N

N

Etude de la modulation de la virulence de Pseudomonas
aeruginosa par Candida albicans dans un modele de
pneumonie
Jean-Baptiste Méar

» To cite this version:

Jean-Baptiste Méar. Etude de la modulation de la virulence de Pseudomonas aeruginosa par Candida
albicans dans un modele de pneumonie. Médecine humaine et pathologie. Université du Droit et de
la Santé - Lille II, 2014. Francais. NNT': 2014LIL2S013 . tel-01084801

HAL Id: tel-01084801
https://theses.hal.science/tel-01084801

Submitted on 20 Nov 2014

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01084801
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE LILLE NORD DE FRANCE
ECOLE DOCTORALE BIOLOGIE SANTEDE LILLE

THESE D’UNIVERSITE

Discipline : Maladies infectieuses
Présentée publiquement par Jean-Baptiste MEAR
Le 03 Février 2014

Etude de la modulation de la virulence de Pseudomonas

aeruginosa par Candida albicans dans un modele de pneumonie

Membres du Jury
Président: Pr Francoise VAN BAMBEKE
Rapporteurs: Pr Muriel CORNET
Pr Bertrand TOUSSAINT
Examinateur: Dr Philippe GOSSET
Directeurs de thése: Pr Benoit GUERY

Dr Eric KIPNIS






- REMERCIEMENTS -

Je remercie le Pr Benoit Guery, dit “le méchant” de m’avoir accepté dans son équipe et de
m’avoir fait confiance. Merci pour toutes les opportunités que tu m’as données et qui m’ont
permis de rencontrer plein de gens formidables et de voyager dans le monde entier ! Merci
pour ton encadrement libre, qui permet de garder le cap sans fermer les portes au découvertes

faites “en passant®.

Je remercie le Pr Karine Faure de m’avoir convaincu de faire la thése “pour continuer a
m’amuser”, pour ses remarques pertinentes, son soutien inconditionnel dans les situations

difficiles et sa diplomatie !

Je remercie le Dr Eric Kipnis pour avoir co-encadré ma these avec Benoit. Merci pour toutes
les seances de travail pour les dead line de derniére minute, les idées lancées comme ca
toujours pertinentes et le soutien moral les jours de blues. Merci d’avoir éte le meilleur
chasseur de resto des 3 dernieres années, et de nous avoir toujours déniché la petite gargote

qui va bien ou que tu sois !

Merci a vous trois de m’avoir montré qu’on pouvait étre PU-PH et étre humain, étre doué
sans se la raconter et que la médecine n’empéchait pas de faire du surf ou de la guitare

électrique !

Merci au Pr Renaud Verdon de m’avoir orienté vers I’équipe de Benoit, pour m’avoir fait

confiance, m’avoir soutenu et épaulé pendant ces 3 annees.

Merci au Dr Philippe Gosset de m’avoir encadré pour toutes les manips concernant la
cytométrie en flux. Merci pour votre rigueur scientifique, votre disponibilité et votre
génerosité. Merci pour votre phlegme Anglais legendaire et pour le velo qui m’a permis de

rester fidele a ma réputation pendant les six derniers mois de these.

Merci au Dr Héléne Tiesset, pour avoir été mon initiatrice a la recherche et m’avoir appris a
maniper, des souris a la bactério. Merci de nous avoir, Cécile et moi, accueilli dans le labo et

encadrés tout au long de notre master 11!



Merci au Dr Cécile Rouyer, ma co-interne de Master Il de Marseille a Lille, aux cotés de qui
j’ai découvert la vie de labo, I’entraide, la satisfaction des expériences réussies et le désespoir

des manips qui ratent !

Merci au Dr Rodrigue Dessein pour sa bonne humeur, sa verve flamboyante et pour son sac
rose. Merci aussi pour les idées a foison et les manips de qPCR qui ont -enfin- été
reproductibles !

Merci au Dr Fanny Vuotto : c’est grace a toi et a ta présentation au G4 que je me suis

embarqué dans cette aventure. Merci pour ta bonne humeur et tes critiques constructives.

Merci au Dr Anne Prevotat pour ses conseils avisés, pour m’avoir remonté le moral quand j’ai
débarqué dans le grand Nord depuis Marseille. Merci pour ton amitié “cash” et pour avoir

couvert tous les menus larcins organisés dans le service !

Merci @ Emmanuel Faure (Dr Faure maintenant !) et au Dr Guillaume Schurtz, les meilleurs
co-thésard ever. Merci pour tous les moments partagés au cours de cette thése : pour le
fricadellome, les manips improvisées, les nuits passées devant le cytometre ou lorsque la
neige m’empéchait de retourner sur Paris... Merci de m’avoir initié a la culture ch’ti, aux
biéres belges, aux manips a trois et aux biére sur le toit! Le fait de vous avoir rencontré

justifie cette these en soi !!

Merci au Dr Muriel Pichavant, a Gaélle Rémy, a Gwenola Kervoazé et a Eva Vilain pour leur

soutien, leur bonne humeur et leur aide précieuse !

Merci a Teddy Grandjean pour m’avoir appris la qPCR, aux Dr Sylvain Normand et Aureélie
Couturier, a Marion Thépaut, Anne Delanoy et Myriam Delacre pour leur bonne humeur et

pour le front uni formé dans les moments difficiles.

Merci aux membres de I’équipe 2 de I’U995, et plus particulierement au Pr Daniel
Poulain, I’un des instigateurs de mon projet, et au Dr Chantal Fradin pour leur aide et leurs

conseils avisés.



Merci aux membres de I’équipe 8 du CIIL. Merci plus particulierement a Josette Fontaine,

Julien Tabareau et au Dr Christophe Carnoy pour leur bienveillance.

Merci a Thierry Chassat pour avoir été toujours arrangeant et de m’avoir permis de faire mes

manips de these dans de bonnes conditions.

Merci a Julien Buyck, dit “le belge” et a toute I’equipe de Louvain (Ahalieyah, Eugénie) pour

leur bonne humeur et les échanges d’idées (et de souches).

Merci au Dr Maya Kroubi pour avoir égayé les repas pris au labo pendant le Master 11!

Merci a Fabienne Meslem, pour m’avoir fait découvrir et aimer Marseille et m’avoir initié a la

cuisine Algérienne pendant 6 semaines !

Merci a I’équipe d’hémato du CHU de Caen d’avoir été compréhensive lorsque je suis
revenu, apres 3 ans sans toucher un patient! A Sylvain, Anne-Claire, Marie, Quentin,

Christophe et Charles pour avoir rendu agréable le retour sur Caen.

Merci également a toutes les personnes que j’ai rencontrées et qui m’ont aidées a différents

niveaux : les Dr Chanez Chemani, Henry Bernard, et tous les membres du GDR.

Merci a mes parents pour m’avoir non seulement laissé faire ce que je voulais, mais pour

m’avoir en plus soutenu au cours de toutes ces années !

Merci a Cécile d’avoir partage cette aventure avec moi, entre le college de France, Créteil, la
gare du Nord et Lille. Merci aussi pour ton soutien, pour le meilleur et pour le pire !

Merci aux Professeurs Frangoise Van Bambeke, Muriel Cornet et Bertrand Toussaint pour
leur soutien et leurs conseils tout au long de la these, et pour avoir accepté de venir juger ce

travail.



Ce travail a été réalisé sous la codirection du Professeur Benoit Guery et du Docteur
Eric Kipnis, au sein du Host-pathogen translational research group, Faculté de Médecine de
Lille UDSL, en collaboration avec le Dr Philippe Gosset, Institut Pasteur de Lille, Centre
d’Infection et d’Immunité de Lille, Universite Lille Nord de France, Inserm U1019 — CNRS
UMR 8204, Lille, et avec le Pr Daniel Poulain, Regulation of candida cell wall glycan-host
interface, Faculté de Medecine de Lille, Université Lille Nord de France, CHRU de Lille,

Inserm U995, Lille. Ce travail a donné lieu aux communications & publications suivantes :

Communications affichées :

MEAR JB., KIPNIS E., TIESSET H, JAWAHARA S, ROUYER C, VUOTTO F, POULAIN
D, CHAMAILLARD M, FAURE K, GUERY BP. Lung sensitization by Candida albicans
protects from Pseudomonas aeruginosa-induced lung injury independently of Quorum
Sensing. ICMI, Mai 2011, Paris.

MEAR JB., KIPNIS E., TIESSET H, JAWAHARA S, ROUYER C, VUOTTO F, POULAIN
D, FAURE K, GUERY BP. Role of Candida albicans and Pseudomonas aeruginosa direct
interaction in the protective effect of C. albicans colonisation on P. aeruginosa-induced lung
injury. ECCMID, Awvril 2011, Milan.

MEAR JB., FAURE E., KIPNIS E., GOSSET P., SCHURTZ G., FAURE K, GUERY BP.
Lung sensitization by Candida albicans protects from Pseudomonas aeruginosa-induced lung

injury. ICAAC, Septembre 2012, San Francisco.

Communications orales :

MEAR JB., KIPNIS E., TIESSET H, JAWAHARA S, ROUYER C, VUOTTO F, POULAIN
D, FAURE K, GUERY BP. Etude de la modulation de la virulence de Pseudomonas
aeruginosa par Candida albicans dans un modéle de pneumonie. Rencontres Junior/Senior

Myco, Annecy, Décembre 2010.

MEAR JB., KIPNIS E., TIESSET H, ROUYER C, POULAIN D, CHAMAILLARD M.
FAURE K, GUERY BP, GOSSET P. Lung sensitization by Candida albicans protects from
Pseudomonas aeruginosa-induced lung injury through macrophage activation not

polymorphonuclear recruitment. Inflammation, Paris, Juin 2011.



MEAR JB., FAURE E. KIPNIS E., FAURE K., DESSEIN R., SCHURTZ G., GOSSET P.,
GUERY BP. Lung sensitization by Candida albicans protects from Pseudomonas
aeruginosa-induced lung injury Through Expression of Antimicrobial Peptides. J2R, Lille,
Octobre 2012

MEAR JB., FAURE E. KIPNIS E., FAURE K, DESSEIN R., SCHURTZ G., GOSSET P.,
GUERY BP. Etude de la modulation de la virulence de Pseudomonas aeruginosa par
Candida albicans dans un modele de pneumonie. GDR Pseudomonas, Autrans, Octobre 2011

Publications

MEAR JB., KIPNIS E., FAURE E., DESSEIN R., SCHURTZ G., FAURE K., GUERY BP.
Candida albicans and Pseudomonas aeruginosa Interactions: More Than an Opportunistic
Criminal  Association?  Med  Mal Infect. 2013  Apr;43(4):146-51.  doi:
10.1016/j.medmal.2013.02.005. Epub 2013 Apr 23.

MEAR JB., GOSSET P., KIPNIS E., FAURE E., DESSEIN R., JAWHARA S., FRADIN C.,
FAURE K., POULAIN D., SENDID B., GUERY BP. Candida albicans airway exposure
primes the lung innate immune response against Pseudomonas aeruginosa infection through
innate lymphoid cell recruitment and IL-22 associated mucosal response. Infect Immun. 2014
Jan;82(1):306-15. doi: 10.1128/1A1.01085-13. Epub 2013 Oct 28

FAURE E., MEAR JB., FAURE K., NORMAND S., COUTURIER-MAILLARD A,
GRANDJEAN T., BALLOY V., DESSEIN R., CHIGNARD M., UYTTNEHOVE C.,
GUERY BP., GOSSET P., CHAMAILLARD M., KIPNIS E. “Pseudomonas aeruginosa
Type-3 secretion system dampens host defense by exploiting NLRC4 inflammasome. ”
American Journal of respiratory and critical care medicine. 1-36 (2014).

BOUKERB A., ROUSSET A., GALANOS N., MEAR JB., GILLON E., CECIONI S,
ABDERRAHMEN C., FAURE K., REDELBERGER D., KIPNIS E., DESSEIN R., HAVET
S., DARBLADE B., MATTHEWS S., DE BENTZMANN S., GUERY BP., COURNOYER
B., IMBERTY A., VIDAL S. “Anti-adhesive properties of glycoclusters against

Pseudomonas aeruginosa lung infection” Journal of Medicinal Chemistry (Soumis en 2014)



Travaux réalisés en collaboration au cours du travail de thése

Test d’un inhibiteur glycosidique (GMI-1051) des lectines de P. aeruginosa dans un modele
murin  d’infection pulmonaire chronique. Dr J. Magnani, Glycomimetics Inc.,
GAITHERSBURG, MD, USA

Protection de la pneumonie a P. aeruginosa par une souche vaccinale de Bordetella pertussis
(Bpzel). Dr C. Locht, CIIL, Inserm U1019, Institut Pasteur de Lille, LILLE.

Test de souches de P. aeruginosa mutees pour les génes impliqués dans le métabolisme des
Kynurénines dans un modéle murin de pneumonie. Pr B. Toussaint, Laboratoire The
Rex/TIMC-IMAG, CNRS UMR 5525, GRENOBLE.

Test de I’effet de la forskolin, du Salmeterol et du rolipram (inhibiteurs de dégradation de
I’AMPc) dans un modéle murin de pneumonie a P. aeruginosa. Dr P. Huber, UMR1036
INSERM-CEA-UJF / CNRS ERL5261, CEA, GRENOBLE.

Test d’inhibiteurs glycosidique (Kalyxarenes) des lectines de P. aeruginosa dans un modele
de culture cellulaire. Dr S. Vidal, Laboratoire de Chimie Organique 2 - Glycochimie UMR-
CNRS 5246, Université Claude Bernard Lyon 1, LYON.

Test de I’effet d’extraits d’huiles essentielles dans un modéle murin de pneumonie a P.
aeruginosa. M™ E. Rossines, Aromatechnologies SAS, ROMORANTIN-LANTHENAY.



- SOMMAIRE -

INTRODUGCTION ...ttt bbbt bbbttt b bbb b 14
I LA PNEUMONIE ..ttt ettt ettt ettt e ettt e e st e s st e e nnb e e e bt e e e bn e e e nbneeennee 15
I. A. Définition, symptomatologie, €pidemiologie........cccovreiiiiniiiiiiieeee 15

I. B. PhySIOPAtholOGIe . ..o 15

I. C. Modéles animaux de PNEUMONIE .........coueiieriiririnieieie e 17

[. C. 1. INTECtioN dES @NIMAUX .....ccveiviiiiiriisiiiiieeeie et 17

[. C. 2. MOEIE CNIONIGUE.......cueiiieieie et 18

[. C. 3. MOGEIES 8 PAVIM ...ttt 19

[. C. 4. La l€SION PUIMONAITE ....c.oiiiiiiieitesiieiee et 19

[. C. 5. ChOiX du MOEIE ..o 21

[1. CANDIDA ALBICANS. ....citttetteaittesteeatteesteeaseeesteeasteesteeasteesbesasbeesbeeasbeeabeeasbeesbeessseesseesnseensens 21
I1. A. Caractéristiques miCrobIOIOGIQUES ..........ccuiiiiiiiieiee e 21
N I O 1 1 o7 11 o o SR 21

1. AL 2. MOIPROIOGIE. ... e 22
N = 1 o SR 23

1. AL 4, QUOTUM SENSING ..ottt bbbttt 24

L AL S BIOTHIM oo 25

[1. B. Distribution, Rabitat...........oooiiiiiiiiciiee e ebee e e 25
O OV AT U] [ ool S SSS 25
[1. D. PAtNOGENICITE ..ot 26
[1. D. 1. Candid0SES MUOUEUSES ........erverteriirieriieieeieeertessestesiesbe s sie e nesaessesneseesne e 27

[1. D. 2. CandidOSES INVASIVES .....c..oiuiiiiriiiiisiiiieeieeie ettt 28

I1. E. Facteurs favorisants & Réponse de 'hOte ... 28
I1. E. 1. Mécanismes deduits de pathologies humaines............ccccoovvviiniicnciciennn 29

[1. E. 1. 0. Candid0SeS MUOUEUSES .......ccueiuirierieeiieiesiesie ettt sne i 29

[1. E. 1 B. CandidOSES INVASIVES ........ccueiiiiiiiiiiiiieie ettt 31

I1. E. 2. Modele intégré de la réponse a C. albicans ..........cccccoviiviiiiinenenenc e 31

[1]. PSEUDOMONAS AERUGINOSA ... ceeiuriaieianriesteessreessesasneesseesnneassesssneasnessnnesssessnneesnessnneesses 33
I11. A. Caractéristiques MICrobDIOIOGIQUES.........ccoriiiiiiieee e 33
1. B. Distribution, NADITAL...........coooeiiii i e e e e eans 34
I O V1 0] 1= o o SRR 35
1. C. 1. QUOTUM SENSING ...veiviiiieieie ettt 35

[11. C. 2. FaCteurs de VIrUIBNCE .........cocoiiiiiiiicieeeee e 36

[, C. 2. 0. FACLBUIS SECIELES. ...ttt 37

[11. C. 2. B. Facteurs constitUtioNNElS ...........ccooveiiiiiiiiiee e 38

[11. D. Pathogénicite, facteurs favoriSants ............cccocevvereiiene e 39
1. E. REPONSE A8 ITNOTE ...t 39
IV. INTERACTIONS ENTRE C. ALBICANS & P. AERUGINOSA. .....cciviiitiiiiienieeiieesieesnieesieesnieeneeas 41
MATERIEL & METHODES.........cooiiiiiiieieiss et 43
I IMODELE ANIMAL ...ttiiitie ittt ettt ettt ettt ettt a bt a bt e ettt e ssbe e e snb e e bt e e e bb e e e beeennnes 43
AN A o 3= T S SSS 43

