, il en va de méme pour les trophozoitegmbécdans le cas de la glutaraldéhyde. Les
Chlamydialike empéchant la formation de kystes amibiensorgerdonc probablement
inactivées par ces traitements alors que les bestéapables de survivre dans les kystes
seront, elles, probablement protégées par leskyste
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Les Acanthamoebasont reconnues depuis plusieurs décennies comsngatietogénes
pour 'homme, elles sont responsables de plusisfextions parfois trés graves comme
I'encéphalite granulomateuse amibienne, le plusvesaiu mortelle, la kératite amibienne,
infection liée aux amibes la plus répandues, ovmniéamibiase cutanée.

Au fil du temps, des amibes ont également été esolde divers prélevements chez des
patients, leur rle pathogéne pourrait donc éts ptendu, bien que le probleme majeur posé
par les amibes reste la kératite amibienne. En, é#ssor des lentilles de contact a multiplié
le nombre de cas d’infections recensées, avecalesquences parfois graves, pouvant aller
jusqu'a la cécité. Si de nombreuses études sopbrdides sur la problématique de la
désinfection des amibes par des biocides utilis#ig pes lentilles, en revanche, peu de
données sont disponibles pour d’autres applicatielfes que la désinfection de surface ou de
matériel médical. A ce jour, il n'existe pas detpowle de référence pour I'évaluation de
I'efficacité des biocides sur les amibes commetdesas pour les bactéries ou encore les
virus. Cette absence de cadre a conduit a une atatiom de données difficilement
comparables, puisque chaque étude utilise des ssutamibes différentes, les cultive et les
enkyste selon ses propres protocoles... Ces difféseant eu pour conséquences de fournir
des résultats peu comparables, voire totalemeocbriants (Tableau X).

Le but de notre travail a donc été d'étudier lumfhce de différents parametres dans
I'évaluation de l'efficacité des biocides sur lamibes du genrédcanthamoebaNous avons
mis au point un protocole et testé de nombreuxitéscet principes actifs utilisés dans le
cadre de la décontamination des surfaces et duiglatédical.

Nous avons mis en évidence une trés grande vatéabélon les souches d’amibes
mais aussi selon les méthodes de culture et d’'émkgnt utilisées. Les différents biocides et
principes actifs ont également montré une actitig&s variable et mis en évidence
I'importance de la formulation de ces désinfectants

Le choix des souches utilisées est primordial densmesure ou les souches
environnementales testées dans cette étude sawmBes plus résistantes que les souches de
référence. Il convient de prendre des souchesesas¢ possible dans I'environnement a
étudier, par exemple, des souches isolées de {sat#rints de kératite, sur des lentilles de
contact ou au niveau des boitiers de stockage ldares de produits destinés a la désinfection
des lentilles. Des souches isolées dans les résaan potable, notamment au niveau de
robinets peuvent étre idéales dans le cas d’'urde&ur la contamination de surfaces ou de

matériel médical par de I'eau. Dans notre cas,stasches les plus résistantes sont celles
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isolées au niveau de réseaux d'eau hospitaliers, p&lévement d'eau ou par
écouvillonnement de robinet.

Globalement, ces souches doivent en grande pagrpari@nir au géenotype T4 puisqu’il
regroupe la majorité des souches responsablesatiasiqyies citées.

Dans certaines études, les auteurs indiquent gueystes les plus proches de ceux de
I'environnement sont ceux obtenus sur gélose NN26[1373, 389] aprés culture en milieu
synthétique, alors que pour d'autres, il s’agit degstes obtenus dans du tampon
d’enkystement [122]. Il se peut que selon I'envitement étudié 'une ou l'autre de ces deux
méthodes soient plus proches des conditions régkegystement. Il convient d étre prudent
dans la mesure ou il a également été rapporté msaplusieurs passages sur milieu
synthétique, les amibes perdent leur capacité gsrknent. La perte de certaines
caractéristiques interviendrait apres quelques mh@isulture sur milieu synthétique [389]. En
effet, les amibes étant cultivées a températungHetonstants, en exces de nutriments, un
phénomeéne de régulation négative de certains ginesus facultatifs interviendrait, menant
a une perte de la capacité d’enkystement et a mmawtion de la résistance a la température
[389]. Dans le cas ou I'évaluation de l'efficacid@s biocides serait réalisée a partir de
trophozoites cultivés en milieu synthétique, ilatedonc nécessaire de définir un temps
maximal de culture afin de ne pas fausser les tadsulll ne faudrait pas conclure a une
sensibilité qui ne serait en réalité due qu’a uereepde la capacité d’enkystement des souches
étudiées. Il a méme été suggéré que ces amibesiard pas cultivées plus de 5 fois avant
d’étre enkystées [122]. Il semble cependant plusigmt de cultiver les amibes a tester 3 fois
sur cellules avant de les enkyster afin de lewefatrouver leur capacité d’enkystement, leur
virulence et les autres fonctions ayant été intsbpar une culture prolongée en milieu
axénigue. En effet, cette étape de culture sumulesllhumaines permet de restaurer les
capacités intrinséques des amibes [404]. Dans tameu les conditions environnementales
semblent trés éloignées de la culture en milieuth&figue, avec son abondance de
nutriments, sa température contrdlée... la culture callules semble étre la meilleure
alternative, méme si elle est plus contraignanteeftet, cela nécessite de cultiver de grandes
quantités de cellules selon le nombre de souclasidés a évaluer.

