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Chapitre 1 : Etude bibliographique



1. Les cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires sont, selon I'étymolafyiemot, des cellules “mangeuses”.
En effet, elles peuvent absorber et digérer deticpbas inorganiques (comme les nutriments)
ou organiques (comme les micro-organismes). Ldsleslphagocytaires les plus connues
sont les cellules du systéme immunitaire et plugiqudierement les macrophages qui
possedent un rbéle de défense de I'organisme. Labeanreprésentent un autre type de
cellules phagocytaires, pouvant étre retrouvéess damvironnement et se nourrissant
principalement de micro-organismes. Certaines tientles peuvent étre pathogenes pour

I'Homme.

1.1.Les amibes libres : exemple d&canthamoeba castellanii

1.1.1. Généralités

Les amibes sont des protozoaires appartenant dassec des Rhizopodes. Elles
peuvent étre classées en deux grandes catégories :
» Les amibes parasites, qui sont a la recherche lddie et se développent peu dans
'environnement, méme si elles peuvent y survivre.
» Les amibes libres ou telluriques qui se développmtmaniére autonome dans
'environnement, indépendamment de 'Homme ou dasmaux. Certaines de ces amibes

peuvent parasiter 'THomme, induisant alors desglathes souvent graves.




1.1.1.1. Classification

La classification des amibes libres a été un psagesomplexe ayant évolué au cours
du temps en fonction des avancées techniques,gmoies et moléculaires. La classification
des amibes libres a d’abord été basée sur la miogibades cellules observées uniqguement
en microscopie optique (Schaeffer, 1926). Par lgesla division nucléaire a été prise en
compte pour différencier les amibes et donc prapdsenouvelles classifications (Singh,
1952). Ensuite, le mode de locomotion des amibes gue le mouvement de leur cytoplasme
ont été pris en compte. Cependant tous ces critesont avérés étre limitants dans la
distinction des espéces (Jahn and Bovee, 1965 ;eladi., 1974).

Dans les années 80, l'utilisation de la microscapéxtronique a permis la mise en
évidence d'ultrastructures et de particularitéscgule de vie des amibes. Ces nouvelles
observations ont conduit a une meilleure descripties amibes déja connues ainsi qu’a celle
de nouvelles amibes. En 1987, Page proposa uneel®uslassification se basant ces
nouvelles observations : ultra-structurales, bimjogs et physiologiques (Page, 1987).
Depuis, le développement des outils de biologieéadhire a permis une révision réguliere
de cette classification.

Une classification des eucaryotes avec une hiéegimplifiée pour chaque rang a
été publiée en 2005 par Adl (Adl et al., 2005)eHl été révisée en 2012 (Adl et al., 2012)
puis en 2015 (Cavalier-Smith et al., 2015). La Fga présente la place des principaux

genres amibiens a I'intérieur des eucaryotes.



Eukaryota

Amorphea

Tubulinea i Semiconosia

Euamoebida  Echinamoebida Longamoebia Mycetozoa Discicristata

Hartmannella Vermamoeba Acanthamoeba Balamuthia Dictyostelium Naegleria

Figure 1 : Classification des principaux genres d’anibes libres
(Adl et al., 2012 ; Cavalier-Smith et al., 2015)

D’autre part, avant 2011, le genrartmannellacomprenait de nhombreuses especes
telles queH. cantabrigensis, H. lobiferanais aussH. vermiformis,fréquemment rencontrée
dans I'environnement. Cependant, certains autentsnmntré que cette derniére espece
n'était pas liée aux autres especes du genre etl@rt permis sa reclassification dans un
nouveau genre appelMermamoebalont elle constitue la seule espece sous le nonVde

vermiformis(Smirnov et al., 2011).

1.1.1.2. Morphologie

Les amibesAcanthamoeba castellansont des cellules eucaryotes, organisées en
structures complexes, comprenant de nombreux ypescuoles (Bowers and Korn, 1968).
On retrouve les organites habituels des celluleargotes : un noyau, un appareil de Golgi,
un réticulum endoplasmique et des mitochondriegufiei 2). On décrit en outre :

- les acanthapodes permettant la locomotion gracdilaments d’actine



- les vacuoles contractiles, capables d’expulseuleraexceés de I'amibe afin de réguler
'osmose

- les vacuoles alimentaires ou vacuoles de phagaeyesnettant la digestion

- le cytoplasme composé de deux parties: l'ectopageprésentant la couche

superficielle de 'amibe et I'endoplasme qui enlagtartie centrale

Microtubulus
L Nucleus

Digestive 7 Granule
[ Actin filaments

e | Acanthopodium

Centrosome

Figure 2 : Schéma de la structure dAcanthamoeba
(Reverey et al., 2015)

Ces amibes sont retrouvées sous deux formes : fomee végétative appelée
trophozoite et une forme dormante ou forme kystidues trophozoites (Figure 3) mesurent
entre 25 et 40 um et sont biologiquement actifs.olit la capacité de se déplacer par des

mouvements amoeboides et d’adhérer a certaingats@owers and Korn, 1968).

Figure 3 : Trophozoite dA. castellaniien microscopie électronique a balayage

(Collection personnelle)



Les kystes (Figure 4) mesurent entre 13 et 20 jusord biologiguement inactifs. lls
représentent la forme de résistance des amibegubrgs conditions de I'environnement
deviennent défavorables pour les trophozoites.tiviee métabolique des formes kystiques

est réduite, leur permettant une survie prolongésvers and Korn, 1969).

Figure 4 : Kystes matures dAcanthamoeba sppen microscopie électronique a balayage

(Lorenzo-Morales et al., 2008)

1.1.2.  Ecologie

Les Acanthamoebaont présentes dans tous les types d’environnemguils soient
naturels ou artificiels telles que des construcibumaines.

Ces amibes peuvent étre mises en évidence dank les poussiéres, les eaux douces
comme les lacs, les rivieres mais aussi dans les sées (Rivera et al., 1987 ; Rodriguez-
Zaragoza, 1994 ; Marciano-Cabral and Cabral, 2008)les retrouve également dans l'air
sous forme kystiqgue permettant ainsi leur disséticinaEn effet, Lawande a pu isoler 38
souches d’amibes libres sur des géloses recouvettiescherichia coli exposées a

I’lharmattan, un vent soufflant du nord vers le su@st africain (Lawande, 1983).