I. B. Souches de bactérie et de IEVUIE...........cooiiiiiiiiiccee e 43

[. B. 1. PSEUAOMONAS BETUGINOSA. .....cveviiviiiriieieeieiesie ettt 43

[. B. 2. Candida @albDiCans..........cooiuiiiiiiiiisieee e 44

[. B. 3. AULIES MICIOOIGANISIMES ... .c.uiiviitiriiateetieieeeesee ettt sttt eenesee bbb 44

I. C. Modéle mUurin de PREUMOINIE .........ciiiiieierie e 44

[. C. 1. Colonisation & INFECLION ..........ccceiiiiiiiiieiie e 44

I. C. 2. Traitements pharmacologiques (cf. Tableau 2).........cc.ccooeviiiiiniieniiiee 45



I. C. 3. Transfert de CellUleS IMMUNITAITES ........vueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeneennennnes 47

[1. EVALUATION & RECUEIL DE RESULTATS DANS LE MODELE ANIMAL ....vvevevieeeseeeeeseeeseeeeen, 49
] IR AN 0 [0 F /A ] Y [ RSP 49

1. B. Quantification des Iésions pulmonaires : perméabilité de la barriére alvéolo-
CAPIITAITE <.t bbbt 49
I1. C. Analyse bactérienne et fONQIQUE ..........oceiiriiiiiiiiceie e 49
I1. C. 1. Charges bactérienne et fongique pulmonaires ............ccocvvveienenenene s 49
[1. C. 2. Translocation bactérienne et FoNGIQUE ........ceoereririiiiinieeee e 49
I1. D. Caractérisation de la réponse IMMUNE..........c.cuoiiieenenere e 50
I1. D. 1. Caractérisation CEUIAITE ........c.ocoivuieiiiie et 50
[1. D. 1. a.. LBA et récupération des POUMONS .........cerververieririerieieeieniesie e e 50
[1. D. 1. B. Extraction des CellUles. ... 50
[1. D. 1. y. Analyse des cellules par cytométrie en fluX..........coccoovveieniniiininns 50
I1. D. 2. Dosage des cytokines dans le surnageant de LBA .........ccccoovieieieiencnennenn 51
[1. D. 3. Dosage des défensines par RT-0PCR ........cccciiiiiiiiininecee e 51
1 I R 1 L TSP URTPRROPP 52
I11. A. Extraction des composants de la paroi de C. albicans............ccccovvvenenencnennnnn 52
1. A. 1. EXtraction deS ManNaAnES ..........ccovuieiiurieiiieeiiteeescteeesreeesteessveessareessreeesaeeeens 52
1. A. 2. Extraction des B-gIUCANES...........ccooiiiiiiiiiieie e 52
1. A. 3. Extraction de 1a ChitiNe.........ccveiiiieiiie e 53
I11. B. Stimulation cellulairg iN VItro ..........ccoooouiiiiiii e 53
IV. ANALYSES STATISTIQUES ..uuttiiiieeeeiiiiitrtreeeeeeesssisisstssesseesssssssssssssesssesssssmsssssesssssssssnsssssseees 53
RESULTATS oottt ettt sttt en st s et en et ens s s 56
|. VALIDATION DU MODELE DANS LE FOND C57BL/6 .......cocvieiiiieeciiee e 56
Il. VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUEES DANS LA REPONSE PROTECTRICE ...vvvvveeeeeiiinrnnnee. 57
I11. REPONSE CELLULAIRE ET CYTOKINIQUE INDUITE PAR C. ALBICANS. ....ccceeiirrieeeiinvreeeeenne 58
Y OO I 0 LT STR 59
V. UTILISATION DES POLYOSIDES PARIETAUX DE C. ALBICANS. ...cccvveeeeiiirrieeeiitreeeeeerreeeeennnens 60
(D] T G103 ] [0 ] 1 ST 62
(010 ]\ [0F L0 5] 10 ] N ST 69

BIBLIOGRAPHIE ...ttt 70



- FIGURES & TABLEAUX -

Figure 1. Physiopathologie des Iésions de la barriere alvéolocapillaire...........ccoceoeiinininnne. 20
Figure 2. Arbre phylogénétique de C. alDiCans..........ccccoviiiiiiiiiii e 22
Figure 3 : Morphologies de C. albDiCaNS..........cccooiiiiiiiiiieee s 22
Figure 4 : Structure de la paroi de C. albiCans...........cocviiiriiiiieie s 24
Figure 5 : Molécules du QS de C. albDICaNS..........cooviiiiiiiieee s 25
Figure 6. Filamentation: passage de la colonisation & I’infection ..........c.ccooevvvenencicicnee, 26
Figure 7 : Modeéle simplifié de la réponse induite par C. albicans au niveau pulmonaire....... 32
Figure 8. Arbre Phylogénétique de P. @Brugin0Sa. .........ccveveierierinieniiiecieeieeeeee s 34
Figure 9. Biofilm de P. @BIUGIN0OSA. .......cveiiiiiiiieiii st 35
Figure 10 : Quorum Sensing de P. @BrUGINOSA .........ceiuerieeieieiienienie st 36
Figure 11. Facteurs de virulence de P. 8erUGiNOSaA .........ccuuveiriierineneseseseeeeee e 36
Figure 12. Groupes eXPEIMENTAUX. .......cuerurruerteriertesiesieeseeseeeessessessestesbe s sseeseeeessesaeseessessesnas 45
Figure 13. Evaluation du modéle dans les fonds génétiques BALB/c et C57BL/6 ................. 56
Figure 14 : Evaluation des voies de 'IL-18 et NFKB ........coooiiiiiiiie 58
Figure 15. ROle de CCL20 dans le recrutement des ILC .......ccooviiiiiininiinieeee e 59
Figure 16 : Evaluation de I’activité des polyosides pariétaux de C. albicans dans la protection
AU COUTS S PNEUIMONIES ......etetieteeieeseestete bbbttt sttt e et b e bt e bt b e s e e b et e b st st ane e 61
Figure 17 : Modele de la réponse induite par C. albicans.............ccocevvriiiiiniiieneee e 65

Figure 18: Modeéle de la reponse induite par P. aeruginosa apreés exposition a C. albicans ... 69

Tableau 1. Facteurs favorisants des CaNAIdOSES. .......c.couveeeiverieiieiiere e 29
Tableau 2. Traitements administrés aux différents groupes de SOUTIS .........covverererereneniens 48
Tableau 3. Mix d’anticorps en fonction des cellules d INterét. ..........cccccevvevienievcr e sceceene 51

Tableau 4. Amorces utilisées Pour 12 GPCR.........cccooiiiiiii e 52



- ABBREVIATIONS -

* p <0,05

** p<0,01

faleied p <0,001

AHR Aryl Hydrocarbon Receptor

ALS Agglutinin like sequence

ANOVA One Way Analysis Of Variance

BCP Bromo-cresol Purple agar

C12 HSL Homo-sérine lactone a 12 atomes de carbone
C8 HSL Homo-sérine lactone a 8 atomes de carbone
CCL20 chemokine ligand 20

CCR6 chemokine receptor 6

CFU Unité formant colonie

CLR C-type lectin receptor

CT Cycle seuil

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
HSL Homo-serine lactone

HWP1 Hyphal Wall Protein 1

IN Intra-Nasal

IP Intra-péritonéal

LB Milieu de Luria-Bertani

LBA Lavage broncho-alvéolaire

LPS LipoPolySaccharide

MOI Multiplicity of infection

MyD88 Myeloid Differenciation primary response gene 88
NF«B Nuclear Factor « B

NLR NOD-like receptor

NOD Nucleotide Oligomerization Domain

NS Non Significatif

PAMP Motifs moléculaires associés aux pathogénes
PAVM Pneumopathie acquise sous ventilation mécanique
PBS Phosphate-buffered saline

PNN Polynucléaires neutrophiles

PQS Pseudomonas Quinolone Signal

PRR Récepteur de reconnaissance des motifs

QS Quorum Sensing

SAP Secreted Aspartyl protease

SSI Sérum salé isotonique: NaCl 9%o

SST Systeme de sécrétion de type...

SYK Spleen tyrosine Kinase

TIRAP Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein
TLR Toll-like receptor

YPD Milieu Yeast-Peptone-Dextrose



INTRODUCTION



INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) et Candida albicans (C. albicans) sont des
pathogenes opportunistes freqguemment isolés chez des patients présentant des facteurs de
risque d’infection. La résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques est en croissance
permanente et les rapports de cas de multi résistance voire de pan-résistance sont de plus en
plus fréquents (1). L’association de ces deux microorganismes est fréquente dans les services
de réanimation, notamment au niveau des voies aériennes. L’ implication clinique de cette
association reste indéterminée. En 2006, Azoulay et al. ont mis en évidence un association
positive entre la colonisation des voies aériennes par C. albicans et le risque de pneumopathie
acquise sous ventilation mécanique (PAVM) (2). Nous avons développé un modele murin de
colonisation des voies aériennes par C. albicans et avons testé I’effet de cette colonisation
dans notre modéle de pneumonie a P. aeruginosa. De fagon surprenante, nous avons mis en
évidence que la colonisation des voies aériennes par C. albicans diminuait la sévérité des
pneumonies a P. aeruginosa (3).

Des interactions directes ayant été mises en evidence de fagon expérimentale entre P.
aeruginosa et C. albicans (4,5), nous avons exploreé ces interactions pour évaluer leur effet sur
la protection induite par C. albicans. Mais aucune interaction directe n’a permis d’expliquer
cette protection (Méar JB & Guery BP, travail de MASTER 1I, données non publiées). En
revanche, I’exposition des voies aériennes a C. albicans était responsable d’un recrutement
alvéolaire de macrophages. Nous avons par consequent décide d’explorer la réponse
immunitaire induite par C. albicans au niveau pulmonaire afin de déterminer si elle était
responsable de la protection observée.

L’ objectif de ce travail était donc d’étudier la réponse immunitaire induite par C.
albicans au niveau pulmonaire, pour comprendre les mécanismes diminuant la sévérité de la

pneumonie a P. aeruginosa.



|. La Pneumonie

I. A. Définition, symptomatologie, épidémiologie

La pneumonie ou infection respiratoire basse est une infection des voies aériennes
inférieures. Elle résulte de la multiplication d’un microorganisme (virus, bactérie ou
champignon) dans un lieu habituellement exempt de pathogénes: les bronchioles et alvéoles.

Les symptomes de la pneumonie associent des signes généeraux (fievre, asthénie), une
toux, souvent productive, une douleur thoracique et un essoufflement. L’examen clinique met
en évidence des crépitants, ttmoins de I’cedéme alvéolaire Iésionnel et des signes en rapport
avec la tolérance de la pneumonie (augmentation de la fréquence respiratoire, cyanose, voire
détresse respiratoire aigué).

La pneumonie est la quatrieme cause de mortalité dans le monde et la premiere cause
de mortalité par maladie infectieuse en Europe. Son incidence est de 1,54 a 1,7/1000habitant
par an (6). Les facteurs de risque reconnus sont I’age > 65 ans, le tabagisme, I’alcoolisme,
I’immunodépression et toutes maladie chronique responsable d’une dysfonction d’organe
(Insuffisance rénale, cardiaque, Broncho-pneumopathie chronique obstructive...). Les
pneumonies sont la deuxiéme cause d’infection nosocomiale en France, mais la premiére
cause de mortalité par infection nosocomiale (chiffres R.A.1.S.I1.N 2012).

Parmi les pneumonies nosocomiales, celles des patients de réanimation ou
pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) sont celles qui ont le pronostic le
moins favorable, avec une incidence d’environ 13,5% et une mortalité variable, en fonction
du germe, de 30 & 60% (chiffres REA-R.A.I.S.I.N 2012 (7,8). P. aeruginosa est le germe le
plus fréequemment rencontré au cours des PAVM et celui qui est responsable de la mortalité la
plus importante (8,9).

Le traitement de ces PAVM repose sur une antibiothérapie a large spectre, d’autant
que les germes responsables de ces infections nosocomiales sont souvent multirésistants. Ces
dernieres années, le niveau de résistance de P. aeruginosa n’a cessé d’augmenter, avec
I’apparition de souches multi- voire pan résistantes (9,10), conduisant parfois a des échecs

cliniques en I’absence d’alternative thérapeutique.

I. B. Physiopathologie

De nombreux mécanismes permettent d’empécher I’accés des micro-organismes aux
voies respiratoires inférieures. La premiere barriére a I’infection est mécanique : I’épithélium

bronchique et alvéolaire est bordé d’un mucus compose de glycoprotéines et de
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polysaccharides hydratés capable de piéger les particules qui ont passé les barriéeres plus haut
situées. Ce mucus contient également des peptides antimicrobiens et des proteines du
complément capables de tuer les bacteries (11). Il est évacué jusqu’au carrefour laryngé par
des cils vibratiles et degluti. Le défaut d’un seul de ces systémes (défaut de synthése des
glycoprotéines, défaut d’hydratation du mucus, défaut des cils), inné ou acquis est
responsable d’infections bactériennes chroniques (les trois atteintes les plus connues étant la
mucoviscidose, le syndrome de Kartagener et la broncho-pneumopathie chronique obstructive
post tabagique).

Au niveau de I’alvéole, la barriére entre I’air et le sang est épaisse d’un um seulement,
composée d’un pneumocyte, de sa membrane basale et d’une cellule endothéliale. C’est la
barriére la plus fine qui existe entre le sang et le milieu extérieur (12). Les capillaires
pulmonaires localisés au contact des alvéoles vont, du fait de leur conformation, piéger les
polynucléaires neutrophiles (PNN), augmentant leur concentration 50 fois par rapport au sang
péripherique. Ils constituent ainsi une réserve opérationnelle, préte a intervenir (12). L’alvéole
contient des macrophages, qui constituent la derniere ligne de défense avant I’épithélium
alvéolaire. Si une bactérie parvient a atteindre I’espace alvéolaire, elle sera reconnue par les
PRR des macrophages et phagocytée (13).

La réponse immunitaire au niveau pulmonaire est toujours partagée entre deux
impératifs : éliminer le microorganisme pour éviter sa dissémination et préserver la fonction
d’organe. En effet, I’cedéme et I’afflux de PNN au niveau alveolaire empéche les échanges
gazeux et la pneumonie peut entrainer, lorsque la surface atteinte est trop importante, un
syndrome de détresse respiratoire aigué et le deces du patient (14). Chez I’animal, des études
ont mis en évidence que la limitation de I’inflammation pouvait étre bénéefique au cours des
pneumonies. Ces découvertes n’ont pour I’instant pas encore été appliquées chez I’homme
(12) et restent controversées.

Aprés I’installation de I’infection, I'un des signes de gravité est la perte du
confinement du microorganisme, c’est a dire sa diffusion a travers la barriére épithéliale, la
dissémination et I’invasion d’organes situés a distance.

Les pathogenes a I’origine des pneumonie ne sont pas tous responsables du méme
tableau. Ainsi Streptococcus pneumoniae ne nécessite pas un inoculum important pour
déclencher une pneumonie chez I'immunocompétent. A I’inverse, P. aeruginosa a besoin
d’un terrain favorable pour s’installer, c’est a dire un défaut mécanique (intubation, absence
de toux), un défaut du milieu (stagnation ou changement des propriétes physico-chimiques du

mucus) ou un déficit immunitaire (comme ceux que I’on peut rencontrer en réanimation apres
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un choc septique, ou sur des terrains particuliers comme le diabete, la neutropénie, le
cancer...). Toutes ces conditions sont rassemblées chez les patients de réanimation, d’ou la
fréquence des PAVM. Dans les modeles murins, I’augmentation de I’inoculum permet de
pallier a I’absence de facteur favorisant.

Les facteurs favorisants la pneumonie a P. aeruginosa sont également ceux qui
favorisent la colonisation des voies aériennes par C. albicans, d’ou la fréquence de leur co-

isolation (2).

I. C. Modeles animaux de pneumonie

I. C. 1. Infection des animaux

L’ exposition a des animaux infectés est le moyen le plus proche de la réalité
pour transmettre un pathogeéne, et permet d’étudier a la fois la transmission et la séverité de la
pneumonie. Cependant, peu de pathogenes humains sont contagieux spontanément chez
I’animal, ce qui limite cette approche. De plus, cela ne permet pas de contréler I’inoculum et
le taux d’infection. L’utilisation d’aérosol (mise en suspension du pathogene dans des
gouttelettes de 4 a 6um de diamétre) reproduit la transmission aéroportée, et permet un dép6t
symeétrique et uniforme du pathogene dans les voies aériennes (15). Cette procedure est
simple, rapide, et permet un contrdle de I'inoculum. Cependant, elle nécessite un mateériel
spécifique colteux et expose au risque de contamination de I’environnement de I’animal
(yeux, bouche, fourrure) et de I’opérateur. De plus, il existe une limitation de I’inoculum, et
certains pathogénes comme le pneumocoque sont tres sensibles a I’aérosolisation, et ne sont
pas utilisables avec cette technique.