Il serait intéressant de réaliser ces mémes testsles souches cultivées a long terme sur
cellules afin d’observer ou non une modificatiors daractéristiques, liée a une adaptation
des amibes.

Pour étre le plus proche possible des conditions/'aevironnement, il semble

nécessaire de réaliser ces tests sur des kystégéagic'est-a-dire non traités au SDS avant
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utilisation, en effet, il est tout a fait probalgjee les agrégats de kystes soient plus difficiles a
désinfecter, ceux étant situés vers l'intérieuaisgt a priori moins en contact avec le biocide
et pourraient donc étre protégés par les kystegssivers I'extérieur. Un tel phénomene
pourrait permettre aux kystes amibiens de survemegrand nombre notamment lors de
traitements des réseaux d'eau. Il ne serait ceperulas possible de standardiser les tests
dans la mesure ou la taille des agrégats et domondre de kystes les composant ne seraient
pas possible a standardiser. Un test évaluant rafigda I'activité des biocides sur des kystes
traités et non-traités au SDS semble indispensafite de connaitre l'influence de ce
traitement sur les résultats. Cependant, il serdifficile de ne réaliser les tests que sur des
kystes agrégeés, en effet, les agrégats produithisee tailles et de formes trés variables,
produisant ainsi probablement des résultats égaletres variables.

Le probléme se pose également dans le cas de hoip® et de kystes présents dans
les biofilms, les résultats obtenus dans les difftas études réalisées ne sont pas
transposables a de telles conditions. Dans lesgtddja publiées, I'efficacité des biocides
semblent trés différentes selon que I'on considieseamibes libres ou les amibes intégrées a

des biofilms.

Se pose néanmoins la question de la représendatidt ces kystes par rapport a ceux
rencontrés dans lI'environnement et les réseauxud’'daest en effet tentant de vouloir
produire les kystes les plus résistants mais it fquwe les résultats obtenus aient une
signification et donnent une indication réelle @dficacité des produits désinfectants sur les
souches qui sont réellement a décontaminer aussisoir des lentilles de contact, que sur des
surfaces ou encore du matériel médical.

En tenant compte de la littérature disponible ehdg propres résultats, nous proposons un
protocole pour [I'évaluation de [lefficacité des ¢imes sur lesAcanthamoebae(voir

Annexes).

Cette étude a permis de montrer que seul un dellipgacommerciaux testés est efficace sur
les 3 types de kystes pour toutes les soucheesedts autres ont une efficacité parfois trés
limitée. Nous avons également montré que les kystdaient pas la seule forme résistante,
les trophozoites de la plupart des souches enwroentales testées se sont avérés résistants a
la glutaraldéhyde ou a des biocides a base dergldéhyde. Or il s’agit d’'un principe actif
tres répandu. De tels résultats avaient eté mévigience précédemment mais uniquement sur

la soucheA. polyphagalinc-AP1 alors que les biocides testés étaientimEsta la
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décontamination des bronchoscopes [163]. Ces afsidbnt d’autant plus inquiétants qu'il
s’agit de matériel médical utilisé lors d’actesdnifs et que les amibes en question peuvent
héberger des endosymbiontes, comme environ 25%dd®es isolées de I'environnement.
Les micro-organismes heébergés peuvent étre divées virus, des protozoaires ou le plus
souvent, des bactéries. En effet, de nombreusésespe bactéries, pouvant étre pathogénes,
sont impliquées dans des interactions avec deseamib

Ces endosymbiontes peuvent étre dddamydialike, bactéries responsables de
nombreuses infections respiratoires ou toutes sdftaitres bactéries pathogenes. Dans le cas
des bronchoscopes et d’autres matériels médicauxeyrs d’'amibes résistantes aux
traitements de désinfection, les patients peuvist @dntaminés aussi bien par des amibes
que par des bactéries ou virus hébergés par a@ll€e probleme peut se poser avec tout le
matériel meédical non autoclavable. Le patient pmurméme étre contaminé par une ou
plusieurs souches d’amibes présentes au niveaasdeasités nasales, dans la mesure ou la
présence d’amibes dans les cavités nasales degagiede volontaires sains a été plusieurs
fois mise en évidence [98, 99, 319, 428-432].