Les Acanthamoebaeont également retrouvées dans des environneraetifisiels
créés par 'Homme. En effet, les conditions de t@rafure, d’humidité et de nourriture
peuvent y étre favorables a leur développement.nBmbreuses études ont montré leur
présence dans les réseaux d'alimentation en eavill#ss avec une part plus importante pour
le genreAcanthamoebdJacquemin et al.,, 1981 ; Delafont et al., 201B}eskt également
possible de les retrouver dans les tours aéragéfintes des centrales nucléaires, les
systemes de climatisation mais aussi les piscihasffées ou les aquariums (Rivera et al.,
1993 ; Barbeau and Buhler, 2001).

Ces amibes ont également été isolées dans desmmeinents liés a la santé humaine
tels que les unités de soins dentaires et les ugsé@au des hopitaux. Elles sont aussi
régulierement retrouvées a la surface de lentileesontact (Larkin et al., 1990 ; Barbeau and

Buhler, 2001).

1.1.3.  Cycle réplicatif et nutrition

1.1.3.1. Cycle réplicatif

Nous avons vu que le cycle de vieAdanthamoebane se déroule que sous deux
formes : les kystes et les trophozoites (FigureContrairement aNaegleria fowlerj autre
amibe libre, il n'existe pas de stade flagellé. Lesphozoites qui sont les formes
biologiqguement actives de I'amibe se multiplient pdtose. lls représentent également les
formes infectieuses de ces protozoaires, mémesskystes sont eux aussi capables de
pénétrer dans le corps humain par voie nasaleaioeubu cutanée. Certaines especes du

genre Acanthamoebasont responsables de pathologies comme la kércliéz le sujet



immunocompétent ou I'encéphalite amibienne granatense chez le sujet immunodéficient

(https://lwww.cdc.gov/parasites/acanthamoeba/biokligy, consulté le 01/06/2016).

Acanthamoeba spp.

fi \
u 7 ¢
Amabae (cysts and "
trophozoiles) can
enter RUMAans in e t
VArUS Ways Al
a Through mr%md i
I ‘? Trophozote o g #k

Cysts and trophozoites in fissue

Figure 5 : Cycle dAcanthamoeba
(https://www.cdc.gov/parasites/acanthamoeba/biokitgyl, consulté le 01/06/2016)

Les trophozoites sont majoritaires dans les cmmditoptimales de croissances (Khan,
2009). L’enkystement se produit lorsque les coodg&i environnementales deviennent
défavorables (Marciano-Cabral and Cabral, 2003) seiccompagne de changements

morphologiques et d’un ralentissement du cycleutzhe.

:
e—
3

Figure 6 : Les différentes étapes d'enkystement 4. castellanii
(a) Trophozoite (b) Jeune kyste (c) Kyste magkienkitti et al., 1998)




L’enkystement se déroule en trois étapes (Figu&byinkitti et al., 1998):
» Pré-enkystement : le trophozoite perd sa mobditgrondit et son diamétre diminue.
» Début de la synthese de la paroi : la paroi extepmelée ectokyste est synthétisée
puis c’est au tour de la paroi interne, I'endokyste

> Phase de dormance

Les kystes, tres résistants, peuvent rester viapggglant de nombreuses années
(Sriram et al., 2008). Cette forme permet €égalemeet meilleure dissémination de I'amibe
dans I'environnement. Lorsque les conditions emnemmentales redeviennent favorables, les
amibes se désenkystent pour redevenir des troghez(iigure 7). La vacuole contractile
redevient tout d’abord visible et se déplace vangdroi, permettant ainsi au trophozoite de se
séparer de I'endokyste puis de la totalité de laipdu kyste pour reprendre son cycle de

division (Murti and Shukla, 1984).

Figure 7 : Les différentes étapes du désenkystemeditA. castellanii

(1) Kyste mature, (2 a 4) Phase de pré-émergebh@e8] Emergence du trophozoite, (9-10)
Trophozoite libre(protist.i.nosei.ac.jp/PDB/Images/Sarcodina/ac@mml consulté le 05/06/2016)



1.1.3.2. Nutrition

Les amibes du genrécanthamoeba spputilisent deux processus de nutrition : la
phagocytose et la pinocytose. Elles se nourrissams$ I'environnement de micro-organismes
tels que des bactéries, des champignons ou des Vieuprincipal mode de nutrition alors
retrouvé est la phagocytose qui permet la captudéngestion de particules solides, par
I'extension de pseudopodes qui vont entourer laqueée puis former un phagosome (Bowers,
1977).

La pinocytose permet l'internalisation de liquidaganiques et d’éléments nutritifs
(Bowers, 1977) et se fait par invagination de lambene plasmique. Ce phénomeéne,
permettant la culture des amibes libres dans ureuniutritif axénique en absence de micro-

organismes, est utilisé en laboratoire pour le trerdes souches.

1.1.4. Pathogénicité

A. castellanii peut étre responsable de pathologies humaines colameratite
amibienne ou I'encéphalite granulomateuse amibig{@®E). Des atteintes cutanées ont
également été rapportées.

La kératite amibienne est une inflammation de laé&e pouvant évoluer vers la cécité
(Seal et al., 2003). Elle est généralement retrewlz les porteurs de lentilles de contact et
associée au mauvais entretien de ces matérielgatbmlogie peut également survenir apres
un contact avec de l'eau contaminée. L'infection esusée par les trophozoitesAd’
castellanii qui se développent aprés avoir adhéré a I'épith€lcornéen. Les trophozoites
pénétrent alors I'épithélium, provoquant une inflaation du nerf optique puis une nécrose.

L’étape suivante est une invasion du stroma, degtniiainsi les fibres de collagéne et les




kératinocytes (Garner, 1993 ; Kim et al., 2006) smptomatologie de la kératite amibienne
associe un ceil rouge et une douleur oculaire gkeméemt accompagnée de photophobie.
Cependant, ces symptdomes ne sont pas spécifiquesmdlables a ceux retrouvés lors de
kératites bactériennes, fongiques ou virales. Laermgn évidence des amibes est donc
nécessaire pour établir le diagnostic.