L’injection de pathogénes dans la trachée, soit directement apres exposition et
ouverture chirurgicale de la trachée (voie intra-trachéale), soit aprés intubation orotrachéale
(voie endotrachéale). Ces deux voies offrent les mémes avantages : possibilité d’inoculer tous
les pathogenes, quel que soit I’inoculum dans les voies aériennes inférieures, avec un bon
contréle de cet inoculum. Ce sont les seules voies possibles pour la délivrance de billes d’agar
utilisees dans les modeéles d’infection chronique. Ces techniques partagent comme
inconvénients la nécessité d’une anesthésie générale et le depot de I’inoculum qui peut étre
inhomogene et asymetrique, voire sélectif. La voie intra-trachéale nécessite en plus une
chirurgie (exposant a des complications spécifiques) et est une procédure longue (=20 minutes
par animal pour un opérateur entrainé). La voie endo-trachéale est difficile & mettre en ceuvre

techniquement et nécessite un opérateur entrainé pour des résultats reproductibles. Cette voie
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expose en plus a la contamination des voies aériennes inferieures par la flore oropharyngée
(16).

La voie intranasale (IN) est la plus simple de toutes. Elle nécessite une anesthésie de
courte durée et ne présente pas de difficulté technique particuliere. Elle permet de delivrer un
inoculum important, quel que soit le type de pathogéne. Elle partage avec les voies trachéales
le désavantage d’une répartition inhomogene et asymeétrique de I’inoculum, et expose a risque
de contamination par la flore naso-pharyngée. Son inconvénient principal est la diffusion de
I’inoculum aux voies aériennes supérieures. Certains auteurs lui reprochent également son
manque de reproductibilité et la variabilité induite par le volume instillé et la concentration de
I’inoculum (15,17). Cependant, aprés une mise au point et un contrble strict de la
concentration, du volume instillé, de la position de I’animal et du mode d’anesthésie, la voie
intranasale apparait étre la voie la plus reproductible dans notre modele. Cette voie nous a
permis de diminuer les écarts-types et d’augmenter la reproductibilité entre les expériences.
Elle nous a également permis de diminuer la mortalité per-procédure. Ces ameliorations nous
ont permis de diminuer le nombre de souris par groupe expérimental de dix a cing, tout en

augmentant la significativité (Mear JB., Faure E. et Guery B., données non publiées).

I. C. 2. Modele chronique

L’une des particularités de P. aeruginosa est d’étre capable de provoquer des
pneumonies aigués, notamment des PAVM. Mais c’est également un pathogéne majeur des
patients atteints de mucoviscidose (18). L’acquisition de P. aeruginosa se fait en général au
cours de I’adolescence chez ces patients. L’évolution va se faire par poussees, avec une
colonisation constante, et des exacerbations responsables d’une altération de la fonction
pulmonaire (19).

Pour reproduire la colonisation des voies aériennes par P. aeruginosa, un modele a été
développé (20). Dans ce modele, les bactéries sont emprisonnees dans des billes d’agar. Ces
billes sont alors instillées aux animaux. La libération des bactéries va se faire lentement (4-15
jours en fonction de la viscosité de I’agar et de la taille des billes) et provoquer une
inflammation subaigué des poumons. Ce modéle est de moins en moins utilisé depuis
I’apparition de souris genétiqguement modifiées dont la symptomatologie s’apparente a la
mucoviscidose.

Ce modele reste tout de méme intéressant pour I’étude du comportement bactérien sur
une échelle de temps plus longue in vivo : activation des genes de virulence, molécules

d’adhésion ou importance du Quorum Sensing.
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I. C. 3. Modeles de PAVM

L’un des meilleurs modeles de PAVM est le porcelet intubé. 1l va développer dans les
cing jours suivant I’intubation une pneumopathies bilatérale spontanée (21). Ce modeéle est le
plus proche de la réalité, mais il ne permet pas de contrdler la ou les bactéries responsables de
la pneumonie, ni I’inoculum. 1l est surtout utile pour des études de I’effet de la ventilation ou
des medicaments sur la PAVM. Les modéles murins offrent I’avantage de la maniabilité, du
colt et de la proximité de leur systeme immunitaire avec le systéme immunitaire humain. De
plus, il existe un grand nombre de fonds génétiques disponibles avec des inactivation
géniques, et la littérature extensive publiée sur le sujet permet d’avoir une référentiel externe
(15).

Il existe des modéles murins de PAVM a P. aeruginosa. Certains d’entre eux ont été
utilises dans le laboratoire (22), sur des rats. Dans ce modéle, les rats sont intubés, et
monitorés sur le plan cardiaque par un cathéter carotidien. L’avantage de ce modele est de
reproduire sur un petit animal les conditions de pression et le matériel étranger présent sur le
patient. Le désavantage principal est la durée d’évolution, dont le maximum ne peut étre que
de quelques heures. Cette durée d’evolution est insuffisante pour pouvoir reproduire ce qui se
passe en clinique : les lésions induites par la pression positive du respirateur, la colonisation
progressive des voies aeriennes par des germes de la flore digestive secondaire a I’inhibition
du réflexe de toux et a la présence de matériel étranger, I’utilisation d’antibiotiques et la
sélection de germes résistants comme C. albicans ou P. aeruginosa. La plupart des ces
modeéles permettent toutefois d’évaluer la fonction respiratoire et ses perturbations au cours
des PAVM, ainsi que I’hémodynamique et ses variations. lls permettent également d’évaluer
la 1ésion pulmonaire et la charge bactérienne pulmonaire (23).

Il n’existe aucun modeéle animal qui puisse reproduire la complexité des facteurs
favorisants des PAVM. Le modeéle idéal associerait en effet une ou plusieurs défaillance
d’organe (le motif d’entrée en réanimation), une antibiothérapie a large spectre qui favorise la
colonisation par des germes multirésistants et Candida, une intubation orotrachéale sous
sédation, qui inhibe le réflexe de toux et introduit un corps étranger, source de biofilm, et un

degré d’immunosuppression variable en fonction des comorbidités associées.
I. C. 4. La lésion pulmonaire

Du fait de sa finesse et de I'étroite relation entre sa structure et sa fonction,

I’épithélium pulmonaire, ou plutdt I’ensemble endothélium-matrice extra-cellulaire-
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Interstitial

Capillary [

épithélium alvéolaire que I’on appelle “barriere alvéolocapillaire” est trés sensible aux lésions
induites par différents stress, notamment la ventilation mécanique (barotraumatisme). Le
principal déterminant de la gravité d’une pneumonie est le degré de lésion pulmonaire (24),
qui détermine I’importance de la perte de fonction du poumon. Il existe de nombreux modéles
de lésion pulmonaire chez I’animal (25), certains utilisant des pathogenes, d’autres des
toxiques, voire la ventilation mécanique.

L’évaluation de la Iésion repose principalement sur trois parametres :

- Evaluation de la fonction : I’épithélium pulmonaire permet les échanges
gazeux, mais permet également la résorption de I’cedéme intra-alvéolaire, et ce grace a des
pompes Na/K ATPases qui évacuent le sodium de la lumiére alvéolaire vers les capillaires
sous-jacent (Figure 1). Au cours des pneumonies, la fonction de ces pompes va étre
augmentee pour résorber I’cedeme. Mais lorsque les cellules se nécrosent, la fonction pompe
va disparaitre. 1l est possible de mesurer la fonction de ces pompes in vivo et de calculer la
clairance pulmonaire en instillant une solution saline hypertonique et un traceur fluorescent
dont la concentration intra-alvéolaire augmentera de facon proportionnelle a I’activité des
pompes NA/K ATPase (20).

- Evaluation de [I’intégrité de la barriére alvéolo-capillaire: la lésion
pulmonaire peut aboutir & une perte d’intégrité de la barriere alvéolo-capillaire, soit par
disjonction intercellulaire, soit par destruction tissulaire (Figure 1). Cette lésion peut étre
appréciée grace a la diffusion d’une macromolécule couplée a un marqueur fluorescent du
sérum vers I’espace alvéolo-interstitiel, représentant la perméabilité alvéolo-capillaire (26).

- Evaluation de I’eedéme pulmonaire global : comparaison du ratio poids
frais/poids sec du poumon entre les animaux controles et les animaux d’intérét. Cette méthode
est robuste, permettant de mettre en évidence des différences importantes, mais elle manque

B de sensibilité (15,22,25).
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Figure 1. Physiopathologie
des lésions de la barriére
alveolocapillaire. Adapté de
(24).
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I. C. 5. Choix du modele

Les premiers modeles animaux de PAVM ont été développés pour effectuer des tests
thérapeutique et comprendre la physiologie pulmonaire particuliere sous ventilation
mécanique dans les années 70-80 (27). Au fur et & mesure de la progression des
connaissances, la physiologie a pris de moins en moins de place, et les études sont devenues
plus mécanistiques, avec une exploration majoritaire de la lesion pulmonaire, sur des animaux
toujours ventilés, mais de plus petite taille (lapins, rats) (28). Ces études ont montré que la
réduction de la lésion pulmonaire permettait de diminuer la séverité des pneumonies, méme
dans les modeles de PAVM (22). La tendance est donc a I’abandon des modeéles utilisant des
animaux de grande taille pour se tourner vers la souris, et I’utilisation de modeles aigus de
pneumonie pour étudier la lésion pulmonaire (29).

L’inconvénient de cette évolution est son éloignement du modeéle clinique initial. Mais
la compréhension des mecanismes cellulaires et immunitaires mis en jeu nécessite une
simplification du modele, afin de limiter au maximum les facteurs confondants. Nous avons
donc décidé d’utiliser un modele aigu de pneumonie a P. aeruginosa, et d’utiliser le modéle
de colonisation des voies aériennes par C. albicans mis en place dans le laboratoire, en
I’absence de modéles convaincant de colonisation des voies aériennes par C. albicans dans la
littérature (30-32).

I1. Candida albicans
I1. A. Caracteéristiques microbiologiques
Il. A. 1. Classification

Candida albicans est un eucaryote membre du régne des Fungi, ou champignons. Il
appartient a la division des Ascomycetes, c’est a dire des champignons capables de former
des asques (sacs contenant des cellules) et dans laquelle on retrouve de nombreux
micromycetes (champignons microscopiques) pathogénes mais aussi des macromycetes
comme les morilles ou les truffes. C. albicans entre dans la classe des Saccharomycetes, dans
laguelle se trouve un grand nombre de micromycétes pathogenes humains (notamment
Aspergillus sp., Histoplasma sp. ou Fusarium sp.), et fait partie de I’ordre des
Saccharomycetales, Famille des Saccharomycétes. Cette famille regroupe le genre
Saccharomyces (dont S. cerevisiae, levure fermentant la biére et S. boulardii, levure du
boulanger) et le genre Candida (Figure 2). C’est un champignon diploide (33), dont le
génome est divisé en 8 chromosomes. Il est capable d’un cycle parasexué, différent de celui
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observé chez les champignons sexués comme Saccharomyces. Cependant son génome est
hautement dynamique, ce qui est considéré comme un facteur d’adaptation.

T — Figure 2.
s o s Arbre phylogénétique de
g - Fstoiseldining C. albicans. Adapté de
Lo N chisachaomycspoie (34)
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I1. A. 2. Morphologie
Dans la classification morphologique des champignons, il est rattaché aux levures. Il
s’agit dune levure dimorphique (ou polyphénique, littéralement “capable de prendre plusieurs
caractéristiques”), du fait de sa capacité a passer de sa forme de levure, ovoide a une forme
branchée, dite pseudohyphe, et a une forme filamenteuse ou hyphe (Figure 3).

Levure Hyphe

Figure 3 : Morphologies de
C. albicans. Morphologie de
la levure, de la forme hyphale
(ou filamenteuse ou mycélium
et de la forme pseudo-hyphale
(ou pseudo-filamenteuse ou
pseudo-mycélienne). L’encart
en haut a droite présente
I’aspect d’une colonie
filamenteuse. Adapté de (35).
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La forme levure est ovoide et mesure 3 a 10um de diamétre, elle est immobile. Sa
température de croissance idéale est de 30°C. A cette température, le temps de doublement est
d’environ 2h. La température, le pH et la richesse du milieu influencent non seulement la
vitesse de croissance mais également la morphologie de C. albicans : un milieu pauvre ou la
présence de sérum seront par exemple responsables d’une transition vers la forme
filamenteuse. Cette capacité a filamenter en présence de serum animal a été mise a
contribution pour I’identification de C. albicans en culture par les microbiologistes.
L’isolement et la culture de C. albicans peut se faire sur milieux riches comme le milieu de
Sabouraud ou le milieu Yeast Peptone Dextrose (YPD). Sur ces milieux, C. albicans forme en
18-24h des colonies de la taille d’une téte d’épingle, blanc creme et luisantes. Il tire son nom
de cet aspect : en latin Candida et alba sont synonymes et signifient blanc. Elles degagent une
odeur acide caractéristique.

Il. A. 3. Paroi

C. albicans est une levure non encapsulée, mais comme toute les levures, sa
membrane plasmique est renforcée par une paroi. Cette paroi permet a la levure de résister
aux contraintes physicochimiques de son milieu. C’est une paroi composite formée de
microfibrilles de polymeéres de sucres simples et de glycoprotéines. Ces microfibrilles sont
lices entre elles par des liaisons hydrogéne et forment une matrice tridimensionnelle
complexe. Deux feuillets peuvent étre distingues au sein de cette paroi : la paroi interne, au
contact de la membrane plasmique confére au champignon sa rigidité et est composée d’un
squelette de chitine et de (-1,3glucanes. La paroi externe est une matrice plus souple
composée de Mannanes et de Mannoprotéines. Le lien entre les deux feuillets est assuré par
les $-1,6 glucanes (36,37) (Figure 4). Au moment de la séparation des levures aprés division
ou de la filamentation, certaines des molécules de la paroi interne peuvent se trouver exposées
a la surface de C. albicans au niveau de “cicatrices”. Le plus simple de tous les polymeéres de
la paroi est la chitine: il s’agit d’un polymere linéaire de N-acétyl-glucosamine. Les
mannanes forment une famille de molécules composées de polymeres de Mannoses plus ou
moins branchées. Les Glucanes sont une famille de molécule composées de polymeres de
glucose. lls representent 60% du poids sec de la paroi de C. albicans. En fonction de la fagon
dont les liaisons se font entre les molécules de glucoses, il peut s’agir de $-1,6 ou de -1,3

glucanes. L’association de ces polymeéres a des proteines forme des complexes
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polymoléculaire appelés mannoprotéines, composees de sucre a 90% (Figure 4). La structure
de ces mannoprotéines est responsable des différents sérotypes décrits de C. albicans (37).

== Mannanes @ N-acetylglucosamine
== Protéines @ o-(1,3)-mannose
B-1,6-glucanes @ 0-(1,2)-mannose
== B-1,3-glucanes © 0~(1,6)-mannose
== Chitine O B-(1,2)-mannose
. O B-(14)-mannose
100 nm i O B-(1,6)-glucose
: @ B-(1,3)-glucose

\
Paroi ¢ xtern 7

. : )= = 'Membrane Plasmlque X
Flgure 4 : Structure de Ia paroi de C. albicans au microscope électronique et schématisé
au niveau moléculaire. Adapté de (35-37).

Il. A. 4. Quorum Sensing

L’adaptation de la morphologie de C. albicans aux conditions physico-chimiques
environnantes est liée des systémes de reconnaissance et d’adaptation lui permettant de réagir
a son milieu. Mais comme les bactéries, C. albicans est egalement capable de detecter les
autres membres de son espéce, grace a un systeme de communication chimique, que I’on
appelle “Quorum Sensing” (QS). Le QS est un systeme de communication chimique
développé au sein d’une méme espece, voire d’un méme régne. Chaque cellule sécrete en
continu une molécule diffusible. Cette molécule ne se fixera a son récepteur que lorsqu’un
concentration seuil sera atteinte. Le récepteur activé est alors capable d’induire un
comportement spécifique (expression génique, secrétion de facteurs de virulence...). Plus le
nombre de microorganismes est important, plus la concentration seuil sera atteinte
rapidement. Cela permet de coordonner des actions a I’échelle d’une population, fongique ou
bactérienne.

La recherche de ces molécules s’est développée suite a la constatation qu’au-dela
d’une certaine concentration de cellules (> 10° Cellules/mm?®) , les stimuli habituellement
capables d’induire une filamentation étaient inefficaces (38). Hornby et al. ont constaté qu’en
conditions d’induction de filamentation, I’ajout de surnageant de culture de C. albicans
inhibait la filamentation, mais pas la division des levures. Ils ont ainsi pu mettre en évidence

que le farnesol, une petite molécule organique de la famille des sesquiterpéne (formée a partir
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d’unités isoprene) était responsable de cette inhibition de fagon dose-dépendante (38) (Figure
5). L’inhibition de la synthése de farnesol par C. albicans est responsable d’une filamentation,
indépendamment du nombre de cellules. Le mécanisme impliqué serait une activation du gene
Tupl qui inhibe la filamentation (39).

Un autre alcool, le tyrosol, dérivé de la tyrosine a été mis en évidence en 2004. Produit
lui aussi par C. albicans, il est responsable d’une diminution du délai de filamentation apres

dilution des cultures de C. albicans (40). Sa cible reste pour I’instant inconnue.

/©/\on Figure 5: Molécules du
S de C. albicans. Adapté
X X X\ OH HO Q P

de (41)
farnesol tyrosol

I1. A. 5. Biofilm

Un biofilm est une matrice tridimensionnelle composée d’exopolymeres formée lors
de la croissance de micro-organismes sur une surface. C. albicans est capable de former des
biofilms a la surface de matériaux inertes (plastiques) ou de composés organiques solides
(dents, valves cardiaques) (42). La formation de biofilms protege C. albicans de la réponse
immunitaire, mais aussi des micro-organismes concurrents ou des molécules antifongiques
(43). La genese de biofilms par C. albicans est étroitement liee a sa capacité de filamentation,
et I’utilisation de farnesol inhibe la formation de biofilm (44).