Concernant la problématique d€hlamydialike, il est aujourd’hui avéré que ces
bactéries peuvent étre pathogénes aussi bien faumrhe que pour I'animal. Nous avons
démontré une faible résistance aux biocides debaetéries mais également une capacité
importante a survivre dans I'environnement, cetteris pouvant méme étre accrue par une
association avec des amibes libres. Les amibesgient également permettre une meilleure
survie desChlamydialike aux biocides, notamment dans le cas d'espécgmbles de
survivre dans les kystes d’amibes. Il est aujowrd’hécessaire d’évaluer I'activité des
biocides sur des complexes ky&telamydialike, lorsque ces bactéries le permettent, afin de
connaitre le potentiel de survie de ces micro-asyaes. Il est difficile d’évaluer précisément
le nombre de cas d’infections liées a @damydialike, en effet, ces bactéries sont encore
peu connues et difficiles a identifier. Elles natsecherchées dans des prélévements, le plus
souvent par PCR, que dans de rares centres spésialans leur étude. Au fil du temps, le
nombre d’infections pourrait donc fortement augreest la fréquence de leur dépistage vient
a augmenter, principalement dans le cas d’avortersgrontanés et d’'infections respiratoires.
Il convient de noter que dans environ 50% desleadnfections respiratoires sont d’étiologie
inconnue, on peut donc penser qu’une partie de cess pourrait étre causée par les

Chlamydialike.
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A ce jour, de nombreux traitements de désinfectimmt mis en place afin de contréler
I'environnement, les réseaux d'eau potable soritéfaau chlore par exemple, afin de
maintenir le nombre de micro-organismes présenia aiveau acceptable et de limiter les
problemes sanitaires. Néanmoins, comme nous avorle ponstater dans cette étude, les
amibes sont résistantes a de nombreux biocidestelde traitements pourraient donc
sélectionner les populations les plus résistantésue permettre ainsi de proliférer. Compte
tenu du fait que les souchesAdanthamoebades plus résistantes de cette étude ont été
isolées en milieu hospitalier, on peut penser gadrhaitements qui y sont réalisés ont mené a
la selection de ces souches résistantes. Il erevaémne pour les bactéries ou les virus qui
peuvent aussi résister a des traitements de désorfequant aux micro-organismes capables
de croitre dans les amibes, ils pourraient égale@ea protégés des traitements par cette
association. Ces interactions amibes/micro-orgagssipourraient développer la virulence
ainsi que la résistance des endosymbiontes. Cdepnebde sélection des micro-organismes
résistants aux traitements peut également se pdaes I'agro-alimentaire, ou il est
notamment question de décontaminer des aliments tqrganpage dans des solutions
désinfectantes avant conditionnement. Il semblégaiement que l'utilisation de biocides a
des concentrations sub-létales puisse sélectiaegbactéries résistantes aux antibiotiques.
En effet, des phénomeéenes de résistance croisdaagigtie/biocide semblent a prendre en
compte, notamment pour les bactéries.

De plus, la large utilisation qui est faite desciles, aussi bien en milieu hospitalier,
gue dans l'industrie agro-alimentaire, ou encomesdas élevages de bétail, peut mener a des
rejets dans les eaux usées ainsi que dans I'emé@ment ce qui pourrait également conduire
a une sélection des micro-organismes résistanés aolécules. A ce jour, la question de la
pression de sélection exercée par les biocidesesumicro-organismes n’est pas claire. En
effet, des études contradictoires sont publiéess thaonvient d’etre prudent, les effets des
relargage de ces produits dans I'environnement gout l'instant inconnus mais il semble

nécessaire de surveiller et d’étudier leurs effets.