La GAE est une infection du systeme nerveux cemiatelle dans environ 90 % des
cas et touchant principalement les patients immépoahés (Marciano-Cabral and Cabral,
2003 ; Schuster and Visvesvara, 2004). La contdioimase fait par voies respiratoire,
cutanée ou oculaire, les amibes se propageantterjgagu’a I'encéphale en traversant la
barriere hémato-encéphalique. Les principaux syme$d retrouvés sont une fiévre, des
nausées, des vomissements accompagnés d’une rdaleuque, de céphalées et de troubles
du comportement. Aprés quelques semaines a queitgoes la pathologie évolue vers le
coma et la mort du patient. Le diagnostic de la G¥dmnt difficile, il se fait souvent lors d’'un
examen post-mortem, révélant des cedémes et des zéc®sees.

Des atteintes cutanées ont été rapportées, a gypésibns nodulaires et d'ulcéres,
touchant principalement les immunodéprimés (Stemlet al., 2002). Sans traitement, ces
ulcéres peuvent évoluer vers des plaques de néctkese infections localisées peuvent
également permettre I'entréeAd’ castellaniidans la circulation sanguine, provoquant des

lésions a distance et des affections systémiques.




1.2. Les macrophages

1.2.1. Généralités

Le nom macrophage vient du grec makros = gros eigggdh = manger. Les
macrophages sont des cellules phagocytaires gentica I'immunité innée. lls ont un réle de
défense non-spécifique. Leur fonction principalé @s phagocyter les micro-organismes

pathogenes mais aussi les débris cellulaires.
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Figure 8 : Schéma de la structure d’'un macrophage
(http://www.doctorc.net/Labs/Lab5/lab5.htm considtd 0/06/2016)

Les macrophages peuvent mesurer de 25 a 50 pmadetie. Ce sont des cellules
eucaryotes organisées en structure complexe pogsgéelmombreuses vacuoles (endosomes,
lysosomes, phagosomes, phagolysosomes...). Le nsyaexeentré dans la cellule et peut
étre réniforme ou arrondi. L'appareil de Golgi estrouvé a cété du noyau et le réticulum
endoplasmique rugueux est dispersé dans le cymopla®On observe de nombreuses

mitochondries et des lysosomes situés pres de mabname cytoplasmique, pouvant se lier




aux phagosomes, formant ainsi des phagolysosomgsiréF8). Les macrophages sont
également des cellules adhérentes qui peuvent@acdé grace au cytosquelette formé de

microtubules et de filaments d’actine (Auger an¢$3d.992).

1.2.2.  Cycle réplicatif et mode d’action

1.2.2.1. Cycle réplicatif

Les macrophages sont formés au cours de I'hématespotomme toutes les cellules
sanguines (leucocytes, érythrocytes, thrombocyge®nt pour origine la moelle osseuse chez
les mammiféres adultes (van Furth, 1989).

L’hématopoiése (Figure 9) commence dans la mosleuse par les cellules souches
hématopoiétiques (CSH) qui vont donner naissance difiérentes cellules sanguines
(Birbrair and Frenette, 2016). Les CSH vont airesdsférencier en progéniteurs qui subiront
trois processus de différenciation :

- l'érythropoiése, processus permettant la fabrioatides globules rouges ou
érythrocytes

- la leucopoiése, processus permettant la fabricaksnglobules blancs ou leucocytes
(polynucléaires, monocytes/macophages et lymphskyte

- la thrombocytopoiese, processus permettant la cition des plaquettes ou
thrombocytes

Il existe deux types de progéniteurs primitifs mmoant des CSH : les progéniteurs
communs myéloides (CMP) et les progéniteurs commlymsphoides (CLP). Ces
progéniteurs primitifs se différencient ensuite progéniteurs différenciés. Les CLP

aboutissent aux progéniteurs des lymphocytes etelades dendritiques. Les CMP sont a



I'origine des progéniteurs communs granulocytamesocytaires (GMP) ainsi qu’a celle des
progéniteurs communs mégacaryocytaires érythropleet (MEP). Les MEP sont les
progéniteurs de I'érythropoiése et de la thrombegmiLes GMP sont les progéniteurs de la
leucopoiese qui nous intéresse ici. Les progémitaliiférenciés produisent ensuite des
progéniteurs tardifs qui évolueront vers des pEwns, premieres cellules
morphologiquement identifiables pour chaque lignébulaire (Fernandez and de Alarcon,

2013 ; http://Iwww.hematocell.fr/index.php/enseigeatde-lhematologie-cellulaire consulté

le 10/11/2016).
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Figure 9 : Schéma de I'hématopoiése
(http://www.hematocell.fr/index.php/enseignemeriftematologie-cellulaire consulté le 10/11/2016)

Pour la lignée monocytaire, le progéniteur tardit de type CFU-GM (Colony
Forming Unit of Granulocyte - Macrophages), il atibaux monoblastes, précurseurs de la
lignée, en présence de GM-CSF (Granulocyte Macggicalony stimulating factor), de M-
CSF (Macrophage-colony stimulating factor) ainseqdilL-3 (Interleukine 3) et d’IL-6

(Interleukine 6) (Auger and Ross, 1992). Le monsiel@volue ensuite vers les promonocytes



qui se diviseront pour donner des monocytes qutayont alors la moelle osseuse pour entrer
dans la circulation sanguine, ou ils circuleronhgent 1 a 3 jours avant de migrer dans les
organes ou ils se différencieront en macrophagesqie et al., 1997).

La dispersion des monocytes a travers l'organisen@ééoule au hasard, de fagon
continue. Lors d'une infection ou d'un traumatisman afflux en monocytes est di a
I'expression accrue des adhésines a la surfaceelletes endothéliales des vaisseaux (Auger
and Ross, 1992) es monocytes se différencient en macrophagesitnfiltration dans les
différents organes etuwant le tissu dans lequel ils se situent, ilsnpent différents noms et
morphologies (Figure 10). On les retrouve dan®ie (cellules de Kupffer), dans la rate, les
tissus lymphoides, les poumons (macrophages alws)lales os (ostéoclastes), les tissus
conjonctifs (chrondroclastes), le systeme nervaantral (microglie)... (Bosque et al., 1997 ;

Rickard and Young, 2009).
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Figure 10 : Développement et différenciation des ntaophages
(Rickard and Young, 2009)



Les monocytes en tant que réservoir réactif etrlasrophages en tant qu’effecteurs
immédiats sont des acteurss-clés de I'inflammagiosont essentiels a la défense innée vis-a-
vis des différents pathogenes. Ces cellules coestitainsi la premiere ligne de défense de

I'organisme contre les infections et font le liereal'immunité adaptative.