I1. B. Distribution, habitat

C. albicans est I’espéce fongique la plus fréquemment isolée chez I’homme et
est détecte dans le tube digestif de 40% de la population occidentale (45,46). C’est un
commensal du tube digestif des animaux a sang chaud, mais est capable de survivre plusieurs
semaines dans I’environnement (47). L acquisition se fait dés la naissance (42) mais dans les
conditions physiologiques normales, sa distribution reste digestive. C. albicans reste au

contact des cellules épithéliales, sans franchir cette barriére, on parle alors de colonisation.

1. C. Virulence

La paroi de C. albicans est un de ses premiers déterminants de virulence. En effet, elle
lui permet d’adhérer aux cellules épithéliales. L’adhésion a la surface est I’étape préalable a
I’envahissement tissulaire et a la formation de biofilm (48). L adhésion se fait principalement
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grace a des protéines membranaires de la famille des Agglutinin-like sequences (ALS) et la
Hyphal wall protein 1 (HWP1). Ces proteines se fixent sur des récepteurs spéecifiques a la
surface des cellules épithéliales (par exemple E-Cadhérine et N-Cadhérine pour ALS 3 (36).
Ces molécules d’adhésion peuvent également, en se fixant sur les cadhérines induire
I’endocytose de la levure ou du filament par les cellules épithéliales. L’inactivation de
I’expression de ces protéines par C. albicans est responsable d’une diminution de I’adhésion
et de la virulence dans des modéles murins d’infection systémique et localisée (49,50).

L’adhésion a I’epithélium déclenche aussitot la filamentation (48) et la sécrétions de
protéases (Secreted Aspartyl protéases). Ces protéases vont favoriser la pénétration des
filaments mycéliens dans les tissus (51). La encore, les mutants dépourvus de ces protéases
ont une virulence atténuée, avec une capacité moindre a envahir les organes (52,53). Il s’agit
du mécanisme de virulence principal de C. albicans et les mutants bloqués dans une phase
(levure ou filamenteuse) sont non virulents (54). Cette filamentation permet a C.
albicans d’envahir les tissus en traversant (Figure 6) les cellules par endocytose, ou en se
frayant un chemin entre les cellules (36). Une fois le tissu envahi, et la circulation atteinte, la
réversion de la forme filamenteuse vers une forme levure va permettre une dissémination a
distance et I’installation de nouveaux foyers.

Filament Levure

zm: plelelele]elle)@l

Pénétration des filaments

et invasion Vaisseau Sangum%

Dissémination
vasculaire

Figure 6. Filamentation: passage de la colonisation a I’infection. Apres avoir adhéré a
I’épithélium, C. albicans va filamenter et envahir les tissus en passant entre et a travers les
cellules. Adapté de (36).

I1. D. Pathogénicité

La candidose est I’infection a C. albicans. Elle est provoquée par I’envahissement de
tissus stériles par C. albicans. Ces infections sont opportunistes, c’est a dire qu’elles
surviennent toujours en presence de facteurs favorisants (cf. Tableau 1). Elles peuvent étre
précedées par la colonisation de sites non habituellement colonisés comme I’épithélium

respiratoire ou la peau. On distingue classiquement les candidoses muqueuses et les
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candidoses invasives. Ces deux types d’infections varient de par leurs signes clinique, leur

gravité et leur physiopathologie.

Il. D. 1. Candidoses muqueuses

Les candidoses muqgueuses sont les plus frequentes des candidoses. Hippocrate a fait
une description de la candidose orale dés le V*™ siécle avant JC. Elles touchent les
muqueuses colonisées de facon habituelle par C. albicans, c’est a dire les muqueuses orales,
cesophagiennes et génitales. Les signes cliniques des candidoses mugueuses associent a des
degrés variables : douleurs ou prurit, ulcération muqueuse et présence d’un enduit blanchatre
peu adhérent. 1l existe par ailleurs des spécificités en fonction des sites touchés. En I’absence
d’autres conditions favorisantes, ces candidoses n’évoluent jamais vers une candidose
systémique et sont donc rarement associées a des signes généraux (fievre).

Ces muqueuses sont constamment colonisées par des flores bactériennes
commensales. Lors de la modification des conditions physico-chimiques locales, C. albicans
peut également coloniser des sites habituellement indemnes de sa présence. C’est le cas de la
peau située a I’intérieur des grands plis (ventre, sein, pli inguinal) chez les patients obeses ou
diabétiques, ou la macération va créer des conditions favorables au développement de C.
albicans. C. albicans entre en compétition avec les bactéries commensales pour les ressources
nutritionnelles et les sites d’adhésion. La perturbation de cet équilibre, notamment par
I’utilisation d’antibiotiques, permet la prolifération de C. albicans puis I’effraction de la
barriere epithéliale (47,55). En revanche, chez les patients de réanimation non
neutropéniques, la présence de C. albicans est rarement synonyme d’infection, mais
représente plutot une colonisation (56).

Des études récentes ont mis en évidence le role du métabolisme du tryptophane dans
ces interactions. Les bactéries commensales du tube digestif, et particulierement Bacillus sp.
sont capables d’utiliser le tryptophane comme source de carbone. Les catabolites du
tryptophane genérés interagissent avec un récepteur présent a la surface des lymphocytes
intra-épithéliaux, I’ Aryl Hydrocarbon Receptor (AHR). La reconnaissance des métabolites du
tryptophane par I’AHR est responsable d’une activation de I’'immunité muqueuse et de la
sécretion d’IL-22 (57,58), une cytokine qui a un réle protecteur sur les muqueuses au cours
des infections (59). Dans un modele murin d’infection gastrique a C. albicans, I’apport
exogene de tryptophane permet une expansion de Lactobacillus sp., la sécrétion d’IL-22 et
I’apparition d’une résistance a la candidose gastrique (58). Le traitement par amoxicilline, qui

tue une partie de la flore bactérienne commensale, dont les Lactobacilles, est associé a une
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perte de I’effet protecteur induit par le tryptophane. Ce mécanisme physiopathologique
pourrait expliquer la croissance de C. albicans lors des traitements antibiotiques actifs sur le

microbiome intestinal.

Il. D. 2. Candidoses invasives

On parle de candidose invasives ou systémiques lorsque C. albicans est isolé d’un site
normalement stérile (sang, biopsie profonde, LCR...). C. albicans est le quatrieme micro-
organisme isolé dans les hémocultures en terme de fréquence. Les candidoses invasives
représentent 73% de toutes les infections fongiques invasives aux USA (60) et sont associées
avec une moralité importante, proche de 40% chez les patients non neutropéniques (60,61).
Les signes cliniques des candidoses invasives sont non spécifiques, et se résument le plus
souvent a de la fievre. Ces signes varient en fonction des organes touches (endocardite,
candidose h épato-splénique, endophtalmie...)

Les candidoses invasives surviennent fréqguemment apres la colonisation de la peau
saine et/ou de muqueuses habituellement indemne de C. albicans (trachée, bronches).
Cependant, cette colonisation est rarement suffisante et la présence d’une atteinte de
I’intégrité de la barriére épithéliale (chirurgie, bralure, cathéter) ou d’une atteinte grave du
systéme immunitaire (neutropénie) est nécessaire (62). Dans les modeles animaux, il a méme
été montré qu’en I’absence de lésions intestinales, la neutropénie n’était pas suffisante pour
induire une candidose invasive (63).

Lors d’une bréche de la barriere épithéliale, le passage des levures se fait directement
de la zone colonisée (peau, muqueuse) vers la circulation sanguine. Chez les patients
immunodéprimés, lorsque les les filaments de C. albicans envahissent la muqueuse, et
traversent la barriére, le défaut de recrutement des neutrophiles va permettre a C. albicans
d’atteindre les vaisseaux sous-muqueux (64,65). La dissémination se fait alors par voie
hématogeéne, sous forme de levure. Lorsque les levures atteignent la circulation capillaire, elle
vont a nouveau filamenter et envahir les organes a distance du point d’entree. La présence de
filaments sur I’examen histologique est caractéristique du caractére invasif de C. albicans
(65).

Il. E. Facteurs favorisants & Réponse de I’hote

Les candidoses surviennent toujours en présence de facteurs favorisant (Tableau 1).

Certains de ces facteurs, détaillés plus hauts, dépendent des conditions physico-chimiques et
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de la flore muqueuse associée a C. albicans. Mais d’autres facteurs sont liés a I’h6te. L’étude

de ces facteurs a permis de décrypter la réponse immunitaire dirigée contre C. albicans.

Facteur favorisant Candidose cutanéo-muqueuse Candidose systémique
Atteinte de I'immunité T Neutropénie
Déficit immunitaire Déficit immunitaires rares

(Voie de I’'lL-17...)

Dispositifs médicaux

Modification des implantables (Sonde urinaire, N )
. Nutrition parentérale
conditions physico- tube endotrachéal...)
chimiques Obésité
Diabete
Chirurgie abdominale
Atteinte de

o . Cathéter veineux central
I’intégrite tissulaire

Brllures, ulceres

Antibiothérapie

flore commensale poumon ou du tube

digestif (Mucoviscidose)

Tableau 1. Facteurs favorisants des candidoses.

Il. E. 1. Mécanismes déduits de pathologies humaines

Il. E. 1. a. Candidoses muqueuses

Lors de I’apparition du VIH dans les années 80, la candidose muqueuse (orale ou
cesophagienne) a été établie comme I’une des infections définissant le SIDA. Mais de fagon
surprenante, I’immunodépression T viro-induite ne s’accompagnait pas d’une augmentation
de I’incidence des candidoses invasives (66). Par ailleurs, les patients souffrant d’un déficit
touchant spécifiqguement I’immunité T (Immunodépression combinée sévére) sont également
plus susceptibles aux infections candidosiques cutanéo-muqueuses (67). Il a eté montré que
les lymphocytes T-CD4 étaient nécessaires a la limitation de la prolifération de C. albicans a
la surface des muqueuses et qu’en I’absence de restauration immunitaire, les traitement
antifongiques étaient insuffisants pour éradiquer complétement I’infection (66).

Des travaux ultérieurs ont permis de mettre en évidence gqu’une sous-population de
lymphocyte T-CD4, les Lymphocytes T helper 17 (Ty17) était responsable de la protection

mugqueuse (68). La réponse Ty17, décrite en 2005 est caractérisée par la sécrétion d’IL-17 (de
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A a F), d’IL-22 et d’IL-23. Cette réponse est importante pour I’immunité muqueuse
réactionnelle aux infections a pyogenes et mycosique. Les deficits immunitaire acquis ou
constitutionnels en IL-17F ou du récepteur de I’IL-17A sont associés avec la survenue d’une
candidose cutanéo-muqueuse chronique (69).

Drautres déficits immunitaires sont associés avec une incidence accrue d’infections
fongiques cutanéo-muqueuse, notamment candidosique. Il s’agit de mutations affectant les
récepteurs de motifs associés aux pathogenes (Pathogen Associated Molecular Pattern ou
PAMP) ou les molécules de signalisations (70). Ces récepteurs sont appelés récepteurs de
reconnaissance des motifs (Pattern recognition receptor, PRR) car ils reconnaissent des motifs
invariants communs aux pathogenes (par exemple le lipoPolySaccharide ou LPS bactérien, les
phospholipomannanes fongiques). lls sont divisés en plusieurs familles en fonction de leur
structure, de leur localisation cellulaire, du type cellulaire et des adaptateurs qui permettent la
signalisation intracellulaire.

La famille la mieux connue de PRR est la famille des Toll-like receptor (TLR). La
plupart de ces récepteurs sont extracellulaires et signalent via un adaptateur appelé MYD88.
La stimulation de ces récepteurs va aboutir a une activation de la cellule (lymphocyte,
Polynucléaire, Macrophage) et a la synthese de cytokines de la famille de I’lL-17 (IL-17, IL-
22, 1L-23). Au cours des infections fongiques et notamment des candidoses, il a été montré
que TLR2 et TLR4 étaient capable de reconnaitre respectivement les Mannanes et les f3-
glucanes (37). Mais si I'implication de TLR2 et TLR4 ont été montrés chez la souris dans la
réponse contre C. albicans (68), aucun déficit immunitaire lié au défaut de I’un de ces
récepteurs n’a encore éteé décrit.

En revanche, les atteintes constitutionnelles d’autres PRR, notamment de Dectin 1, un
PRR de la famille des récepteurs lectine de type C (C-type lectin receptor ou CLR) capable de
reconnaitre les B-glucanes, ou de molécules de transduction du signal comme CARD9 ou
MYD88, transmettant le signal en aval de Dectin 1 ou des TLR, sont associés a |I’apparition
d’une candidose cutanéo-muqueuse chronique (70,71). Le contrdle de la prolifération de C.
albicans au niveau muqueux nécessite donc des PRR fonctionnels, ainsi que la capacité de
monter une réponse T helper efficace de type Tyl7.

Récemment, De luca et al. Ont mis en évidence le role d’une autre cytokine en
réponse a une infection par C. albicans : il s’agit de I’'IL-22 (72), une cytokine exprimée lors
de la réponse Tyl7 et dont le role principal est le remodelage épithélial et la sécrétion de
peptides antimicrobiens par I’épithélium. Cette étude reste cependant a confirmer
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Il. E. 1 B. Candidoses invasives
Outre les effractions de la barriére cutanéomuqueuse, détaillées dans le tableau 1, deux
situations particulieres sont associées avec un risque accru de candidose invasive. Il s’agit de
la neutropénie immunoallergique ou toxiques et d’atteintes constitutionnelles de la fonction
phagocyte des macrophages (73) ou des neutrophiles. Les neutrophiles et les macrophages
sont en effet les effecteurs finaux de la réponse contre C. albicans, et la candidose invasive en

I’absence de neutrophiles est constamment mortelle.

Il. E. 2. Modéle intégré de la réponse a C. albicans
Reconnaissance de Candida

C. albicans exprime a sa surface un certain nombre de PAMPS qui sont susceptibles
d’étre reconnus par les PRR. Les mannoproteines qui sont situées le plus a I’extérieur de la
paroi fongiques sont celles qui ont le plus de probabilité d’étre reconnues. Mais la présence de
B-glucanes et de chitine au niveau des cicatrices de division permet également leur
expositions aux PRR. Enfin, I’invasion tissulaire par C. albicans est un facteur d’activation
de la réponse immunitaire innée par le relarguage de chémokines et de débris cellulaires par
les cellules détruites.

La reconnaissance de C. albicans fait appel a un grand nombre de PRR, plus ou
moins spécifiques, plus ou moins redondants et exprimés a la surface de différentes cellules.
La stimulation de ces PRR va conduire a des réponses différentes en fonction de I’état de C.
albicans, mais aussi en fonction de la cellule et de I’endroit ou se déroule le contact. Les
principales cellules capables de reconnaitre C. albicans sont les monocytes et les
macrophages (74). lls expriment un grand nombre de PRR et a une forte densité, notamment
des TLR et des CLR. Le niveau d’expression de ces molécules peut étre influencé par le
niveau d’activation des macrophages, les macrophages inflammatoires exprimant plus de
PRR que les macrophages résidents (37).

Les mannanes et les mannoprotéines sont reconnus par TLR4 et le Mannose Receptor
(MR) des macrophages (37). L’activation de ces récepteurs va permettre le recrutement
d’adaptateurs et notamment du Myeloid Differenciation primary response gene 88 (MYD&88).
Cet adaptateur est responsable de I’activation de la voie NFxB et de la sécrétion de cytokines
de la voie Tyl7, a savoir la pro-IL-1p, I’'IL-17, I’IL-22 et I’1L-23 (72). Ces cytokines sont
responsables du recrutement des polynucléaires neutrophiles, de I’activation des cellules

dendritiques et des macrophages et de la synthéses par [I’épithélium de peptides
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antimicrobiens (75). Les études chez la souris et des déficit immunitaires chez I’lhomme ont
montré que I’atteinte de I’IL-17, de I’IL-22 ou de leurs récepteurs était responsable d’une
susceptibilité accrue aux infections par C. albicans (76).

Les B-glucanes sont reconnus par TLR2 et par Dectin 1. Le réle de TLR2 reste pour
I’instant controversé dans les études concernant I’immunité contre C. albicans (37). En
revanche Dectin 1 est un PRR majeur dans la réponse a C. albicans, son absence étant
également associée a une susceptibilité accrue aux candidoses cutanéo-muqueuses (71).
Dectin 1 recrute un adaptateur appelé Spleen tyrosine kinase (SYK ou CARD?9) qui va activer
un complexe macromoléculaire appelé inflammasome (77). L’inflammasome est un
assemblage moléculaire composé de récepteurs intracellulaires de la famille des Nuclear
oligomerization domain Like Receptor (NLR) capable lorsqu’il est activé de cliver une
enzyme, la procaspase 1, en caspase 1 active. Cette caspase 1 est capable par son activité de
protéase, de transformer la pro-IL1p inactive en IL-1f active. La pro-1L-1f est synthétisée
aprés activation de la voie NFxB. Sa sécrétion sous forme active nécessite un deuxieme
signal, fourni par I’activation de I’inflammasome (77-79). L’activation de la caspase 1 peut
également étre responsable d’une forme particuliere de mort cellulaire, responsable d’une
inflammation : la pyroptose (80). La sécrétion d’IL-1f3 par les macrophages va renforcer
I’induction de la réponse Ty17 (81).