Les premiers résultats de certaines de nos expésetaissent a penser q:
trachomatispourrait infecter certaineAcanthamoebaet peut étre s’y multiplier. Compte
tenu du role pathogéne de cette bactérie, cetteiation peut inquiéter, en effet, les amibes
pourraient donc permettre une dissémination deatdébie normalement peu résistante dans
I'environnement. De plus, il a été montré pour tfas especes comrhe pneumophilajue la

croissance intra-amibienne augmenterait la virlderoe qui pourrait étre applicableG
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trachomatis Dans le cas des mycobactéries, la croissana@-antibienne permet également
une augmentation de la résistance aux antibiotiqetegux biocides, ces observations
pourraient étre transposable€ atrachomatis

Il est nécessaire de confirmer ces résultats ¢é¢ster la croissance @& trachomatissur un
plus grand nombre d’amibes, il serait égalemerégr@ssant d’étudier la possibilité @
trachomatisde survivre dans les kystes d’amibes ainsi quésiatance aux biocides dans un

tel cas.
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Protocole pour I'évaluation de I'efficacité des bioides sur les kystes
d’ Acanthamoebae

* Choix des souches :
Souches isolées de I'environnement a étudier, m@j@ment du groupe T4 (responsables de

la plupart des pathologies) et souches de référence

Exemple de souches de référence a utiliser :
A. castellaniiATCC 30010A. castellaniiCCAP 1501/10A. polyphagal501/18.

» Croissance des trophozoites :

Trois repiquages sur lignées cellulaires (ex : ReEp-

Les cellules HEp-2 ATCC CCL-23 sont cultivées erieni DMEM a 37°C. Quand les
cellules sont a confluence, enlever le milieu diéuce cellulaire, rincer avec du NaCl 0.9%,
remplacer le milieu de culture cellulaire (DMEM) rpdu NaCl 0.9%. Ajouter ~f0
trophozoites et incuber a 28°C [389, 404].

* Enkystement :
Les trophozoites cultivés sur cellules sont récépétavés en %1 Ringer, et enkystés en
tampon Neff (0.1M KCI, 0.02M Tris, 8mM MgS00.4mM CaC, 1mM NaHCQ) durant

une semaine a 33°C.

 Kystes:
Les kystes sont récupérés et lavés en ¥ Ringé@eéstrau SDS 0.5% 10 min pour lyser la
majorité des kystes non matures et dissocier lesgats [84, 403]. Ills sont ensuite ajustés a

10" to 1& kystes/ml en ¥ Ringer et stockés a 4°C maximujodss.

» Tests de désinfection :

100p! de la suspension de kystes® (b010 kystes) sont mélangés a 900p! du biocide & tester.
Vortexer le tube et incuber selon la durée etrgprature recommandées par le fabriquant.

5 minutes avant la fin, centrifuger le mélange @QMrpm durant 5 min. Jeter le surnageant et
ajouter 900ul de neutralisant Dey-Engley [392], texer, neutraliser 5 minutes puis
centrifuger 5 minutes a 14000 rpm. Jeter le surraget ajouter 900! de Ringer. Réaliser les
dilutions en séries et déposer sur des plaguesud8 préalablement remplies de 500ul de
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gélose NNA, et dée. coli ATCC 25922 (6 puits par dilution). Incuber lesqlas a 28°C
durant une semaine. Observer le désenkystemeantibes dans les puits au microscope.
Calculer le log de réduction selon la méthode deaBpan-Karber.

Comme contrble, les puits positifs peuvent étrdt@saet remis en PYG et antibiotique afin

d’observer la croissance des trophozoites.
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Méthode de Spearman-Karber

hY

Diluer I'échantillon a tester selon une progressggométrique, c'est-a-dire de raison
constante entre les dilutions successives, et esrggan un volume constant (en général 0.1
ml) de chaque dilution. Le facteur de dilution IRigp couramment utilisé est le facteur

décimal.

Pour que la formule de Spearman-Karber soit aggkgal faut utiliser un nombre constant
de tubes ou de cupules de bouillon ensemencéde I chaque dilution, un facteur de
dilution constant et une gamme de dilutions suffisent large pour encadrer a la fois les
dilutions de part et d'autres desquelles 100 p@mt cdes sujets donneront une réaction
positive, et les dilutions de part et d'autre deiga 100 pour cent des sujets donneront une

réaction négative.

Si une ou plusieurs de ces conditions ne sont gtesfastes, on suppose parfois que pour un
facteur de dilution constant, la dilution supéreewu inférieure venant aprés la derniere
effectuée aurait donné le résultat souhaité. Ulhe ‘tabrication” de données ne repose sur
aucun fondement théorique, mais si elle est applicavec suffisamment de prudence, elle
n'est pas dangereuse. Cependant, il est préfédahiépéter le titrage avec une gamme plus
appropriée de dilutions, ce qui est indispensalblg & de graves lacunes dans les données.