1.2.2.2. Activation des macrophages

L’inflammation lors des infections entraine l'action des macrophages résidents,
augmentant la production de cytokines, de chemskiamsi que le recrutement de
monocytes. On distingue I'activation des macropbddé qui est une activation dite

classique et l'activation des macrophages M2 quues activation dite alternative.
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Figure 11 : Activation des macrophages
(a) Activation classique par les cytokines de typé et les produits microbiens tel que le

LPS (b) Activation alternative des macrophagedgmcytokines de type ThZhawla, 2010)

Les macrophages M1 sont induits par les cytokirtels TFN<y et TNF«a alors que les
macrophages M2 sont induits par les cytokines Th2, et IL-13 (Gordon, 2003; Mosser,

2003; Gordon, 2008). L'activation des différentscnophages varie en fonction du micro-




environnement dans lequel ils se trouvent ainsi dge récepteurs exprimés a leur surface

(Figure 11).

1.2.2.2.1. Activation classique

L’activation classique des macrophages M1 est iff@ehciation induite par I'IFNy,
associée a un stimulus microbien comme le lipopaigisaride ou des cytokines comme le
TNF-a (Mosser, 2003 ; Martinez et al., 2006).

L’interaction entre les pathogénes et les senseethllaires, les PRR (Pattern
Recognition Receptors) entraine la production denickines par les macrophages. Cette
production permet le recrutement des cellulesiderdunité innée comme les cellules natural
killer (NK) produisant de I'lFNy. L'IFN-y active les macrophages qui vont alors produire de
I'IL-12 qui est un signal fort pour obtenir une ogse Thl. Ces cellules Th-1 vont a leur tour
produire de I'lFNy, dont la production atteint ainsi un niveau pllevé permettant alors une
activation classigue des macrophages, totale ehal@ere plus durable. Il s'agit ici d'une
activation des macrophages lors d’'une réponse irenaumédiation cellulaire. L'activation
des macrophages M1 va donc favoriser la phagocytbs®e pathogénes grace aux
immunoglobulines et au complément. En effet, ls@née de I'lFNy augmente I'expression
des TLR (Toll-Like Receptors) et des FCR (Récestelerla partie Fc des immunoglobulines)
a la surface des macrophages, facilitant de ce ldaitinteractions avec les pathogenes
(Schroder et al., 2006 ; Mantovani et al., 2007).

L’activation de cette voie permet la productionrdactifs intermédiaires de I'oxygéne
et de l'azote, induisant une activité microbicidiicace. Cette activité est associée a la
présentation de lI'antigéne par les molécules duptexe d’histocompatibilté de classe Il

(CHM 11) dont I'expression est augmentée par I'lffN-



L’activation des macrophages M1 permet la résigtagontre les pathogénes
intracellulaires comme certaines bactéries ou laesswet favorise la résistance contre les

tumeurs (Mantovani et al., 2007).

1.2.2.2.2. Activation alternative

Le terme M2 est donné aux macrophages activés naemiteque de la maniére
classique comme les macrophages M1. L'utilisatiantdrme M2 est justifiée par des
propriétés fonctionnelles similaires (comme un l&itaux d’IL-12), leur implication dans
immunorégulation ou encore le remodelage desisis€ependant, il existe trois formes de
macrophages M2 bien définies :

- M2a (a pour alternative) induite par I'lL-4 et [113

- M2b induite par des complexes immuns et des agsndg TLR

- M2c induite par I'lL-10 et par des hormones gluaticoides (Mantovani et al.,
2004).

Les macrophages activés different au niveau de l€iaepteurs, de la production des
cytokines mais aussi de leurs fonctions effectrites macrophages M2 possédent un grand
nombre de récepteurs non opsonigues comme le etreptl mannose. De plus, la voie de
I'arginase prédomine dans les macrophages M2a et Bfffrainant la production d’ornithine
et de polyamines, ce qui n'est pas le cas poumigsrophages M2b. L’IL-10 qui induit les
macrophages M2c inhibe I'expression de TLR4 et daneoie de signalisation MyD88
contrairement a I'lFN¢ qui permet I'activation des macrophages M1 (Boséti al., 2002 ;
Mosser, 2003).

La production de cytokines est differente en famctide la polymérisation des

macrophages. Les macrophages M2 ont un phénotyj@ faible et IL-10 haut permettant




'expression du CMH Il ainsi que la production d&®© NNitric Oxyde) (Gordon, 2003 ;
Verreck et al., 2004). Les macrophages M2 prodtiipen de cytokines pro-inflammatoires
comme l'lL-1, le TNF ou encore I'lL-6. CependardsImacrophages M2b sont une exception
car ils conservent une production élevée de cyeskimflammatoires tout en favorisant la
différenciation des Th2 et la production d’anticef{Mosser and Karp, 1999 ; Mosser, 2003).
L’activation alternative est définie comme unearge aux interleukines IL-4 et IL-

13. Ces molécules sont produites par les celluleslichmunité innée telles que les
polynucléaires éosinophiles ou basophiles, maissiapar les cellules de I'immunité
adaptative comme les lymphocytes Th2 (Gordon, 20083 macrophages M2 ajustent la
réponse inflammatoire et I'immunité adaptative, méient les débris et favorisent
'angiogenése ainsi que le remodelage et la répargissulaires. De plus, les variations de
phénotype accentuent ces propriétés. L'intégragibta promotion des réponses de type Il
préedominent chez les macrophage M2a alors que pgpression et la régulation de
linflammation et de I'immunité prédominent ches Imacrophages M2b (Mantovani et al.,

2004).