Aprés sa reconnaissance, C. albicans va étre phagocyté par les macrophages ou par les
polynucléaires neutrophiles (PNN) recrutés et tués par I’explosion oxydative genérée par ces
derniers (37). L’opsonisation par des anticorps et par le complément est important pour la
phagocytose de C. albicans.

Figure 7: Modéle simplifié de la
réponse induite par C. albicans au
niveau pulmonaire. Adapté de (14)
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I11. Pseudomonas aeruginosa

I11. A. Caractéristiques microbiologiques

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) a eté décrit pour la premiere fois en 1872
par Schroter, qui a décrit une bactérie capable de produire un pigment bleu hydrosoluble dans
le pus et sur des pommes de terres bouillies, et I’a appelé Bacterium aeruginosum (82).
/Eruginosa signifie “vert-de-gris” en latin, et désigne la teinte du cuivre oxydé. L’isolement
bactérien sera fait 10 ans plus tard par Gessard, qui le nomme Bacillus pyocyaneus. Ce nom
sera conservé jusqu’aux anneées 60 (83). P. aeruginosa est un bacille Gram négatif de 1,5 a
3um de long, mobile grace a un flagelle unipolaire qui lui permet de se déplacer en milieu
liquide. Il posséde également des pili C’est un aérobie facultatif puisqu’il peut utiliser le
nitrate comme accepteur final d’electron dans sa chaine respiratoire en I’absence d’oxygéne.
Il se reproduit par division, et sa temperature de division optimale est de 37°C (mais il est
capable de se diviser jusqu’a 42°C), avec un temps de doublement in vitro de 40 minutes (84).

Il est capable de pousser sur un grand nombre de milieux, formant des colonies grises,
lisses, avec une teinte verdatre, produisant une odeur caractéristique. Il est décrit comme
versatile, c’est a dire capable de croitre dans un grand nombre de niches écologiques et
conditions différentes. Lors de la croissance en milieu liquide, il sécréte de la pyocyanine qui
va teinter le milieu de culture en vert. P. aeruginosa a un géenome de 6,26 Mb réparti sur son
chromosome unique (85), codant pour environ 5600 génes. Ce génome est tres plastique
puisque I’identité entre les souches est d’environ 70%.

P. aeruginosa appartient a la division des protéobactéries, qui sont toutes des Gram
négatifs, classe des y-protéobactéries, dans laquelle se trouvent la plupart des bacilles Gram —
pathogenes pour I’homme. P. aeruginosa appartient a I’ordre des pseudomonadales dans
lequel on trouve, outre la famille des Pseudomonaceae, celle des Moraxellaceae contenant

Moraxella catharrhalis et Acinetobacter spp. (Figure 8).
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Interactions avec I'héte
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e-proteobacteria === Chlamydiae and Verrucomicrobia Cyanobacteria = Fusobacteria
Planctomycetes === Chloroflexi == Synergistetes
= Spilochaetes Firmicutes === Thermotogae
Deinococcus and Thermus
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== y-proteobacteria
=== [-proteobacteria
= (-proteobacteria
= §-proteobacteria

Figure 8. Arbre Phylogénétique de P. aeruginosa. Adapte de (86).

= Aquificae
Bacteroidetes

I11. B. Distribution, habitat
P. aeruginosa est lié a I’elément aquatique et son habitat est extrémement diversifié,

suivant la distribution de I’eau dans un grand nombre de niches écologiques : mer, rivieres,
réseaux domestiques. (87). Il colonise également de facon occasionnelle et transitoire le tube
digestif de la plupart des animaux. Sa présence dans des niches écologiques aussi variées
s’explique principalement par sa capacité d’adaptation aux changements rapides de conditions
physicochimiques et a ses facteurs de virulence qui lui permettent de lutter efficacement

contre les autres micro-organismes pour accéder aux ressources (88,89).
Dans la nature, P. aeruginosa existe rarement sous forme planctonique, libre, mais

plutdt sous la forme de biofilm. Le biofilm est, comme pour Candida, composé du micro-
organisme lui-méme, mais également d’une matrice tridimensionnelle d’alginate, de
polysaccharides et d’ADN (90) (Figure 9). Cette formation lui permet de mieux résister aux
stress physico-chimiques environnementaux (température, dessiccation, pH...) mais aussi aux
agressions extérieures (amibes, polynucléaires neutrophiles) et aux toxiques. Le biofilm est
important dans la pathogénie de P. aeruginosa car il lui permet de persister sur les dispositifs
médicaux implantables et de constituer un réservoir, notamment dans les hopitaux et de
résister aux antibiotiques et aux désinfectants. Il est directement impliqué dans la

pathogénicite de P. aeruginosa dans la mucoviscidose et les infections sur materiel.
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Figure 9. Biofilm de P. aeruginosa.

1. adhésion initiale au support et
production de substance polymérique
extracellulaire permettant une adhésion
irréversible. 2.  Développement de
I’architecture du biofilm et maturation. 3.
Dispersion de bactéries planctoniques a
partir du biofilm. Adapté de (91).

I11. C. Virulence

I11. C. 1. Quorum Sensing

P. aeruginosa secréte en permanence de petites molécules appelées auto-inducteurs
qui diffusent librement a travers sa paroi. La concentration de ces molécules s’accroit
progressivement avec le nombre de bactéries présentes. P. aeruginosa possede des recepteurs
intra-cytoplasmique a ces auto-inducteurs. Lorsque la concentration de ces auto-inducteurs
dépasse un seuil, les récepteurs vont, via des facteurs de transcription, activer des génes,
principalement des genes de virulence. Ce systeme de coordination de I’expression des
facteurs de virulence est appelé Quorum Sensing (QS) et est repandu chez la plupart des
bactéries (92). Cela permet aux bactéries de coordonner leurs comportements et de renforcer
I’efficacité des protéines sécrétées. Les auto-inducteurs de P. aeruginosa sont de 2 types : les
homo-sérine lactones (soit a 4 carbones: C4 HSL, soit a 12 carbones: C12 HSL) et le
Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) (93). Chacune de ces trois molécules a un récepteur
spécifique. Trois systémes de QS ont ainsi eté décrits chez P. aeruginosa : le systeme Las, le
systeme Rhl et le systeme PQS (Figure 10). Ces systemes contrélent entre 8 et 10% du
génome de P. aeruginosa (94).

Le systeme Lasl/LasR est le premier systéme a avoir été décrit. Lasl est une enzyme
intervenant dans la synthése du C12 HSL, LasR est le récepteur du C12 HSL. L’activation de
LasR entraine la transcription de génes impliqués dans la formation du biofilm, de I’elastase,
de la lipase et de I’exotoxine A(95). Par ailleurs le systeme Lasl/LasR active également la
production de C4 HSL, et donc le systeme Rhl (96).

Le systétme RhlI/RhIR est le deuxiéme systéeme a avoir été mis en évidence chez P.
aeruginosa. Rhll est une enzyme intervenant dans la synthese des C4 HSL et RhIR est le
récepteur du C4 HSL. L’expression du systeme RhlI/RhIR est influencée par le systeme
Lasl/LasR (97). L’activation de RhIR entraine I’expression de I’exo-enzyme S et de génes
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impliqués dans la production des rhamnolipides. Il régule également le systeme PQS et donc
I’expression de pyocyanine (96).

Le systtme PQS est plus complexe que les autres systémes, avec un opéron
multigénique plutdt qu’un géne impliqué dans la synthése de I’auto-inducteur. L’auto-
inducteur se fixe sur son recepteur, PgsR qui conduit a I’expression de I’adhésine de la famille
des lectines LecA et de génes impliqués dans la synthese de la pyocyanine. Le PQS est sous la
dépendance des systémes Lasl/LasR et Rhll/RhIR (96).

Le QS est important in vivo notamment dans les infections chroniques comme la
le QS,

I’azithromycine permet une diminution de la frequence des exacerbations bactériennes (98).

mucoviscidose. L’utilisation de molécules inhibant comme par exemple

Le développement d’inhibiteurs du QS est une piste envisagée comme nouvelle stratégie anti-
infectieuse et est actuellement en cours de développement (99).
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Figure 10 : Quorum Sensing de P. aeruginosa. Adapté de (100)

I11. C. 2. Facteurs de Virulence (Figure 11)
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Figure 11. Facteurs de virulence de P. aeruginosa. Adapté de (100)

P. aeruginosa possede un grand nombre de facteurs de virulence qui vont lui

permettre d’établir une infection. La plupart de ces facteurs de virulence sont sous la
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dépendance du QS et sont exprimés de maniere coordonneée. Il existe deux types de facteurs
de virulence: les facteurs sécrétes (toxines, enzymes, pigments) et les facteurs
constitutionnels (pili, molécules d’adhésion) (101). Les facteurs secrétés le sont a travers des
assemblages protéiques transmembranaires spéecifiques appelés systeme de secrétion (SST). Il
existe 6 types de systéeme de sécretion (SST1-6) chez P. aeruginosa (102).

I11. C. 2. a. Facteurs sécretés

Les pigments

Les deux pigments plus produits et les plus étudiés sont la pyoverdine et la
pyocyanine. La pyoverdine est un sidérophore, c’est a dire un récepteur soluble au fer,
capable de le chélater jusqu’a sa récupération par la bactérie. Si la pathogenicité directe de la
pyoverdine reste débattue, elle participe cependant a la virulence globale de la bactérie (103).

La pyocyanine est responsable de la couleur du pus de P. aeruginosa. Sa fonction
premiere serait une maitrise de I’environnement RedOx de la bactérie. Mais la pyocyanine a
une toxicité directe sur les cellules eucaryotes. Des études in vitro ont montré que la
pyocyanine inhibait la respiration cellulaire, les fonctions ciliaires et induisait I’apoptose des
Polynucléaires neutrophiles (104). Des études in vivo ont également montré que les souches
ne produisant pas de pyocyanine induisaient moins de dommages tissulaires que les souches

sauvages (105).

Rhamnolipides

Les Rhamnolipides ou hémolysine sont des glycolipides produits sous la dépendance
du systéeme Rhl. Les Rhamnolipides sont secrétés a travers le SST5 (102). Ils ont une activité
détergente sur les membranes plasmiques et sont capables d’induire une hémolyse et une
apoptose des PNN in vitro (94,106). Par ailleurs, les rhamnolipides sont nécessaires a une
forme de déplacement en milieux visqueux de P. aeruginosa appelée swarming (107). Une
association entre I’expression des rhamnolipides et les pneumopathies a été mise en évidence
par Kohler et al. (98).

Exotoxine A

L’exotoxine A est sécrétée a travers le SST2. C’est une enzyme composee de 2 sous
unités : une unité catalytique et une unité servant a la translocation dans le cytoplasme des
cellules eucaryotes. Elle a une activité ADP-ribosyl transférase qui inhibe I’activité de la

protéine Elongation Factor 2, ce qui aboutit a un arrét de la synthese des protéines en
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intracellulaire. Dans des modeéles animaux, le contact de la toxine purifiée avec la cornée
entraine la nécrose de celle-ci en quelques heures. Cependant, des souches infectantes
pouvant étre dépourvues de cette toxine, sa contribution a la pathogénicité reste a déterminer
(108).

Elastase

L’elastase est une enzyme extracellulaire avec une activité proteolytique, capable de
dégrader les composants de la lame basale des épithélium (élastine, collagenes de type Il &
IV, laminine...). Il existe en fait 2 proteines avec des activité similaires : LasA et LasB. Ces
enzymes sont sécrétées via le SST2 et sont sous la dépendance du systeme QS Las. Ces
enzymes représentent I’activité protéolytique majeure de P. aeruginosa, et leur importance
dans I’établissement d’infection a été démontrée a la fois avec la toxine pure et des souches

déficientes pour LasA et LasB dans des modéles de pneumonie (102,108,109).

Exotoxine S, T, U&Y

Les exotoxines S, T, U et Y ont en commun d’étre sécrétees a travers le SST3. Le
SST3 est un complexe multi-protéique encodé et contrélé par 5 opérons contenant 36 genes
différents. Ce complexe compose une aiguille capable de pénétrer la membrane des cellules
eucaryotes et d’y injecter des exotoxines (110). Ce complexe est partagé par différents
bacilles Gram négatif, notamment Shigella sp. et Yersinia sp. Le complexe a lui tout seul
pourrait étre toxique pour les cellules en activant I’inflammasome (111). Exo S et exo T sont
deux enzymes ayant une parenté de structure. Elles portent 2 activités : une activité GTPase et
une activité ribosyl transférase. Elle sont responsables d’une disruption du cytosquelette
d’actine (110). Exo Y est une adénylate cyclase qui va augmenter la quantit¢ d’AMP
cyclique, contribuant a la perturbation de nombreuses voies régulées par cette molécule.
ExoU est la plus puissante des toxines sécrétees via le SST3: c’est une enzyme avec une
activité phospholipase capable de dégrader la membrane plasmique des cellules eucaryotes.
Elle entraine la nécrose des cellules en quelques minutes. ExoU est la seule toxine dont la
présence ait un impact en clinique (facteur de gravité au cours des pneumonies a P.

aeruginosa) (110).

I11. C. 2. 8. Facteurs constitutionnels
Il s”agit principalement des pili, qui permettent a la fois I’adhésion de P. aeruginosa et

son déplacement sur des surfaces : twitching et swarming (112). Il s’agit également des
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molécules d’adhésion telles que les lectines LecA et LecB. Ces protéines sont indispensables

a la cytotoxicité de P. aeruginosa in vitro et sont contrélées par le QS (113). Dans un modéle

murin de pneumonie a P. aeruginosa, Chemani et al. ont montré que I’inhibition des lectines

ou I’utilisation de souches déficientes pour leur production s’accompagnait d’une diminution

de la gravité de I’infection (114).

I11. D. Pathogenicite, facteurs favorisants

Malgré cet arsenal impressionnant de facteurs de virulence, P. aeruginosa n’est

quasiment jamais pathogene pour I'immunocompétent (115). L’infection a P. aeruginosa

survient toujours en presence de facteurs favorisants que sont :

L atteinte de I’intégrité épitheliale : principalement chez les brdlés, P. aeruginosa
étant la bactérie la plus frequemment responsable du décés lors d’une septicémie
chez ces patients (116).

L’ immunodépression : principalement la neutropénie (117). Toutes les formes
d’immunodépression (constitutionnelle, viro-induite, sepsis, iatrogéne) augmentent
le risque d’infection a P. aeruginosa (8).

La stagnation des sécrétions bronchiques : cette condition est rencontrée dans un
grand nombres de pathologies pulmonaires, notamment la mucoviscidose, la
broncho-pneumopathie chronique obstructive, la dilatation des bronches et
I’intubation orotrachéale. Dans ces conditions, P. aeruginosa est capable de
coloniser les bronches et d’y former du biofilm. Il est également responsable de
pneumopathies inaugurales ou exacerbant une colonisation chronique. Dans ces
situations, il est toujours associé a un pronostic(8,108).

L’ antibiothérapie a large spectre : P. aeruginosa ayant un profil de résistance a de
nombreux antibiotiques, leur utilisation va sélectionner des clones résistants
responsables d’infection. Cependant, I’antibiothérapie a large spectre n’est jamais
suffisante seule pour entrainer une infection. L une des autres conditions suscitées

est nécessaire en plus (8).

I11. E. Réponse de I’hote

La réponse immunitaire dirigée contre P. aeruginosa est une reponse aspécifique, mais

qui permet dans la plupart des cas une clairance efficace de la bactérie. Les deux modéles les

plus répandus d’infection a P. aeruginosa sont le modéle d’infection cornéen et pulmonaire.
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Seront detaillés principalement ici les mécanismes qui ont été mis en évidence dans la réponse
a I’infection pulmonaire aigué.

Comme cela a éte decrit plus haut, lorsqu’une bactérie parvient dans I’espace
alvéolaire, ses PAMPs sont reconnus et elle est phagocytée. P. aeruginosa posséde un grand
nombre de PAMPs qui sont reconnus par les cellules immunitaires. Le LPS et le
peptidoglycane pariétaux sont reconnus par TLR2 et TLR4 (118,119), la flagelline composant
le flagelle est elle reconnue par TLR5 (120). Il existe une redondance importante des PRR et
de leur signalisation. Ainsi, la délétion expérimentale d’un seul PRR ne s’accompagne que
rarement d’une modification du phénotype. En revanche, la delétion d’adaptateurs tels que
MYDB88 est responsable d’une diminution de la synthése de cytokines, et de la clairance
bactérienne (119). L activation de ces récepteurs permet la phagocytose, mais en I’absence de
signaux de danger, aucune réponse inflammatoire ne sera déclenchee.

Si la bactérie est suffisamment virulente ou présente a un inoculum suffisant, elle va
créer des lésions tissulaires et provoquer la sécrétion d’IL-1f3 en réponse a ces lésions.
L activation des TLR et du récepteur a I’IL1{ recrute I’adaptateur MY D88 qui va a son tour
activer la voie NFxB et permet la sécrétion de cytokines de la voie Ty17 (IL-17, IL-22, IL-
23). Ces cytokines ont une effet chémotactique et activateur sur les PNN qui vont migrer en
intra-alvéolaire. Ce recrutement est indispensables pour la clairance bactérienne alvéolaire
(117,121). L épithélium pulmonaire va lui aussi étre activé par la détection des PAMPs et la
sécretion de cytokines pro-inflammatoires, notamment I’IL-22. La réponse induite est une
augmentation des molécules d’adhésion, la sécrétion de chémokines et la synthése de peptides
antimicrobiens. Ces peptides ont une action bactéricide directe. Les mieux connus de ces
peptides sont les défensines (o & B) et la cathelicidine. Il a été montré que I’inactivation des
peptides, soit directement soit via un blocage de I’IL-22 était responsable d’une susceptibilité
accrue des souris aux pneumonies a Bacilles Gram - (122-124).