Selon la formule de Spearman-Karber:

*** | 0g 10 dose médiane = @X- (d/2) + dS (fn)

ou:

Xo = logyp de la valeur réciproque de la dilution la plusdeas laquelle tous les
inoculums d'épreuve sont positifs.

d =log10 du facteur de dilution (c'est-a-dire iffédence entre les intervalles des
logarithmes de dilution).

n; = nombre d'inoculums d'épreuve utilisés a chaduéah (compte tenu des pertes
accidentelles).

Ri = nombre d'inoculums positifs d'épreuve (sur ni).

S =S (P) = somme de la proportion d'épreuves positteenmencant a la dilution la plus

(ri/m) basse et donnant 100 pour cent de résultats gositif

La sommation commence a la dilutiog X
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L'écart-type estimatif est calculé a l'aide deolarfule suivante:

Log écart-type = d*O (E(p*(1-p)/(ni-1)))
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Tableau X : Récapitulatif de la désinfection des aihes

Souc'he Conditions d'exposition . Dure_e_ Methode. de croissance/ Methode de Abattement/MAC/MCC Réf.
testée d'exposition  production des kystes ~ dénombrement
Biocides chimigues
Biocides cationioniques
Chlorhexidine
désenkystement
b . chlorhexidine gluconate h tampon tryptose en tampon o
A. culbertsoni 0.006%, EDTA 0.05% 24 phosphate tryptose 72% [129]
et enkystement
phosphate
A . gillorresEne Gfeangis milieu OGMA survie des aprés 8h: <10 kystes/ml
. castellanii 0.005% 5 ]
Neff chlorhexidine gluconate 45s a 8h enkystement tampon amibes en . . [132]
0.006% Neff gelose aprés 8h: <10 kystes/ml
.. chlorhe)_(idine (150 PYG . . trophozoites:100%
A. castellanii mg/ml)-méTn?Ir)()sal (50 6h enkystement en PBS microscopie kystes: 90% [135]
Thimerosal, 0.001%; R désenkystement
chlorhexidine, 0.005%; GJhOSrlA enhysfiegélfur sur NNA + E. survie 24h [136]
EDTA, 0.1% ' coli
Thimerosal, 0.001%; observation de
chlorhexidine, 0.005%; trophozoites survie 6h
A. castellanii EDTA, 0.1%
Chlorhexidine, 0.005%; survie 24h
EDTA, 0.1%
Thimerosal, 0.001%;
chlorhexidine, 0.005%; survie 6h
EDTA, 0.1%
Thimerosal, 0.001%;
A. polyphaga chlorhexidine, 0.005%; survie 6h
EDTA, 0.1%
Thimerosal, 0.001%;
chlorhexidine, 0.005%; survie 6h

EDTA, 0.1%
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A. culbertsoni

Chlorhexidine, 0.005%;
EDTA, 0.1%
Thimerosal, 0.001%;
chlorhexidine, 0.005%;
EDTA, 0.1%
Thimerosal, 0.001%;
chlorhexidine, 0.005%;
EDTA, 0.1%
Thimerosal, 0.001%;
chlorhexidine, 0.005%;
EDTA, 0.1%
Chlorhexidine, 0.005%;
EDTA, 0.1%
Thimerosal, 0.001%;
chlorhexidine, 0.005%;
EDTA, 0.1%

survie 24h

survie 6h

survie 24h

survie 3j

survie 24h

survie 3j

trophozoite: 0.49-1.9 pg/ml

Acanthamoebae - NNA + E.coli . . moyenne: 0,71 ug/ml
chlorhexidine 48h enkystement sur NNA + microscopie AP [137]
spp. . kystes: 0.49-15,6 pg/ml
E. coli
moyenne 2,77 ug/ml
A. castellanii désenkystement kystes et trophozoites tués
chlohexidine gluconate PYG sur NNA + E.
A polvoh 0.005%, thimerosal 10 min enkvstement en PYG coli te des trophozoites et des kvst [160]
. polyphaga 0.001% % observation de reste des trophozoites et des kystes
trophozoites
. survie des .
A. castellanii - . : PYG . trophozoites: 12,5ug/ml
Neff Chlorhexidine diacetate 10 min PYG + 50 mM MgC12 anélg)lszeen kystes: 25pg/ml [141]
.. PYG survie des .
A. castellani Chlorhexidine diacetate 0 a 36h enkystement tampon amibes en MTC_‘ 8ug/mi [134]
Neff Neff gelose MCC:27ug/ml
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Ammoniums quaternaires