1.2.2.3. Mode d’action

Les macrophages détruisent les corps étrangers edesnpathogenes et informent
egalement le systeme immunitaire. Ceci se faitwairg étapes : l'infiltration dans les tissus,
la captation des particules étrangeres, l'infororatdu systeme immunitaire et enfin la
régulation du systéme immunitaif@egos, 1987)Les macrophages se retrouvent donc dans
presque tous les tissus et exercent de nombrensesohs comme la défense de I'hote,
I'élimination des débris cellulaires, mais aussideodelage des tissus ainsi que la régulation

de la réponse inflammatoire (Chawla, 2010) (Fidiite
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Figure 12 : Hétérogénéité fonctionnelle des macroplges
(Chawla, 2010)

Les macrophages captent par phagocytose des pestiétrangeres telles que les
micro-organismes pathogenes. lls phagocytent lesorairganismes en les digérant grace aux
peroxydases et aux estérageBime et al., 2002 ; Lee et al., 2003Jette étape sera
développée dans le paragraphe 3.2. La digestiost pas complete car les macrophages
présentent les antigenes aux lymphocytes T, pesintdiinformation du systéme immunitaire
en cas d’infection. La présentation des antigeadaisde trois manieres :

- présentation de I'antigene exogéne grace aux meclu CMH Il aux lymphocytes
T CD4+

- présentation de I'antigéne endogene grace aux mlekdu CMH | aux lymphocytes
T CD8+

- expression de molécules de co-stimulation permieftda réponse des lymphocytes T
de s’amplifier. Parmi ces molécules, on trouve ohésliateurs de la réponse inflammatoire

comme I'IL-1 ou les interférons, des molécules desttmulation comme les CD40, CD80,




mais aussi des cytokines permettant la modulatefodctions effectrices comme I'lL-4 ou
l'lL-12 (Medzhitov and Janeway, 1997).

Un des roles des macrophages est de phagocytdredaellules ainsi que des tissus
endommagés. Cette fonction permet en outre larisatibn des plaies. Pour cela, les
macrophages sont stimulés par la faible teneur xamgéme dans I'environnement, leur
permettant de produire des facteurs induisant eél@@nt I'angiogenese. lls permettent
également la création de tissu cicatriciel. Les nmattages sécrétent ensuite des facteurs de
croissance ainsi que des cytokines impliquées tlapsolifération des cellules épithéliales
(Mercandetti and Cohen, 2005 ; De la Torre and &h@006 ; Rosenberg and De la Torre,
2008).

La résorption osseuse est un autre réle des maageplet plus particulierement des
ostéoclastes qui sont les macrophages résidertissiuosseux. La résorption osseuse est le
mécanisme par lequel les ostéoclastes décompaestssu des os, libérant ainsi les minéraux
et entrainant un transfert de calcium de I'os Mersang (Teitelbaum, 2000). Pour cela,
'ostéoclaste se fixe sur I'ostéone puis sécretéadmllagénase ainsi que d’autres enzymes.
Par la suite de fortes quantités de calcium, denésigm, de phosphate ainsi que des produits
de collagene sont libérés dans le milieu extratzteiau fur et & mesure que les ostéoclastes
avancent, formant un tunnel dans I'os. Les osté&tetaont un réle majeur lors de certains
troubles rhumatologiques (Mensah et al., 2008). késepteurs au calcium dans la
parathyroide en contrblent la concentration sargguitne faible concentration de calcium
stimule la libération de la PTH (Hormone ParaThgmmine), qui va alors augmenter le

nombre et I'activité des ostéoclastes (Teitelba2®d0).




2. Les micro-organismes étudiés

2.1.Les bactéries

2.1.1. Klebsiellapneumoniae

2.1.1.1. Généralités

Le genre bactérieKlebsiellaa été nommé ainsi en I'honneur des travaux duabictogiste

Edwin Klebs en 1877.

2.1.1.1.1. Classification

La classification du genre bactérigtebsiellaa évolué au cours du temps. L’espéce
Klebsiella pneumoniaauparavant appelée bacille de Friedlander estitwées de trois sous-
espéeces K. pneumoniaessp. pneumoniag ozaenaeet rhinoscleromatis.Les organismes
pathogenes pour ’'Homme sont présentés dans leefi1

Les especeK. planticolg K. terrigenaet K. ornithinolytica étaient classées dans le
genreKlebsiellamais font maintenant partie du geitaoultella(Drancourt et al., 2001). De
plus, K. trevisanii n’est plus reconnue car considérée comme un symerge Raoultella

planticola
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Figure 13 : Classification du genreKlebsiellapathogene pour 'Homme
(Euzéby, 1997)

2.1.1.1.2. Morphologie

Les bactéries du gentélebsiella sont des bacilles a Gram négatif, immobiles et
souvent encapsulés (Figure 14). Ce sont des bexténaérobies facultatives dont la taille
varie de 0,3 a 1 um de largeur et de 0,6 a 6 phordpueur, formant souvent des colonies
mucoides (Abbott, 2011). Le genre comprend 77 angég capsulaires appelés antigenes K,
soit K1 a K72, K74, K79 a K82, donnant ainsi namssaa différents sérogroupes. Les especes
K. pneumonia@tK. oxytocase répartissent dans un grand nombre de sérogrolepear leur

hétérogénéité capsulaire.



Figure 14 : Klebsiella pneumoniaen (A) microscopie électronique a balayagglebsiella-

pneumoniae.org consulté le 30/08/2{B) coloration de Gram
(http://www.easynotecards.com/print_list/7661?fsd&1&pi=on consulté le 30/08/2016)

2.1.1.2. Ecologie

K. pneumoniaeest une espece ubiquitaire. On la retrouve dassedeironnements
naturels comme les sols, les eaux de surface etvég®taux ainsi que dans des
environnements artificiels tels que les réseauauet plus principalement les eaux usées. On
la retrouve également aussi dans la flore commenttal’Homme et des animaux (Bagley et
al., 1978 ; Cooke et al., 1979).

Elle colonise les individus au niveau des mugueudagestives mais aussi
nasopharyngées. Cependant, la colonisation augnmteése fortement chez les patients
hospitalisés (Haverkorn and Michel, 1979 ; Joly &synaud, 2003K. pneumonia&st une
espece que I'on peut retrouver sur les mains dsopeel et sur différents objets présents dans

les services hospitaliers.