Ainsi, la réponse immunitaire au cours de la pneumonie a P. aeruginosa repose
principalement sur le recrutement alvéolaire de PNN, dépendant de la sécrétion d’IL-17 et
d’IL-1p, et la synthése de peptides antimicrobiens, dépendante de I’IL-22. Ces deux
mécanismes permettent une clairance bactérienne rapide, le confinement du foyer infectieux

et la préservation de la fonction d’organe.
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V. Interactions entre C. albicans & P. aeruginosa.

Ce chapitre a fait I’objet d’une revue dans Médecine et maladies infectieuses en Avril
2013. (Med Mal Infect. 2013 Apr;43(4):146-51. doi: 10.1016/j.medmal.2013.02.005. Epub
2013 Apr 23). L article a été retiré pour les besoins de la diffusion en ligne.
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MATERIEL & METHODES

A moins d’une mention contraire, les réactifs utilisés pour les expériences ont tous été
achetés chez Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), et les plastiques chez Sarstedt
(Numbrecht, Germany).

. Modeéle animal

. A. Animaux

Les animaux utilisés sont des souris C57/BI6 males agées de 6 a 8 semaines achetees
aux laboratoires Janvier (Mayenne, France) et hébergées dans I’animalerie dépourvue de
pathogene de I’institut Pasteur de Lille ou de la faculté de Médecine de Lille. Eau et
nourriture leur sont fournies a volonté. Le sacrifice s’effectue par I’injection intra-péritonéale
(IP) de 0,3ml de Pentobarbital sodique a 5,47%.

Des souris inactivees pour certains génes sur un fond généetiqgue C57/BI6 ont
également été utilisées. Ces souris nous ont été fournies par le Dr Ryffel (CNRS, UMR6218,
F-45071 Orléans) et élevées dans les mémes conditions. 1l s’agit de souris :

TLRy"
NOD,™
NOD,™"
TLR,"/NOD;™
IL-1R”
NOD; " / TIRAP™"

I. B. Souches de bactérie et de levure

I. B. 1. Pseudomonas aeruginosa

La souche de référence est PaO1 (85), cultivé en phase liquide a partir du stock cryo-
préservé dans du milieu de Luria-Bertani (LB : tryptone 1% m/v, extrait de levure 0,5% m/v
et NaCl 1% m/v), pendant 16h, a 37°C, sous agitation modérée, puis lavée et resuspendue
dans du serum salé isotonique (SSI : NaCl 9%o). La concentration bactérienne est mesuré par
densité optique & 600 nm (DO600) (0,9 DO600 ~ 10° unité formant colonie (CFU)/ml), et
verifiée par dilution et etalement sur boites Bromo-Cresol Purple agar (BCP, Bio Mérieux,
Marcy I’étoile, France). Le dénombrement bactérien est réalisé aprés une incubation a 37°C
pendant 24h.
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I. B. 2. Candida albicans

La souche de référence est CaSC5314, et est cultivée pendant 24h a partir du stock
cryo-préservé dans du milieu Yeast-Peptone-Dextrose (YPD : extrait de levure 1% m/v,
peptone 2% m/v, dextrose 2% m/v), sous agitation modéree, lavee et resuspendue dans du
SSI. La concentration de levures est déterminee par numération sur cellule de Malassez et
vérifiée par numeration des colonies sur gélose YPD (Milieu YPD, agar 2%, amikacine
0,0015%), apres dilution en série et étalement, apres 24h d’incubation a 37°C. La
filamentation de C. albicans est déclenchée par I’incubation de 10° unités formant colonie
(CFU)/ml dans du milieu RPMI (Gibco) pendant 24h a 37°C. Si nécessaire, C. albicans est
tue par immersion dans I’éthanol pur pendant 15 minutes, suivi de 5 a 7 lavages par du SSI.

I. B. 3. Autres microorganismes
Saccharomyces cerevisiae S288C (Pr. Fairhead, université Paris Sud) et
Schizosaccharomyces pombe SP972 (Dr. Bernard, université Claude Bernard — Lyon 1) ont

également eté utilisées et cultivées dans les mémes conditions que C. albicans.

I. C. Modele murin de pneumonie

I. C. 1. Colonisation & infection

Pour la colonisation et I’infection, les souris sont anesthésiées sur une courte période
par I’inhalation de sevoflurane (Abbott, Chicago, IL, USA). L’instillation se fait alors par
voie intranasale (IN) de 50ul de la solution prépareée.

L’un des travaux préalables a été de mettre au point I’instillation intra-nasale. En effet,
I’instillation endotrachéale était utilisée jusque la comme norme dans le laboratoire. La
technique d’instillation intranasale a été apprise avec une anesthésie genérale prolongée
(injection IP d’un melange kétamine-largactil) avec un volume d’instillation de 20ul. Mais
aprés des tests, il est apparu que cette technique posait les mémes techniques de
reproductibilit¢ que notre technique endotrachéale. Nous avons alors mis au point
I’instillation intranasale avec un volume de 50ul avec une anesthésie de courte durée par
sevoflurane. Comme le volume, la concentration et la voie d’instillation influent sur le modele
de pneumonie (17), nous avons comparé pour les souris BALB/c et les souris C57/BI6 les
instillations endotrachéale et IN. Le résultat est que la charge bactérienne pulmonaire, mais
aussi I’évolution du modéle ne sont pas significativement différent entre les deux types
d’instillations (1,8.10°+1,2.10° CFU/g de poumon IT vs. 1,7.10°+3,3.10° CFU/g de poumon
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IN, p = 0,21 pour les BALB/c et 2,9.10°+1,3.10° CFU/g de poumon IT vs. 6,2.10°+3,2.10"
CFU/g de poumon IN, p = 0,21 pour les C57/BI6).

1% instillation : La colonisation des voies aériennes par C. albicans se fait par
I"instillation IN de 50ul de SSI calibré pour contenir 10° CFU de C. albicans. Le groupe
controle est instillé par du SSI dans les mémes conditions. Pour I’utilisation de S. cerevisiae
ou de S. pombe, I’instillation se fait dans les mémes conditions et au méme inoculum.

2™ instillation : Une pneumonie est provoquée 48h plus tard par I’instillation
lére Instillation  2éme Instillation Analyse intranasale de 50ul de SSI calibré pour contenir

Ve | s — | 10° CFU (inoculum lésionnel) ou 10’ CFU
Ctrl

I P
- ! Le groupe controle est instillé par du SSI dans
les mémes conditions (Ctrl). (Figure 12)
[0 e

Figure 12. Groupes expérimentaux.

(inoculum létal) de P. aeruginosa (Pa & CaPa).

I. C. 2. Traitements pharmacologiques (cf. Tableau 2)
Neutropénie
Les souris ont eté rendues neutropéniques par I’injection IP de cyclophosphamide a la
dose de 75mg/Kg dans une solution de glucose a 5% 4 jours avant, 2 jours avant et le jour de
la premiére instillation. Cette procédure entrainait une neutropénie la veille de la 2°™
instillation (125).

Anti-1L-22

Cinquante microgrammes d’un anticorps neutralisant anti-IL-22 (R&D systems,
Minneapolis, MN, USA) était administré par voie endotrachéale immédiatement avant la 14
instillation (122). Pour la voie endotrachéale, les souris étaient anesthésiées par I’inhalation de
sevoflurane (Sevorane™ Abbott, Chicago, IL, USA) puis placées en décubitus dorsal proclive
avec un angle d’environ 30° par rapport a I’horizontale. La profondeur de I’anesthésie est
objectivée par la fréquence et I’amplitude respiratoire. Une aiguille de 24 Gauge (Popper &
Sons Inc., New Hyde Park, NY, USA) est introduite, via I’oropharynx. La position
endotrachéale est confirmée par les mouvements de la solution dans la seringue, dus aux

efforts respiratoires de I’animal. Le volume injecte est de 50pl.
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Anti-CD90.2

Les anticorps anti-CD90.2 (BioXCell, West Lebanon, NH, USA) ont été injectés IP
aux souris tous les 3 jours, 6 jours avant la 2°™ instillation & la dose de 250pg/souris/injection
(126).

Anti-1L-17

Les anticorps polyclonaux anti-IL-17 (don de Catherine Uyttenhove, Université
Catholique de Louvain, Belgique) ont éte injectés IP aux souris deux fois par jour, a partir de
la 1°® instillation, & la dose de 50ug/souris/injection.

Anti-CCL20
Les anticorps monoclonaux anti-CCL20 ont été injectés IP aux souris juste avant la

colonisation par C. albicans a la dose de 50mg/Kg.

IL-22 murine recombinante

Sept cent nanogrammes d’IL-22 murine recombinante (R&D systems, Minneapolis,
MN, USA) etait instillée IN dans 50ul 48H et 24h avant I’instillation de SSI ou de P.
aeruginosa (122).

Antagoniste du récepteur de I’lL-18 (Anakinra)
Les souris étaient traitées par I’anakinra, un antagoniste du récepteur de I’'IL-1p
(Amgen, Thousand Oaks, CA, USA), par injection IP de 10mg/Kg 48h et 24h avant la 2°™

instillation.

Clodronate

Les macrophages alvéolaires ont été deplétés grace a I’injection de 100ul d’une
solution & 5mg/ml de clodronate liposomal, par voie endotrachéale 72h avant la 1*® injection,
comme cela a déja été decrit (127).

LPS

Lors du test de spécificité du modele, la premiére instillation par C. albicans a eté
remplacee par I’instillation de 50ul d’une solution de LPS a 2mg/ml, par voie IN.
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Traitement par des sucres de paroi de C. albicans

Lors de la premiére instillation, C. albicans a éte remplacé par des sucres purifiés de
paroi de C. albicans : mannanes, glucanes ou chitine (cf. 11l. A. 1. Extraction des sucres de
paroi ci-dessous). Les sucres étaient resuspendus dans du SSI a une concentration

correspondant au poids sec de 2.10" CFU/m.

I. C. 3. Transfert de cellules immunitaires

Les poumons de souris sont récupérés 24h apres la premiere instillation (2 groupes :
Ca et Citrl) et les cellules immunitaires en sont extraites, puis marquées et préparées pour la
cytométrie en flux (cf. II. D. 1. a ci-dessous). Un tri est alors effectué par un trieur associé au
cytomeétre de flux (BD FACS ARIA) pour séparer les cellules NK (CD56+ ; NK1.1+) et les
macrophages (F4/80+ ; CD11c+) des autres cellules. Les cellules NK et les macrophages sont
alors resuspendus & la concentration de 10" cellules/ml. Des souris sont alors instillées par
voie endotrachéale par 20ul de chaque suspension de cellule, et infectées 24h plus tard par
10° CFU de P. aeruginosa.
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I1. Evaluation & recueil de résultats dans le modeéle animal
1. A. Poids & survie

Les souris sont évaluées au moins toutes les 12h et pesées toutes les 24h partir de la
premiére instillation ou de la premiere injection et jusqu’a leur sacrifice ou leur déces. Un
pourcentage de variation pondérale est calculé a chaque fois par rapport au poids initial. Lors

du decés d’une souris, son poids et I’heure de la constatation du déces sont rapportes.

I1. B. Quantification des Iésions pulmonaires : perméabilité de la
barriere alvéolo-capillaire

Elle est evaluée par la mesure du passage alvéolo-interstitiel d’albumine marquée a la
Fluoresceine Iso-ThioCyanate (FITC). Avant le sacrifice, I’albumine-FITC est injectée en IP
aux souris. Apres sacrifice, elles sont exsanguinées; les poumons sont prélevés et
homogénéisés. L’homogenat de poumon et le sang collectés sont alors centrifugés, chacun des
surnageant est preleve et la fluorescence mesurée. (Excitation: 487nm, Emission: 520nm ;
Mithras LB 940, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany). La fluorescence
pulmonaire mesurée est proportionnelle a la concentration de I’albumine-FITC dans le sang et

au degreé de lésion de la barriere alvéolo-capillaire (26).

Il. C. Analyse bactérienne et fongique

Il. C. 1. Charges bactérienne et fongique pulmonaires

Quarante huit heure apres la deuxiéme instillation, les poumons sont prélevés et
homogénéisés. Les micro-organismes viables sont comptés aprés etalement de dilutions en

série sur gélose BCP et YPD, et incubation pendant 24h a 37°C.

Il. C. 2. Translocation bactérienne et fongique
La rate des animaux est prélevée apres sacrifice, homogenéisée et étalée sur gélose
BCP ou YPD. Les géloses sont incubées pendant 24h a 37°C. Cette translocation est
rapportée comme présente (1 ou plusieurs CFU) ou absente (Aucune CFU).
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Il. D. Caractérisation de la réponse immune
Il. D. 1. Caractérisation cellulaire

1. D. 1. a. LBA et récupération des poumons

Aprés sacrifice de la souris est exsanguinée par section de I’artere fémorale et des
troncs brachio-céphaliques. Une canule de 21G est alors introduit via I’oropharynx dans la
trachée. L’étancheité est assurée par une ligature de la trachée autour de la canule par un fil.
2ml de solution saline tamponnée par du phosphate (PBS) a 4°C sont injectés dans les
poumons en 4 fois, et récupérés. L’injection intracardiaque de 3 & 5ml de PBS glacé permet
d’éliminer le sang intravasculaire des poumons. Les poumons sont excisés. Deux lobes sont
placés dans 1ml de PBS a 4°C pour extraction et analyse des cellules, un lobe est
homogénéisé dans 1ml de SSI a 4°C pour analyse de la charge bactérienne pulmonaire, et un
lobe est congelé dans I’azote liquide pour permettre I’extraction ultérieure d’acides

nucleiques.

Il. D. 1. B. Extraction des cellules.

Le poumon est homogénéisé de fagcon mécanique puis chimique par incubation
pendant 30min a 37°C dans de la collagénase a 10% dans du RPMI. La solution obtenue est
filtrée puis resuspendue dans une solution de Percoll a 20% et centrifugée 20 minutes a 1500g
pour séparer les cellules immunitaires des débris. Les hématies sont alors lysées par un choc
osmotique puis les cellules sont reprises dans 1ml de PBS avec 2% de sérum de veau feetal
viv (PBS-SVF). Le surnageant du LBA est séparée des cellules par centrifugation douce
(1000G, 10minutes), aliquoté et congelé a -80°C. Les cellules sont resuspendues dans 1ml de

PBS-SVF. Les cellules sont alors comptées sur un hematimetre.

II. D. 1. y. Analyse des cellules par cytométrie en flux

Differents mix d’anticorps sont préparés en fonction des cellules d’intérét (cf. Tableau
2), ainsi qu’un mix d’isotypes marqués (Anticorps BD, Franklin lakes, NJ, USA) . Les
cellules sont incubées avec les mix pendant 30 minutes a 4°C, dans le noir puis lavées 2 fois
et resuspendues dans 300ul de PBS-SVF. Le marquage intracellulaire des cytokines par des
anticorps anti-IL-17, anti IL-22 ou des isotype a éte fait en suivant les consignes du kit e-
bioscience (San Diego, CA, USA). Les cellules marquées sont ensuite analysées sur un
cytométre BD LSR Fortessa. Les données ont ensuite été traitées grace au logiciel FlowJo
(Treestar, Stanford, CA, USA)
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Extracellulaire Intracellulaire
Cellules Cellules
Fluorochrome | présentatrices | Lymphocytes | lymphoides | Lymphocytes
d'antigene innées
FITC lab CD5 Lineage
PE F4/80 CcD1d IL-22 IL-22
PerCP/Cy5 CD103 NK1.1 NK1.1 NK1.1
PE Cy7 CD11c CD127
APC CCR2 CD25 IL-17 IL-17
Alexa 700 CD86 CD69 CD90.2
APC H7 LY6G CDh4 CDh4 CDh4
V450 CD11b TCRb TCRb
V500 CD45 CDS8 CDS8
ef605 Ly6C CD45 CD45 CD45

Tableau 3. Mix d’anticorps en fonction des cellules d’intérét.

Il. D. 2. Dosage des cytokines dans le surnageant de LBA

Les cytokines sont dosees dans le surnageant de LBA par ELISA, en suivant les
instructions fournies par le fabriquant (R&D, Minneapolis, MN, USA).

I1. D. 3. Dosage des défensines par RT-gPCR

L’extraction d’ARN apres homogénéisation du poumon a éteé effectuée grace au kit de
purification GeneJET™™ de Fermentas (Glen Burnie, MD, USA). L’ARN a ensuite été rétro-
transcrite grace au kit de rétrotranscription “Agilent AffinityScript Multiple Temperature
cDNA Synthesis Kit” (Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA). La PCR quantitative
(QPCR) est effectuée grace au kit Agilent “Brilliant 11 SYBR® Green qPCR Master Mix” Sur
un thermocycleur Stratagene MX 3005p d’Agilent. Le cycle seuil est enregistré pour chaque
gene dans chaque condition (CT). Aprés amplification, la courbe de température de
dissociation de I’ADN est évaluée pour Vérifier la présence d’un seul amplicon. Le géne de la
[-actine a été utilise comme référence interne pour normaliser I’expression génique. Soit ACT
la différence de CT entre I’actine et le gene d’intérét pour un méme échantillon. Soit mACt la
moyenne des ACT calculés pour le groupe contrdle. Le niveau d’expression d’ARNm ont été
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déterminés par la formule suivante: AACT = [ACT du gene d’intérét —-mACT du géene

d’intérét]>. Les amorces utilisées sont détaillées dans le tableau 4.