polyaminopropylbiguani

de 0.0015%, 1%
EDTA 0.005%
polyaminopropylbiguani .
de 0.00005%, tampon tryptose deseenng;te(;r:}ent 13%
A. culbertsoni surfactant 24h phosphate tryptoge [129]
olyquaternium-1 et enkystement
P yq0.001% Y phosphate 27%
benzalkonium chloride
0.003%, 72%
EDTA
benzalkonium chloride une nuit trophozoites: 100%
(40 mg/ml) kystes: 90%
polyaminopropyl PYG tr o
. . : . : ophozoites:0%
A. castellanii b|guan|dr§g(/|:nAl\)BP) (0.5 4h enkystement en PBS microscopie kystes: 50% [135]
polyquaternium 1 (11 ah trophozoites:0%
mg/ml) kystes: 0%
NNA + E.coli trophozoite: 0.49-3.9 pg/ml
polyhexamethyléne ' . . moyenne: 1,3 pg/ml
Acantr;amoebae biguanide (PHMB) 48h enkystemEenéOsiiur NNA + microscopie kystes: 0.49-3.9 pg/m| [137]
Pp- ‘ moyenne 2,2 ug/ml
A. castellanii polyaminopropyl survie des survie a 1h= Q% a 45 et 90ppm
ATCC 30010 biguanide (PAPB) RT 30s 4 24h PYG amibes e >10% de survie a 24h a 4,5ppm [140]
A. polyphaga 4.5, 9, 22.5, 45, and 90 enkystement en PYG gélose survie & 1h= 0% a 90ppm
ATCC 30461 ppm >10% de survie a 24h a 4,5ppm
polyhexamethyléne i d trophozoites: 12,5ug/ml
A. castellanii biguanide (PHMB) : PYG Survie des kystes: 25ug/ml
10 min amibes en [141]
Neff . . PYG + 50 mM MgC12 . trophozoites: 25ug/ml
benzalkonium chloride gélose
kystes: 50ug/mi
0.0001% 6h & 24h NNA + E.coli désenkystement
A. castellanii polyhexamethyléne 20C enkystement sur NNA +  sur NNA + E. 30% [143]
biguanide, E. coli coli
0.001% polyquaternium- observation de 40%
1 trophozoites
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A. castellanii
Neff PYG survie des
Benzalkonium chloride 0 a36h enkystement tampon amibes en

MTC: 12pg/ml
MCC:40ug/ml
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N PYG
A. castellanii Po_lyhex_amethylene 24h enkystement en tampon  culture en PYG sensible [159]
biguanide 0.02%
de Page
Composés halogénés: Chlore, Brome, lode
désenkystement
. ammonium chloride tampon tryptose en tampon
A. culbertsoni . ' 24h phosphate 82% [129]
thimerosal 0.002% tryptose
et enkystement
phosphate
A. castellanii alky! triethanol désenkystement reste des trophozoites et des kystes
. . sur NNA + E.
ammonium chloride 10min PYG coli [160]
A. polyphaga 0.013%, enkystement en PYG : reste des trophozoites et des kystes
: observation de
thimerosal 0.002% :
trophozoites
?Tcgét(?g%nln chlore 1.10 mgl/l Gélose NM + 100%
A culbertsoni 30min milieu Neff Enterobacter [133]
: cuA_elr soni chlore 1.25 mg/l cloacae 100%
alkyl triethanol .
Acanthamoebae ammonium chloride Pite survie s temps nécessaire >8h
/ enkystement en tampon amibes en : . o [145]
spp. 0.3%, Neff 6lose jusqu'a 7 jours
thimerosal 0.02% 9
A. culbertsoni desenkystement _
Al sur NNA + E. MCC: 2.25ug/ml
chlore 24h milieu MYAS + E. coli coli [150]
A. polyphaga observation de MCC: 2ug/ml
trophozoites
A. castellanii culture en PYG . . .
ATCC 30234 chlore 5mg/l 30 sec PYG pas de kystes 1.10*3 log de réduction [433]
A. castellanii désenkystement
Acanthamoeba chlore 1-20 mg/l 10-60 min PYG en PYG et 0 a 5 log de réduction [151]
sur NNA + E.
SP. coli
A polvohada bromonitropropanediol 2-18h PYG / PAS + E. coli PAS + E. coli MAC'aléf;ZhS mall [434]
- Polyphag 2-10000 mg/l tampon de Neff microscopie : 9