2.1.1.3. Pathogénicité

2.1.1.3.1. Facteurs de pathogénicité

Le terme pathogénicité définit la capacité de letdrde & causer une maladie alors que
la virulence est la mesure ou le degré de pathogér{Podschun and Ullmann, 1992). Cing
types de facteurs de pathogénicité ont fait I'olg&dtudes : les antigenes de surface, les
adhésines, les sidérophores, l'ilot de pathogénieit enfin I'élément d’intégration et de

conjugaison (Figure 15).
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Figure 15 : Représentation des facteurs de pathogeéiié de K. pneumoniae
(Podschun et al., 1998)

> Antigenes de surfacel existe deux types d’antigenes exprimés auléase de

la bactérie. Le premier est I'antigene O, composaniipopolysaccharide (LPS) et le second
I'antigene capsulaire K (Williams et al., 1983).
une partie oligosaccharidique (polysaccharide eéetrchaine latérale O). Il contribue
a l'intégrité structurelle de la cellule. Il jougaement un réle dans 'adhérence aux
surfaces (formation de biofilms) ainsi que danstéraction avec différentes cellules

hotes dont les amibes libres (Shevchuk et al., RQld LPS se lie aux récepteurs



TLR4 déclenchant ainsi la cascade de la réponsninfatoire (Friedman, 2002). Il a
également été montré que la présence de LPS deplo&g moléculaire permet
I'inhibition de la fusion phagosome-lysosome (Jéonik et al., 2012).

2007). Elle est essentielle a la virulence deséves en formant un épais faisceau de
structure fibrillaire protégeant la bactérie dellegocytose et de I'effet bactéricide de
facteurs sériques (Highsmith and Jarvis, 1985 p8im-Smit et al., 1986 ; Cryz et al.,
1990). Cependant, il existe des différences ddenne importantes en fonction des
sérotypes capsulaires, corrélées avec le contemia@nose de la capsule (Podschun

and Ullmann, 1992 ; Kabha et al., 1995).

> Adhésines ces molécules jouent un réle essentiel dangdmigre étape du
processus infectieux. L'adhérence se fait prineipednt par lepili ou fimbriae qui sont des
structures protéiques non flagellaires et filamesés. Les plus rencontrés chéz
pneumoniaesont lespili de type 1 et 3 (Podschun et al., 1998). hiésde type 1 ont la plus
grande capacité d’adhérence par liaison aux résidumose (Schembri et al., 2005). lls sont
impliqués dans la colonisation des tractus resgnatet urinaire (Struve et al., 2008), mais
favorisent la phagocytose. Ledi de type 3 permettent la liaison a la membranel®akes
tissus humains, cependant leur réle en tant queuexde virulence reste hypothétique (van

Aartsen et al., 2012).

> Sidérophores ils permettent la captation du fer environnargseatiel a la
croissance et a la réplication des bactéries. DEmeellules hétes, le fer n’est pas libre mais
associé a des glycoprotéines comme la lactofed’ioe la nécessité d’'un systeme avec une

forte affinité pour le fer afin d'entrer en compidmn avec ces glycoprotéines. Les




sidérophores sont des chélateurs de bas poids uhaitécse liant au fer Been dehors de la
cellule, formant ainsi des complexes permettantdiinalisation cellulaire du fer. Il en existe
trois types: les entérobactines qui sont les @aavent rencontrées, les aérobactines
présentes dans une faible proportion de souche®gast une affinité plus faible pour le fer

(Nassif and Sansonetti, 1986) et les yersiniabast{hawlor et al., 2007).

> llot de pathogénicité il s’agit d’'un grand fragment d’ADN chromosomique

(35 a 45 kb) qui porte les génes de virulence. iéggnce de cet ilot dans le geKtebsiella
serait due a un transfert horizontal a partir droctosome défersinachez qui il a d’abord

été décrit (Koczura and Kaznowski, 2003).

> Eléments d'intégration et de conjugaison (ICH}$ sont associés aux ilots de

pathogénicité. lls contiennent des clusters de g@ssociés a la virulence et sont reliés au

caractere pathogene d’'une souche bactérienne t(lin 2008).

2.1.1.3.2. Pathogénicité

Les bactéries du genkdebsiellasont des pathogenes opportunistes qui peuvent étre
transmises par contact cutané avec des objetssuldsces ou du matériel contaminés
(Podschun and Ullmann, 1998 ; Janda and Abbott620Blles peuvent également étre
transmises d’'une personne a une autre.

Ces bactéries, particulierement redoutables clteamimunodéprimés, sont a l'origine
de pneumonies nosocomiales, de septicémies, dimfiscurinaires, d'infections de plaies

mais aussi de septicémies néonatales (Bennet &08b ; Janda and Abbott, 2006).



K. pneumoniaesst une cause importante de pneumopathies etédgmamonaires
d’origine communautaire ou nosocomiale. Sa locadinda plus fréquente se situe au niveau
des lobes supérieurs. Les symptémes les plus dsugansont la fievre, les frissons, et il est
possible de retrouver des crachats de type “gedégrakeille” (expectoration gélatineuse de
teinte rose). Des complications peuvent surveromroe une évolution de l'infection en
nécrose de I'ensemble du lobe pulmonaire (Jandahhbdtt, 2006).

K. pneumoniaeest également responsable de méningites et d’abéesbraux
entrainant céphalées, fieévre, altération de I'éeatonscience, crises convulsives avec choc
septique.

Cette bactérie est également un agent importabcd&pyogenes du foie intéressant
surtout le lobe droit. On note alors de la fiewtes douleurs abdominales prédominant au
niveau du quadrant supérieur droit, des nauséesyamissements, ainsi qu’'une diarrhée

(Peng et al., 1991).

2.1.1.3.3. Epidémiologie

Les bactéries du geni€lebsiella sont cosmopolites et causent principalement des
infections nosocomiales. Les espéces du gKfebsiellasont endémiques dans les services
de néonatologie. Les hommes adultes sont plus rables aux infections patlebsiellaque
les femmes (Janda and Abbott, 2006). Ces bactéei@gent persister plusieurs mois chez les
nouveau-nés mais seulement quelques jours a qeetguaaines chez I'adulte.

Le risque d'infection &Klebsiellaaugmente avec la durée du séjour a I'hépital, et
I'utilisation inappropriée d’antibiotiques a contldi I'apparition de béta-lactamases a large

spectre (Janda and Abbott, 2006 ; Podschun andadtni998).