Forward Reverse
B-Actine GAATGGGTCAGAAGGACTCCTATG CCATGTCGTCCCAGTTGGTAA
mBd1 TCCTGGTGATGATATGTTTTCTTTTCT TGTTCTTCGTCCAAGACTTGTGA
mBd2 AAAGTATTGGATACGAAGCAGAACTTG GGAGGACAAATGGCTCTGACA
mBd3 TGAGGAAAGGAGGCAGATGCT GGAACTCCACAACTGCCAATC
mBd4 AACATGCATGACCAATGGAG TCATCTTGCTGGTTCTTCATCT
LL-37 CAGAGCGGCAGCTACCTGAG TCACCACCCCCTGTTCCTT

Tableau 4. Amorces utilisées pour la gPCR

II1. In vitro

I11. A. Extraction des composants de la paroi de C. albicans

Cette extraction se fait a partir d’une pate de culture de Candida albicans séparée et

lavée de son surnageant par centrifugations successives.

I11. A. 1. Extraction des mannanes

Cent grammes de la pate de C. albicans sont lavés dans du tampon citrate a 0,2M et
autoclavés a 125°C dans du tampon citrate 0,2M deux fois de suite. Le surnageant est a
chaque fois prélevé. Les mannanes en sont extraites par précipitation dans la liqueur de
Fehling, puis dissoutes dans I’acide chlorhydrique a 3M et enfin reprécipitées dans un
mélange d’acide acétique et de Méthanol (8:1 v/v). Les mannanes ainsi obtenus sont
resuspendus dans de I’eau et I’étape d’extraction est repétée a partir de I’étape de la liqueur de
Fehling, pour éliminer les B-glucanes (128).

I11. A. 2. Extraction des p-glucanes

La péte restant aprés extraction des mannanes est bouillie pendant 30 minutes dans de

la potasse a 1M. Le surnageant est mis de coté : il contient les B-glucanes (129).
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I11. A. 3. Extraction de la chitine
Le culot récupéré par centrifugation aprés passage dans la potasse est resuspendu dans
une solution d’acide acétique glacial a 40% (v/v) d’H,0,, et autoclavée a 125°C. Le culot est
ensuite bouilli pendant 30 minutes dans de la potasse a 1M, deux fois de suite, avec, entre les
2 cinqg lavages par de I’eau déminéralisée. Apres lavage, la chitine est resuspendue dans de
I’eau déminéralisée (129).

I11. B. Stimulation cellulaire in vitro

Les cellules isolées des poumons de souris, mais sans LBA préalable (cf. Il. D. 1. p.
ci-dessus) sont resuspendues & une concentration finale de 10° cellules/ml dans du DMEM
(Dulbecos’s Modified Eagle’s Minimum Essential Media : CaCl, 256 mg/l, KCI 400 mg/I,
MgSQO, 200 mg/l, NaCl 5800 mg/l NaHCO3; 2200 mg/l NaH,PO, 140 mg/l, Glucose 1000
mg/l, HEPES 5957,40 mg/l, rouge de phénol 10 mg/l, Arginine 126,40 mg/l, Cystéine 24
mg/l, Histidine 42 mg/I, isoleucine 52,40 mg/l, leucine 52,40 mg/I, lysine 73 mg/l, méthionine
15 mg/l, phénylalanine 33 mg/l ; Life technologies, Carlsbad, CA, USA), complété avec 10%
de sérum de veau feetal décomplémente et 1% de L-glutamine. Cette suspension est répartie
dans une plaque 96puits (50ul soit 5.10* cellule/puits). 50ul de solution dans chacun des
puits (5.10* cellule/puits) et les cellules sont mises & incuber & 37°C dans une étuve a 5%
CO..

Sont alors ajoutés 50ul d’une solution de DMEM contenant, selon les groupes 5.10*
CFU de P. aeruginosa (Multiplicity Of Infection ou MOI :1) ou 5.10° cellules de C. albicans
tuees par de I’éthanol (MOI :10). Du milieu seul est ajouté pour les groupes contrdle. Les
cellules sont laissees a incuber pendant 24h a 37°C a 5% de CO,. Le surnageant de culture est
alors collecté aprés centrifugation (100g, 10min) et congelé pour permettre I’analyse des

cytokines du surnageant par ELISA. Chaque condition est faite en duplicata.

V. Analyses statistiques

Les variables quantitatives ont été analysées par analyse univoque de la variance
(ANOVA), avec un test post hoc U de Mann & Whitney lorsque cela était approprié. La
survie a été analysée en utilisant un test du Log-Rank. Les variables qualitatives ont éte
analysées par un test du x°. La construction des graphes et I’analyse des résultats a été faite

grace au logiciel GraphPad Prism 6® (GrapPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Les
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résultats sont exprimés en moyenne =+ écart standard a la moyenne. Un p < 0,05 est considéré

comme significatif.
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RESULTATS
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RESULTATS

I. Validation du modéle dans le fond C57BL/6

Les expériences realisees par Florence Ader (3) lors de la mise au point du modele
utilisaient une souche de souris BALB/c. Lorsque nous avons voulu explorer le mécanisme
protecteur induit par P. aeruginosa, nous avons envisageé I’utilisation de souris génétiqguement
modifiées pour perdre I’expression d’un géne d’intérét. La plupart des souches de souris
utilisées dans le champ de I’immunologie et de I’infectiologie sont dérivées de la souche
C57BI6. Nous avons donc verifié que la colonisation des voies aériennes par C. albicans
permettait une protection contre les lésions induites au cours de la pneumonie a P. aeruginosa
en comparant les fonds BALB/c et C57BL/6. La colonisation en elle-méme n’est pas
pathogene, avec une lésion pulmonaire et une variation pondérale non significativement
différente entre les controles et les souris colonisées, dans les deux fonds génétiques (Figure
13A & B). Cette colonisation protége les souris au cours de la pneumonie, avec une
diminution significative de la perte de poids, de la lésion pulmonaire et de la charge
bactérienne pulmonaire, dans les deux fonds génétiques (Figures 13A, B & C).
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Dans le modele initial (3), I’inoculum de P. aeruginosa était un modele non létal.
L utilisation d’un modele létal permet de mettre en évidence des mécanismes qui ont une
relevance clinique beaucoup plus grande, car le critére de jugement est la survie des souris.
En augmentant I’inoculum de P. aeruginosa (10’ CFU/souris), la pneumonie est mortelle
dans =~ 100% des cas (la mortalité n’était que de 4 animaux sur 5 dans certaines experiences,
mais avec une fréquence inférieure a 1/5) dans les deux fonds génétiques. La colonisation des
voies aériennes par C. albicans permet une réduction de cette mortalité, avec une survie dans
~ 100% des cas (Figure 13D).

I1. Voies de signalisation impliquées dans la réponse protectrice

La premiere hypothese évoquee pour I’effet protecteur était celle d’une activation des
voies de signalisation cellulaire par C. albicans, “préparant” les cellules effectrices pour une
activation plus rapide et plus efficace lors de la pneumonie. Parmi les voies de signalisations,
deux sont communes entre P. aeruginosa et C. albicans, la voie MYD88/NFkB et la voie de
I’inflammasome.

La voie de I’inflammasome nécessite 2 signaux pour étre active. Le premier est
dépendant de MYDB88/NFkB et permet la synthése de pro-1L-1f. Le 2°™ est indépendant de
NFkB et aboutit a I’activation de la caspase |, elle-méme responsable d’une conversion de la
pro-1L-1f en IL-1f inactive. La sécrétion d’IL-1f a été montrée comme étant importante dans
la réponse immunitaire contre C. albicans (77) et P. aeruginosa (130). Nous avons donc
décide de rechercher une perte de la protection conféree par C. albicans dans le modéle létal
en utilisant des souris déficientes pour le récepteur a I’'lL-1 ou des souris traitées par
I’anakinra, un inhibiteur compétitif du récepteur a I’IL-1. Mais la colonisation des voies
aériennes par C. albicans continuait a protéger les souris contre les lésions induites par la

pneumonie, méme en I’absence de signalisation fonctionnelle par I’IL-1f (Figure 14A).

Les TLR reconnaissent les PAMP et entrainent, par I’intermédiaire de MYD88, une
activation de NFxB, et la synthése de cytokines pro-inflammatoires. TLR2 a une spécificité
de reconnaissance large, et peut étre activé a la fois par C. albicans et P. aeruginosa (131).
Par ailleurs, NOD1 (Nacht Oligomerization Domain) reconnait le LPS intracellulaire de P.
aeruginosa, et active lui aussi la voie NFkB. Nous avons recherché une perte de protection
dans le modele létal en utilisant des souris déficientes pour TLR2, NOD1 ou les deux. Mais

la colonisation des voies aériennes par C. albicans continuait a protéger les souris contre les
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lesions induites par la pneumonie, méme en I’absence de signalisation fonctionnelle de TLR2
(Figure 14B). Ces résultats ont également été reproduits en utilisant des souris déficientes
pour TIRAP (Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein),
I’adaptateur signalant en aval de TLR2 & TLR4, dans un modele non létal (Données non

trées)
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Figure 14 : Evaluation des voies de I’IL-18 et NFkB. Recherche d’une perte de I’effet
protecteur conféré par C. albicans dans le modele 1étal. A. lorsque la signalisation de I’1L-
1 est inhibée B. Lorsque la signalisation en amont de NFkB est inactivee.

Du fait des probables redondances dans les voies de signalisation des PRR, et de
I’augmentation de la sensibilité des souris a P. aeruginosa lorsqu’un grand nombre de
récepteurs étaient inactivé, nous avons déecide d’explorer les voies effectrices de la réponse
induite par C. albicans, afin de déterminer quelles cytokines, quelles cellules et quels autres
effecteurs étaient responsable de la protection.

I11. Réponse cellulaire et cytokinique induite par C. albicans.

Cette etude a fait I’objet d’une publication dans Infection & Immunity en Janvier
2014 (Infect Immun. 2014 Jan;82(1):306-15. doi: 10.1128/1A1.01085-13. Epub 2013 Oct 28.)

L article a été retiré pour les besoins de la diffusion en ligne.
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V. CCL20

Aprés avoir mis en évidence le recrutement des ILC au poumon et leur role dans la
réponse immunitaire induite par C. albicans, nous avons évalué la possibilité de recruter les
ILC indépendamment de C. albicans. Il a été rapporté que les ILC exprimaient le chemokine
receptor 6 (CCR6) (132) et pouvaient en conséquence répondre au ligand de CCRG,
chemokine ligand 20 (CCL20), une chémokine capable d’induire le recrutement des
lymphocytes et dotée d’une activité antimicrobienne propre, du fait d’une parenté de structure

avec les p-defensines (121).
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Figure 15. RoOle de CCL20 dans le recrutement des ILC. A. Dosage de CCL20 dans le
BAL de souris contrble et 12, 24 et 48h aprés colonisation par C. albicans. Les souris ont
ensuite été traitées par un anticorps anti-CCL20. B. CCL20, C. L’IL-17 et D. L’IL-22 ont
alors été dosees dans le LBA. La cellularité a ensuite été analysée pour les mémes groupes
dans E. le LBA et F. le poumon. Enfin, G. le recrutement des ILC au poumon a été mesuré.

Nous avons dosé CCL20 par ELISA dans le surnageant de LBA chez des souris
controle et des souris colonisées par C. albicans, 12, 24 et 48h aprés la colonisation. La
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colonisation des voies aériennes est responsable d’une augmentation significative de CCL20
dans le liquide de LBA des 12h apreés la colonisation (13,9£2,6pg/ml vs. 301,9+27,9pg/ml, p
< 0,0001). CCL20 diminue ensuite pour revenir au niveau du contr6le 48h aprés la
colonisation. (Figure 15A).

Le traitement des souris par un anticorps anti-CCL20 permet de diminuer de facon
significative la quantité de CCL20 dans le surnageant de LBA (94,5pg/ml+24,1 pour les
souris traitées vs. 201,9+3pg/ml pour les souris non traitées, p = 0,0283, Figure 15B). En
revanche, cela n’affecte pas la quantité d’I1L-17 et d’IL-22 dans le LBA (Figure 15 C& D). Ce
traitement par un anti-CCL20 diminue de fagon significative le nombre de cellules recrutées
dans le LBA (4,2.10°+4,8.10%cellules pour les souris traitées vs. 6,4.10°+4.10cellules pour les
souris non traitées, p = 0,0087, Figure 15E). Mais le nombre de cellules recrutées dans le
poumon et le nombre d’ILC n’est pas significativement different entre les deux groupes
(Figure 15F & G)

Nous n’avons donc pas reussi a mettre en evidence de cytokine ou de chémokine

induite par C. albicans permettant de recruter les ILC.

V. Utilisation des polyosides pariétaux de C. albicans.

Afin d’étendre le champ d’application de la protection par C. albicans, nous avons
essaye de le remplacer par des composés dépourvus de pouvoir pathogéne. Comme cela a été
montré plus haut, C. albicans mort est capable de protéger les souris, mais a une dose 100 fois
supérieure a celle utilisee lorsqu’il est vivant. Les principaux PAMPs de C. albicans sont des
composants de sa paroi. Nous avons donc purifié les différents composants de la paroi de C.
albicans (Chitine, glucanes et mannanes) en utilisant une méthode décrite precédemment
(128). Nous avons ensuite instillé aux souris des solutions contenant les sucres a la dose de
10mg/ml et avons analysé la lésion pulmonaire et la charge bactérienne pulmonaire 48h apres
infection par P. aeruginosa.

Les souris instillées par les mannanes sont toutes mortes dans les 48h qui ont suivi
I’instillation de P. aeruginosa. Les -glucanes sont les seules capables de diminuer a la fois la
charge bactérienne et la Iésion pulmonaire. Mais il existe une discordance, car la perte de
poids des souris n’est pas significativement différente de celle des souris infectées par P.

aeruginosa (Figure 16 A-C).

60



Par ailleurs, il apparait que les techniques de purification utilisées ne sont pas
suffisamment performantes pour garantir un produit suffisamment pur et débarrassé des

solvants de purification. L utilisation des sucres fera donc I’objet d’un prochain travail.
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Figure 16 : Evaluation de I’activité des polyosides pariétaux de C. albicans dans la
protection au cours des pneumonies. Instillation de polyosides purifiés suivi de I’instillation
48h plus tard de P. aeruginosa. Evaluation 48h apres le début de la pneumonie de A. la lésion
pulmonaire, B. La charge bactérienne pulmonaire et C. La variation ponderale.
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DISCUSSION

Depuis la découverte de la vaccination, I’immunothérapie s’est voulue le plus souvent
spécifique. Cependant, cette approche spécifique se heurte a la grande diversité des antigénes,
notamment bactériens, et a leur immunogénicite variable. L’approche vaccinale ne s’applique
pas a tous les agents infectieux. Les antibiotiques complétent la vaccination et permettent de
traiter les infections pour lesquelles aucun vaccin n’est disponible. Mais la plasticité du
génome bactérien a permis une évolution rapide et le développement de résistances, rendant
nécessaire de nouvelles approches thérapeutiques.

La stimulation de I’'immunité innée pour limiter la sévérité des infections virales,
fongiques et bactériennes est une stratégie qui a déja été décrite et explorée dans les modéles
animaux (133-135). De plus, la manipulation du systtme immunitaire inné s'avére plus
délicate qu'il ne le semblait au premier abord. Cette réponse met en jeu de nombreux
mécanismes régulateurs peu connus pour le moment. La protection induite par C. albicans au
cours des pneumonies a P. aeruginosa a éte découverte de facon fortuite (3). L’hypothése
principale était que des interactions directes entre ces deux pathogénes était responsable de ce
phénomeéne, notamment via une adhésion ou un QS trans-regne. Cette hypothese a été
invalidée en utilisant des mutants de C. albicans sur lesquels I’adhésion de P. aeruginosa était
impossible ou ne produisant pas de QS (données personnelles non publiées, ayant fait I’objet
d’un memoire de master I1).

L’observation d’un recrutement cellulaire au niveau du poumon et des alvéoles
pulmonaires lors de la colonisation des voies aériennes par C. albicans a permis d’émettre
I’hypothése d’une stimulation de I’immunité innée. Nous avons alors décidé d’explorer la
réponse immunitaire induite par C. albicans afin de déterminer quels facteurs etaient
responsables de la protection observeée.