MCC: >10000 mg/l
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sodium hypochlrorite 1- a 18h
100 mgl/l activité ++++
a 18h
chlore 5 mg/l MAC: 1-2 mg/I
MCC: >50 mgl/l
chlore 2.5 mg/I méthodes . . . .
Acanthamoeba | 0-106] biofilm moléculaires, reduction des amibes lbres [149]
p. monochloramine 0.5 microscopie p
mg/l
A.LFi)r?clz,F'-)\tlliga chlore 15 mg/l 24h enkysterizri en PAS microscopie survie [202]
N s : . L 3500 mg/L pour obtenir 4 log
A. polyphaga chlore 8 & 100 mg/I 5min a 2h NNA + E. coli énumération de réduction sur les kystes [155]
- désenkystement
milieu CGVS
Acanthamoebae . A 100 sur CGVS MAC: 0.125-5 %
Spp. povidone-iodée 10% 48h enkystemggltiNNA +E. observation de MCC: <0.25-510% [154]
trophozoites
Agents oxydants
Dioxyde de chlore
':Tcgétilg%nf Cl02 3.4 myl Gélose NM + 100%
A culbertsoni 30min milieu Neff Enterobacter [133]
. cuA_elr soni ClO2 3.4 mg/l cloacae 100%
R N , . S 80 mg/L pour obtenir 4 log
A. polyphaga Cl02 0.5a 7 mgl/l 5min a 2h NNA + E. coli énumération de réduction sur les kystes [155]
méthodes . . . .
Acanthamoeba ozone 0.5 mg/l 0-106j biofilm moléculaires, reducuqn des am|pe§ libres [149]
sp. ! : mais pas du biofilm
microscopie
Ozone
A. castellani 03 6.75 mg/l Gélose NM + reste 20 amibes
ATCC 1501 . .
A culbertsoni 30min milieu Neff Enterobacter [133]
-cu A_elr son 03 6.75 mgll cloacae reste 0.05 amibes (MPN)
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15 mg/L pour obtenir 4 log

A. polyphaga 030.5a 1.7 mg/l 5min a 2h NNA + E. coli énumeération de réduction sur les kystes [155]
méthodes . : . .
Acanthamoeba ozone 0.5 mg/l 0-106;j biofilm moléculaires, reducUo_n des amlb_es_ libres [149]
sp. ! : mais pas du biofilm
microscopie
Peroxyde d'hydrogéne
. peroxyde d’hydrogéne 30min PYG . : 100% pour les trophozoites
A. castellani (30000 mg/ml) 6h enkystement en PBS microscopie 50-90% pour les kystes [135]
A. culbertsoni désenkystement
5 sur NNA + E.
A. castellanii 0 6h a 14 enkystement sur . ;
H202, 3% jours NNAE.coli col! survie 6h [136]
observation de
A. polyphaga trophozoites
.. survie des .
A. castellanii . PYG . trophozoites: <1%
Neff 20 10min by + 50 MM MgC12 argggzee” kystes: 3% [141]
désenkystement
NNA + E.coli sur NNA + E.
A. castellanii H202, 3% 6h 20C enkystement sur NNA + coli 50% de survie [143]
E. coli observation de
trophozoites
tampon tryptose deseenng;tecr)r:]ent
A. culbertsoni H202, 3% 24h phosphate vDtose 18-38% [129]
et enkystement yp
phosphate
A. castellanii désenkystement reste des trophozoites et des kystes
PYG sur NNA + E.
H202, 3% 10 et 30 min coli _ [160]
A. polyphaga enkystement en PYG observation de reste des trophozoites et des kystes
trophozoites
PYG survie des . .
Acanthamoebae H202, 3% / enkystement en tampon amibes en temps necessaire 4-8h [145]
spp. . jusqu'a 2 jours
Neff gélose
A tellanii H202, 3% 6H croissance sur désenkystement 33% [126]
. castellanii gélose sur 100%
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A polvoh NNA + E. coli NNA + E. coli 66%
- polyphaga observation de 100%
. trophozoites 33%
A. hatchetti 66%
- PYG survie des .
s EESER ] H202 0 & 36h enkystement tampon amibes en MTC..O.Gug/mI [134]
Neff . MCC:2.1ug/mi
Neff gélose
désenkystement
A. polyphaga PYG sur NNA + E.
' ROS H202, 3% 0as8h enkystement en tampon coli >3-log de réduction aprés 8h [158]
Neff observation de
trophozoites
PYG
A. castellanii H202, 3% 4h enkystement en tampon culture en PYG résistant [159]
de Page
. . désenkystement
croissance en mileu 6 avec E. coli
A. polyphaga H202, 3% 4-6h enkystement en MgCl, : 0.9+ 0.3 2 4.3+ 0.1 log de réduction [122]
. observation de
NNA, Neff, Taurine .
trophozoites
Acide peracétique
A. polyphaga PAA 30min-2h PYG Cu't!”e en P.YG 24h: efficace sur les trophozoites [163]
Linc-AP1 microscopie
PYG / PAS + E. coli PAS + E. coli a18h kilvington
A. polyphaga PAA 1-1200 mg/l 2-18h tampon de Néff microscé)pie MAC: 8 mgl/l 1990
MCC: 150 mg/l
Aldehydes: Glutaraldéhyde, OPA, Formaldéhyde
= polyphaga glutaraldéhyde 2% 30min-24h PYG Cu't!”e en P.YG 24h: efficace sur les trophozoites [163]
Linc-AP1 microscopie
PYG
A. castellanii formaline 10% 30min enkystement en tampon  culture en PYG sensible [159]
de Page
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Alcools: Ethanol, n-propanol, Alcool isopropylique