K. pneumoniaest I'espéce la plus pathogéne pour 'lHomme einfections dont
elle est responsable sont associées a une morkiditéortalité importantes (Podschun and
Ullmann, 1998). Les espéces du geiiebsiella sont responsables de 16 a 43 % des
infections du systéme nerveux central. Il est gemojue les souches dé& pneumoniae
présentes dans I'environnement sont aussi virdeqte les souches cliniques (Podschun et

al., 2001).

2.1.2.  Staphylococcuaureus

2.1.2.1. Généralités

Des cocci mis en évidence dans les années 1870ddansus et des abcés ont été tout
d’abord dénommé€occobacteria septicurpar Billroth en 1874. L'especBtaphyloccocus
aureusa été décrite en 1884 par Rosenbach et nomméedagaise de sa pigmentation en

culture (Hill, 1981 ; Licitra, 2013).

21.21.1. Classification

Les genresStaphylococcydMliicrococcuset Neisseriaont été séparés en 1925 grace a
'apparition progressive des tests biochimiquesdatitification comme la capacité
d’utilisation du mannitol ou du glucose. Les tecfjuds génomiques, introduites dans les
années 1970, ont permis de préciser les classgifitgtentrainant des modifications, amenant
a la taxonomie actuelle. Le genstaphylococcus donc été définitivement différencié des
Micrococcusen étudiant 'ADN et son contenu en guanine ebgiyie, faible pour les

Staphylococcu$30 a 38%) et élevé pour Iddicrococcus(65 a 75%) (Hill, 1981 ; Bes and



Brun, 2002). Les principales bactéries du geBtaphylococcusetrouvées chez I'Homme

sont représentées dans la figure 16.

Bacteria

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Staphylococcaceae
Staphylococcus

aureus epidermidis saprophyticus capitis

Figure 16 : Classification du genreStaphylococcus
(Bes and Brun, 2002)

Grace a l'analyse du gene 16S, le getaphylococcusst classé dans la famille des
Staphylococcacea®ut comme les bactéries du gef@emella MacrococcusJeotgalicoccus
ainsi queSalinococcusLe genreStaphylococcugst composé de 47 espéeces dont 17 peuvent

étre retrouvées chez ’'Homme (Bes and Brun, 2002).

2.1.2.1.2. Morphologie

Les Staphylococcusont des bactéries en forme de coque a colordddBram positif
et généralement regroupées en amas ou en gradfssoft un diamétre d’environ 1 um,
sont immobiles et ne produisent pas de spores rgijd). Ce sont des bactéries aérobies

facultative, mésophiles, pouvant croitre & des &ratpres comprises entre 10 et 42 °C avec




un optimum a 37 °CS. aureusse distingue des autres espéeces par la produttiarpigment

doré.

Figure 17 : Staphylococcus aureusn (A) microscopie électronique a balayage
(https://www.koshland-science-museum.org/siteg/gibits/exhib_infectious/ antibiotics_02.jsp coltéile
25/08/2016)B) coloration de Gram (https:/microbitos.wordpress.com/2011/08/03/stémtyccus-
aureus-epidermidis-saprophyticeshsulté le 25/08/2016)

2.1.2.2. Ecologie

Les Staphylococcusont des bactéries ubiquitaires, que I'on peubweer dans de
nombreux sites de I'environnement comme l'eau o8 $@ls, mais aussi de maniére
commensale chez 'Homme. La bactérie colonise &aupke tube digestif ainsi que la région
périnéale des nouveau-nés.

De plus, 'Homme peut étre porteur sain de la biectu niveau des cavités nasales,
avec une fréquence de 15 % a 30 % de porteursnetido des pays (Sivaraman et al., 2009 ;
Best et al., 2011). Ces porteurs sains servens alemréservoirs pour la bactérie, permettant
ainsi sa dissémination dans la population. Lesgmess immunodéprimées ainsi que les
personnes toxicomanes par voie intraveineuse seinmésenter un portage de la bactérie au
niveau des cavités nasales plus important queske e la population (Sivaraman et al.,

2009).




Les différents facteurs de risque d’'infection$.aaureussont le sexe (les hommes
étant plus touchés que les femmes), I'age, I'é&shyd, le diabéete, mais aussi la présence d’'une
insuffisance rénale ou d’'une pathologie pulmon&teaureugpeut étre retrouvé sur la peau et
disséminé par aérosol a partir du rhinopharynxplDse, la bactérie peut étre retrouvée sur les
vétements ainsi que dans les poussieres permatteniune transmission indirecte (Wertheim

et al., 2005).

2.1.2.3. Pathogénicité

2.1.2.3.1. Facteurs de virulence

Les infections &. aureusont dues a une succession d’'étapes ou la bactenettre

en ceuvre des facteurs de virulence ainsi que d#8msgs d'évitement des défenses de I'hote

(Caby et al., 2009).

> Les protéines de surfacd.es protéines de surface sont nombreuses ehtjoue

un réle initial dans l'infection &. aureusElles possédent une séquence signal sécrétrice, une
partie dans le cytoplasme composée d'acides anthasgés positivement, un domaine
hydrophobe qui se trouve dans la membrane et enfen zone d’'ancrage dans la paroi
cellulaire (Lowy, 1998).

Certaines de ces protéines possédent un domaitiaigtn, leur permettant d’avoir
des propriétés d’adhésine. La protéine A peutesedlila partie Fc des immunoglobulines, ce
qui lui confere des propriétés antiphagocytairestteCfixation crée une interférence entre la
phagocytose et I'opsonisation rendant moins eféiclaction du systéme immunitaire

(Flandrois, 1997). Les protéines MSCRAMM (Microbiaurface Components Reconizing




Adhesive Matrix Molecules) sont caractérisées par tapacité a se lier a des éléments de la
matrice extracellulaire comme la fibronectine, aignt un réle dans la capacité d’invasion
des tissus de I'h6te p&. aureuspermettant la colonisation sans |ésion préal@Hkndrois,

1997).