C. albicans et P. aeruginosa ont en commun d’étre opportunistes, majoritairement
extracellulaires (47,136) et d’induire une réponse de type Tyl7 (37,137). Cette réponse est
secondaire a la stimulation des PRR extracellulaires par les différents PAMPs portés a la
surface de ces micro-organismes, et a I’activation de la voie NFxB grace a I’adaptateur
MYD88 (138). Il a déja été montré que la stimulation d’un ou plusieurs PRR (TLR5, TLR2
ou TLR4) permettait de diminuer la mortalité des souris dans des modeles de pneumonie a
pneumocoque (133,139) ou a P. aeruginosa (140,141). Par ailleurs, si la délétion isolée de
TLR5 accroit la sévérité des pneumonies a P. aeruginosa (119), celle de TLR2 n’est pas

responsable d’une susceptibilité accrue des souris au cours des pneumonies a P. aeruginosa
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(119). De plus, la stimulation de TLR2 est un des facteurs permettant une réponse protectrice
au niveau pulmonaire (141). TLR2 a enfin la particularité de pouvoir reconnaitre a la fois des
PAMPs fongiques et bactériens (141). Nous avons donc testé I’effet de la délétion de TLR2 et
de TIRAP (adaptateur de TLR2 et TLR4) dans notre modéle, afin de déterminer si la
stimulation de I’un ou de plusieurs de ces récepteurs était responsable de I’effet protecteur
observé. Mais cette délétion n’a pas permis de faire disparaitre I’effet protecteur. La délétion
des PRR parait difficile a mettre en ceuvre, du fait du grand nombre de PRR stimulés par C.
albicans et P. aeruginosa (37,142). En effet, il existe une redondance entre certains PRR, et
des voies de signalisation communes qui permettent a I’immunité innée de déclencher une
réponse, méme en I’absence d’un ou de deux PRR. Ainsi, les déficit immunitaires liés au
déficit d’un ou de plusieurs PRR sont rares et souvent le fait de déficit d’adaptateurs de PRR
plus que des déficit de PRR, a I’exception notamment de Dectinl (70). Ces déficits sont de
plus surtout symptomatique dans I’enfance pour se corriger a I’age adulte (143). De plus,
certaines voies moléculaires ne sont pas activées seulement par la présence de I’antigéne,
mais également par son état. L’exemple le plus frappant étant I’activation de la voie MAP-
kinase/c-fos par la filamentation de C. albicans (144). Sans savoir quels antigenes étaient
nécessaires a la réponse protectrice, nous nous sommes tournés vers d’autres moyens
d’explorer cette réponse.

L’autre voie commune mise en évidence pour P. aeruginosa et C. albicans est celle
des inflammasomes (77,130,145). La voie de I’inflammasome est une voie intracellulaire
activée lors d’un signal de “danger” (souvent une bréche membranaire), aboutissant a la
sécrétion d’IL-1p active. L’IL-1( active est neécessaire a la mise en place d’une réponse Ty17
efficace (146,147). Nous avons donc blogué I’action de I’IL-1p, en utilisant un inhibiteur du
récepteur a I’'IL-1, I’anakinra ou en utilisant des souris dépourvues du récepteur a I’IL-1. Mais
dans les deux modeles, la protection induite par C. albicans persistait malgré I’absence de
signalisation par I’IL-1. Ce résultat est d’autant plus surprenant que la réponse induite par C.
albicans vivant, et donc capable d’entrainer un signal de danger, est protectrice, alors que
I’utilisation de C. albicans mort ou de levures moins pathogénes est responsable d’une
réponse moins forte. Ces résultats sont discordants avec ceux de la littérature car I’activation
de I’inflammasome, la sécrétion d’IL-1p et d’IL-17 ont été décrits au cours des infections a C.
albicans, notamment lors du passage de la colonisation a I’infection (78). Cependant a la dose
administrée, C. albicans n'induit pas d'IL-17, contrairement & ce que nous observons en

utilisant des doses infectantes de C. albicans en inhalation (données non montrees). Par
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ailleurs, cette voie induit la production d'IL-18 (une cytokine dont I’action contrebalance celle
de I’IL-1p et également activée par I’inflammasome), dont le rdle dans la réponse a C.
albicans n'est pas évalué.

Devant la probable redondance des systemes de défense mis en jeu, et I’inefficacité du
blocage de la voie de I’inflammasome, nous nous sommes intéressés aux cellules recrutees
lors de la colonisation par C. albicans. Les polynucléaires neutrophiles sont les premiéres
cellules recrutées, dés 12h apres le début de la colonisation, mais vont diminuer
progressivement dans les 48 premiéeres heures. En revanche, les cellules NK et les
macrophages vont étre activés rapidement et rester augmentés durablement, comme nous
avons pu I’observer en faisant une analyse de cinétique. Le role des macrophages a été montré
au cours de la réponse innée dirigée contre Candida (148,149) et P. aeruginosa (150). En
revanche, si les cellules NK sont importantes dans la réponse contre P. aeruginosa (151), la
littérature ne met pas en évidence de réle dans la réponse contre C. albicans. Nous avons
supposé que les macrophages ou les cellules NK étaient les cellules responsables de I’effet
protecteur observé. Aprés avoir vérifié que la déplétion des macrophages par le clodronate
était bien responsable d'une augmentation de sensibilité de P. aeruginosa et d'une perte de
I'effet protecteur vis a vis de C. albicans, nous avons effectué un transfert de macrophages ou
de cellules NK activés in vivo puis triées par cytométrie en flux dans les poumons de souris
naives, avant de les infecter par P. aeruginosa. Mais ce transfert n’a pas permis de transférer
la protection.

Les neutrophiles étant les effecteurs finaux indispensable pour la clairance bactérienne
au cours des pneumonies a P. aeruginosa (117), nous avons répété le modele chez des souris
neutropéniques. Les neutrophiles sont effectivement indispensables a la clairance bactérienne
et a la survie des souris. Mais si I’on diminue I’inoculum de 2Logi, C. albicans permet tout
de méme d’induire une protection. Une partie de la protection est donc indépendante du
recrutement des PNN.

Nous nous sommes alors intéressés au systeme de réponse induit par la colonisation
des voies aériennes par C. albicans. Trois grands types de réponse ont été decrits: Tyl,
impliqué principalement dans les infections virales et a bactéries intracellulaire, Ty2,
impliqué dans la réponse allergique et antiparasitaire et T417, impliqué dans la réponse contre
les bactéries extracellulaires et les fungi, notamment au niveau muqueux (152). Ces réponses
sont caractérisées par des profils de secrétion cytokinique spécifiques (153) et ont au départ

été identifiées dans la réponse immunitaire adaptative, comme la polarisation de lymphocytes
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T CD4. Mais il a été montre qu’il existait des sources innées de ces cytokines, capables
d’assure “I’intérim” en attendant que puisse se monter une réponse adaptative (154,155).

Dans le contexte, nous avons montré qu'au niveau pulmonaire, la seule cytokine qui
soit constamment élevée aprés la colonisation par C. albicans, était I’IL-22, une cytokine
apparentée a la voie Ty17. L absence d’élévation de I’IL-17 était surprenante car il existe une
littérature abondante reliant cette cytokine a la réponse induite par C. albicans (74,156) et des
candidoses cutanéomuqueuse chroniques en cas de déficit en IL-17 (69). Les conditions
particuliéres propres a notre modele (organe cible et charge fongique) peuvent expliquer ce
résultat. Cependant I’IL-22 a récemment été identifiée comme une cytokine également
importante dans la réponse mugueuse contre C. albicans (72).

L’IL-22 est une cytokine de la famille de I’IL-10 qui a la particularité d’étre sécrétée
par les cellules de la lignée hématopoiétique, mais dont le récepteur n’est exprimeé que sur des
cellules d’origine non hématopoiétique (59). Son action principale est la résistance epithéliale
a I’infection. La fixation de I’lL-22 a son récepteur induit I’activation de génes impliqués
dans la réponse inflammatoire, I’adhésion, la prolifération cellulaire et la synthése de
chimiokines (59). Elle permet le remodelage épithélial et promeut la synthese de peptides
antimicrobiens (a- et p-défensine, cathelicidine) au niveau muqueux (59). L’1L-22 a un réle
protecteur au cours des candidoses, comme cela a
été demontré par de luca et al. (72), les souris
déficientes pour I’lL-22 étant plus susceptibles a C.

C: albicang
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pulmonaire plus importante et une survie moins
longue pour les souris déficientes pour I’1L-22 (122)
(Figure 17).

Figure 17 : Modéle de la réponse induite par C. albicans. Adapté de (14)

Lors de I’infection par P. aeruginosa, les cytokines augmentées sont I’l1L-17, I’IL-22,
le TNFa, I’IL-1p et I’IL-6. La colonisation prealable des voies aérienne change le profil de
sécrétion avec une augmentation de I’IL-17, de I'lL-22, de I’IL-23 et du TNFa et une

diminution de I’'IL-1pB. Ces résultats rejoignent ceux de la littérature pour ce qui est de la
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réeponse Tyl7-like (11-17, IL-22, 1L-23). En effet, cette réponse est importante au cours des
pneumonies bactériennes (157,158) et notamment des pneumonies a P. aeruginosa (137), via
le recrutement des PNN sur le lieu de I’infection. Priebe et al. (159) ont également montré que
I’IL-17 était importante dans la réponse vaccinale contre P. aeruginosa dans un modéle murin
de pneumonie (Figure 18). La diminution de I’IL-1p était surprenante, mais a été confirmée
plus tard par le travail de these d’Emmanuel Faure (160). En effet, il montre qu’une
diminution de la stimulation de I’inflammasome, associée a une réduction de la sécrétion
d’IL-1p est responsable d’une meilleure survie dans le modéle de pneumonie a P. aeruginosa.

Nous avons donc exploré cette réponse liée a I’'lL-22 lors de la colonisation par C.
albicans et liée a I’'lL-17 et a I’'1L-22 lors de la pneumonie a P. aeruginosa. L’utilisation
d’anticorps bloquant I’IL-17 ne s’est pas accompagnée d’une perte de I’effet protecteur. En
revanche les souris traitées par un anticorps anti-1L-22 ont perdu la protection conférée par la
colonisation a C. albicans. Cependant, I’IL-22 n’est pas la seule cytokine responsable de la
protection car I’instillation d’I1L-22 ne protege les souris que dans le modéle neutropénique.
En plus du remaniement épithélial qui a deja été decrit (161), I’IL-22 induit également des
peptides antimicrobiens, et notamment les B-défensines et la cathelicidine. Ces peptides
pourraient jouer un role dans I’effet protecteur (72,122).

Les cellules sécretrices d’IL-17 et d’IL-22 sont principalement les lymphocytes et la
littérature rapporte trois autres types cellulaires capables de les secréter en quantité
significative : les cellules NK, les cellules invariantes NKT et les cellules lymphoides innées
(ILC) (162). Nous avons donc cherché la source d’IL-22 dans le poumon et mis en évidence
que les ILC étaient responsables de cette sécretion, les autres cellules ayant un marquage trés
inférieurs. De plus, la déplétion des ILC est responsable d’une diminution majeure de la
sécrétion d’1L-22 et d’IL-17 au cours de la colonisation et de la pneumonie.

Ces ILC sont des cellules issues de la lignée lymphoide, expriment le facteur de
transcription RORyt, mais sont dépourvues des marqueurs spécifiques classiques B ou
T(CD3, CD5, CD8, CD19, TCR). Elles expriment le CD4 et sont localisées au niveau des
muqueuses et des organes lymphoides secondaires (59,154,163). Elles constituent la source
majeure d’IL-22 dans I’organisme. Leur role évoque est transitoire, en attendant que la
réponse Ty17/22, adaptative se mette en place (155). Ces ILC regroupeées sous le label ILC3
semblent importantes en pathologie (126), notamment dans le maintien de I’intégrité des
muqueuses au niveau digestif. Cette étude montrait que lors de la déplétion des ILC par un

anticorps, les bactéries étaient capables de disséminer a partir du tube digestif et d’entrainer
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une infection. Notre étude est la premiére a mettre en évidence I’importance des ILC dans les
pneumonies bactériennes et la protection qu’elles peuvent conférer lors de leur recrutement.
Certaines etudes commencent a s’interesser a ces cellules dans les inflammations aseptiques,
notamment I’asthme (164) ou au cours des infections virales (165). Mais les ILC ne sont pas
positives que pour I’IL-22 : toutes les cellules positives pour I’1L-22 le sont aussi pour I’IL-17
et représentent la encore la population cellulaire majoritaire sécrétrice d’IL-17: les ILC3. Ceci
est vrai a la fois lors de la colonisation par C. albicans, mais également au cours de la
pneumonie a P. aeruginosa, au cours de laquelle I’IL-17 augmente significativement dans le
groupe de souris préalablement exposées a C. albicans comparativement aux souris infectées
par P. aeruginosa seul. Les ILC seraient donc la source d’IL-17 et d’IL-22 au cours de la
pneumonie. Cela les classe en ILC3, si I’on s’en référe a la proposition d’uniformisation des
nomenclatures (166).

Malheureusement, le stimulus direct responsable du recrutement des ILC est inconnu,
et I’exploration de la voie CCL20 n’a pas permis de mettre en évidence de role pour cette
chimiokine dans le recrutement des ILC. Pourtant, les ILC3 expriment majoritairement le
récepteur pour cette chimiokine: le CCR6. Mais une autre piste pourrait étre explorée : deux
équipes ont recemment mis en évidence I’importance des métabolites bactériens et fongiques
du tryptophane au cours de la colonisation du tube digestif par des bactéries commensales et
C. albicans (57,58,167). Ces métabolites du tryptophane peuvent étre reconnus par un
récepteur eucaryote, I’Aryl Hydrocarbon Receptor (AHR). Cet AHR est présent a la surface
des ILC3, et sa stimulation est responsable d’une augmentation de la synthese d’1L-22 par ces
cellules (57,58). La stimulation de I’AHR est responsable, dans des modéles animaux d’une
résistance a la candidose, alors que I’inactivation de ce récepteur entraine une aggravation de
la candidose. Cependant, il semblerait que la source de catabolites du tryptophane soit la flore
bactérienne résidente, et pas C. albicans (58). Cependant, I’exploration de I’effet des
métabolites du tryptophane dans notre modéle permettrait peut-étre de lier les ILC a la
colonisation par C. albicans.

En effet, C. albicans reste un pathogene opportuniste et nous n’avons pas réussi a
isoler le ou les composants qui pourraient permettre de reproduire aussi efficacement I’effet
protecteur. Le fait que la forme vivante de C. albicans soit plus efficace que la forme atténuée
montre l'importance de la présentation des structures immuno-modulatrices dans I'effet
protecteur. Soit ces structures requiérent un environnement particulier (association de
difféerents composants) pour étre effective, soit elles doivent atteindre un compartiment

cellulaire dans les cellules cibles que seules peuvent atteindre les formes vivantes de ce
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champignon, soit le metabolisme du champignon lui-méme produit des substances qui seront
reconnues par le systeme immunitaire. De plus, les étapes d'atténuation de C. albicans et les
étapes de séparation des différents composants peuvent aussi expliquer la perte d'activité de
ces differents élements. Des analyses complémentaires s'averent necessaire pour definir ces

différents éléments.
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CONCLUSION

La colonisation des voies aériennes par C. albicans permet le recrutement au poumon
d’ILC3 qui sécrétent précocement de I’1L-22. L’IL-22 a une action principalement épithéliale,
promouvant I’expression de molécules d’adhésions, de chimiokines et la synthése de peptides
antimicrobiens. Lors de la pneumonie a P. aeruginosa, la présence des ILC dans le poumon
permet une sécrétion plus précoce de cytokines pro-inflammatoires, notamment d’IL-17 et
d’IL-22, un recrutement plus important de PNN au niveau pulmonaire et une diminution de
I’inflammation deélétére, reflétée par une diminution de I’IL-1p. Cette réponse plus précoce
permet une survie ameéliorée des souris colonisées par C. albicans au cours de la pneumonie a
P. aeruginosa. Cela permet de proposer un schéma de la réponse protectrice induite par C.
albicans (Figure 18). Cette réponse est spécifique, car I’utilisation de LPS et de levures avec
un pouvoir pathogene moins important n’entraine pas un niveau de protection aussi important.
Malheureusement, les voies moléculaires responsables du recrutement des ILC au niveau du
poumon et les PRR stimulés par C. albicans permettant le recrutement des ILC au niveau du
poumon demeurent inconnus a ce jour.

Cette étude est la premiere a mettre en évidence le rdle protecteur des ILC au cours
des pneumonies bactériennes. Le recrutement des ILC pourrait étre I’'un des marqueurs
d’efficacité de I’'immunothérapie. En revanche les

recherches doivent se poursuivre pour identifier la

ou les structures antigéniques qui permettront le
N Lginosa recrutement des ILC au poumon et leur activation,
§ afin de remplacer la colonisation des voies
aeriennes par une molécule sans pouvoir
pathogene. L'identification des récepteurs cibles et
des voies de signalisation impliquées faciliterait
cette approche. Il est également important de
préciser le champ dapplication de ces
observations a la clinique, en particulier chez les

patients immunodéprimes.

Figure 18: Modele de la reponse induite par P. aeruginosa aprés exposition a C. albicans.
Adapté de (14)
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RESUME

Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans sont deux pathogénes opportunistes
fréquemment co-isolés au niveau des voies aeriennes des patients de soins intensifs. Dans un
modeéle murin, la colonisation des voies aériennes par C. albicans protege contre les Iésions
pulmonaires induites par P. aeruginosa. Le but de cette étude était de caractériser les
mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de cet effet protecteur.

La colonisation des voies aériennes par C. albicans permet le recrutement et
I'activation de cellules NK, de cellules lymphoides innées, de macrophages et de cellules
dendritiques. Ce recrutement est associé a la sécrétion d'IL-22. L'inhibition de I'lL-22 est
responsable d'une perte de la protection conferée par C. albicans. Nous avons identifié par
cytométrie en flux que les cellules lymphoides innées étaient la seule source cellulaire d'IL-
22. La déplétion spécifique de ces cellules lymphoides innées par des anticorps anti-CD90.2
était responsable d'une diminution de la sécrétion d'lIL-22 et d'une diminution de la survie lors
de la pneumonie a P. aeruginosa. Nos résultats montrent donc que la production d'lIL-22,
principalement par les cellules lymphoides innées, est une étape inductible majeure dans la
protection contre les lésions pulmonaires induites par P. aeruginosa. Cette cytokine pourrait
ainsi représenter une cible thérapeutique pour prévenir les lésions pulmonaires induites par P.

aeruginosa.
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