A. castellanii

A. culbertsoni

Biocides physigues

Température

A. castellanii
Neff

A. castellanii

Acanthamoeba
sp.
A. castellanii

A. polyphaga

A. castellanii

A. castellanii

A. polyphaga
A. castellanii

A. polyphaga

A. polyphaga

alcool isopropylique
20%

alcool isopropylique
20%, surfactant

chaleur

chaleur 80C

chaleur 80C

chaleur 65C
-160C/45< 5 fois

congélation/décongélati
on
température -60C

température -50 a -
130C

504 70C

6h

24h

0 & 36h

10-60 min

10min

5-20min
/

15sec
3-5min

60sec

5min a 2h

PYG

enkystement en tampon

de Page

tampon tryptose
phosphate
et enkystement

PYG
enkystement tampon
Neff

PYG

PYG

enkystement en PYG

PYG

enkystement en tampon

de Page

PYG
enkystement en PYG

PYG
enkystement en PYG

NNA + E. coli

culture en PYG

désenkystement
en tampon
tryptose
phosphate

survie des
amibes en
gélose
désenkystement
en PYG et
sur NNA + E.
coli
désenkystement
sur NNA + E.
coli
observation de
trophozoites

culture en PYG

survie des
amibes en
gélose
désenkystement
sur NNA + E.
coli
observation de
trophozoites
énumération

sensible

94%

MTC: 46C
MCC:56T

survie 10min

100%

sensible

résistant
3 plaques/3
2 plaques/3

trophozoites 100%
reste des kystes

trophozoites 100%
reste des kystes

1 a >5 log de réduction

[159]

[129]

[134]

[151]

[160]

[159]

[172]

[171]

[155]
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uv

A. culbertsoni
ATCC 30171

A. polyphaga

A. polyphaga
Ros

A. polyphaga
Ros

A. castellanii

Radiations gamma

A. castellanii

Autres traitements
A. comandoni

A. castellanii

A. hatchetti

MCC : concentration minimale cysticide

60 mW-.s/cm2
170 mW-s/cm2

26, 36, 213, 618, 1212
mJ/cm2

870W/m2 a 300 nm

850 W/m2

UVB 200-800 mJ/cm2

50-250 Krad

micro-onde

0a8h

0a6h

3-8 min

NNA + E. coli

NNA + E. coli

milieu axénique semi-
défini
enkystement en milieu
de culture
+
50-mmol MgCI2
milieu axénique semi-
défini
enkystement en milieu
de culture
+
50-mmol MgClI2
PYG
enkystement en tampon
de Page

PYG
enkystement en tampon
de Page

MAC : concentration minimale amoebicide (trophoes)t
En gris : résistant
En bleu : sensible

microscopie

énumération

culture en
Ringer + E. coli

culture en

Ringer + E. coli

culture en PYG

culture en PYG

2 a 4 log de réduction

2.4 & >4.5 log de réduction

trophozoites: 4 log de réduction en 2-6
kystes: pas de réduction aprés 8h

6h a 50C
ou 4H a 55% pour inactiver tous les
kystes

résistant

résistant

100% trophozoites et kystes aprés 3 min

[166]

[155]

[435]

[436]

[159]

[159]

[170]
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Ce tableau résume l'activité de différents biocisiesles kystes et/ou trophozoites de différeAenthamoebae
I met en évidence la multitude de protocoles sé#i (souches, méthode de culture des trophozoitdhpde d’enkystement, de lecture...)

ainsi que les différences de résultats obtenufyipaneme pour des souches identiques.

Ce tableau permet donc de mettre en évidence fiaultié de comparer les différentes études disgesilinsi que les résultats souvent

discordants qui en resultent.
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