> Les protéines sécrétéedde nombreuses molécules sont produites par les

staphylocoques et sont regroupées en fonctionwtentiécanisme d’action. On retrouve des
cytotoxines, des toxines et des enzymes.

modifications pro-inflammatoires dans la celluleesOmodifications engendrent des

dommages cellulaires et participent a I'infectioicnmbienne (Lowy, 1998).

cellules immunitaires de I'néte. On décrit une figa aux cellules cibles, ce qui

provoque la formation de canaux membranaires p&antdtéchange d’ions. La fuite

osmotique du contenu cellulaire, et plus particaligent de I'ATP provoque

I'apoptose cellulaire et favorise la disséminati@ctérienne dans I'héte (Bantel et al.,

2001). Les toxines les plus connues sont :

- Les entérotoxines, responsables d’intoxicationmetitaires et de chocs toxiques,
se lient aux protéines du CMH IlI, ainsi gu'au TCR Cell Receptor) des
lymphocytes T. Cette interaction entraine une fprteduction de cytokines et de
médiateurs de linflammation, responsables de lmpgmatologie (Flandrois,
1997 ; Vincenot et al., 2008).

- La TSST-1 (toxine du syndrome du choc toxique $poasable du choc toxique

staphylococcique (Flandrois, 1997).




- Les toxines exfoliatives responsables d’'érythéntedeedécollements de la peau
par fixation a des protéines cutanées intracetkgajFlandrois, 1997; Vincenot et
al., 2008).

Elles sont responsables de la destruction desstisigul'hGte et permettent aux

bactéries de disséminer dans les tissus mais drirdans la pathogénicité n'est pas

clairement défini. Parmi ces enzymes, on peut uego:

- la béta-lactamase qui se trouve dans la membratuplagmique. Elle permet
I'inactivation de la pénicilline, entrainant la istance des bactéries a cet
antibiotique et a ses dérivés ainsi qu'aux céplpalidses (Lowy, 1998).

- la coagulase qui se fixe a la prothrombine, formant complexe appelé

staphylothrombine. Ce complexe polymérise le fibgiene en fibrine, formant un

caillot qui permet une protection & aureusontre la phagocytose (Lowy, 1998).

Les protéines de surface sont synthétisées lola piease exponentielle de croissance
et sont sécrétées lors de la phase stationnaisedi@érents facteurs de virulence sont régulés
principalement par le systenagr (accessory gene regulator) qui permet la répresigola
transcription de protéines de la membrane celkil§@oagulase, protéine A) mais aussi
I'activation de la transcription de différentes pratéines (hémolysine, TSST-1). Ce systeme
permet, en fonction de la densité bactérienne,plhyéguler 104 genes et d’hypo-réguler 34
autres. Lorsque la densité bactérienne est fdibleystemeagr n'est pas activé, entrainant
majoritairement la synthése des protéines d’adicérafors que la forte densité bactérienne
active le systemegr permettant principalement la synthese d’enzymed’le@émolysines

(Lowy, 1998 ; Dunman et al., 2001 ; Bronner et2004).




2.1.2.3.2. Pathogénicité

Il existe deux types d'infection &. aureus les IAH (infections acquises en milieu
hospitalier) qui touchent principalement les permmnagées et les IAC (infections acquises
communautaires) impliquant principalement les etsfagt les adolescents (Maltezou and
Giamarellou, 2006).

On retrouve deux types de syndromes : les toxémstishylococciques (dues aux
toxines produites lors d’une infection ou présemlt@ss les aliments ingérés) et les infections
suppuratives (dues a une invasion des tissusapapture des barriéres physiologiques, puis
une multiplication de la bactérie suivie d’une destion des tissus) (Lowy, 1998 ; Batard et

al., 2007).

»  Les infections suppurativesce sont des infections locales ou locorégionales

au niveau cutané, sous-cutané ou au niveau desemsegl Elles déterminent, entre autres,
des panaris, des abcés ou des furoncles. Les,plaiele que soit leur origine, le diabéte, les
traitements immunosuppresseurs ainsi que les téfimmunitaires favorisent ces infections a
partir d'une simple colonisatiorS. aureusest également responsable d’infections ORL
comme des otites, des sinusites ou des anginesd(Bla, 1997). Des infections profondes
peuvent compliquer les infections superficiellesjuyant entrainer des septicémies,
responsables d’abces bulleux, d’ostéomyélites, diieardites ou d’'abcés cérébraux

(Vincenot et al., 2008).

> Les toxémies S. aureusest responsable d’intoxications alimentaires aprés
I'ingestion de toxines présentes dans des alinmmteaminés (viande, produits laitiers). Elles

provoguent la synthése d’acide arachidonique giliaagniveau gastro-intestinal, entrainant




diarrhée et vomissements (Vincenot et al., 2008s toxines peuvent également étre
responsables d’entérocolites qui surviennent lansedantibiothérapie, responsables de fiévre
et de diarrhée sanglante (http://cnr-staphylocaognéslyonl.fr/iwebapp/website/
website.html?id=2021394&pageld=129389 consulté ¥0D2016). Les autres infections
causées par les toxines sont le syndrome de chxaguo staphylococcique, di a la toxine
TSST-1 (fievre, hypotension, diarrhée, vomissemeaniglgies...), des toxémies cutanées ou
encore des pneumopathies nécrosantes (http:/@pimdbcoques.univ-lyonl.fr/iwebapp/

website/website.html?id=2021394&pageld=129389 civéde 05/09/2016).

2.1.2.3.3. Epidémiologie

Les infections &. aureusont augmenté au cours des derniéres années damsbe
entier. En 2003, la bactérie a été responsabld®@®d0 hospitalisations aux Etats-Unis dont
19 000 décesS. aureusest la principale cause d’endocardites (30 %)setasponsable d'un
nombre croissant de bactériémies dans les hop{Bawxcher and Corey, 2008).

Aprés une étape de colonisation, 20 % des indsvidains deviennent porteurs
chroniques de la bactérie et 30 a 50 % seront yrsriatermittents. Les porteurs chroniques
sont colonisés par une seule souche présente &m doiantité alors que les porteurs
intermittents sont colonisés par différentes soschefil du temps, et en quantité plus faible

(Wertheim et al., 2005).




2.2.Les champignons Aspergillus fumigatus
2.2.1. Généralités

Micheli, en 1729, a donné le nomAdpergillusa ces champignons en référence a leur
forme, ressemblant au goupillolgpergillum en latin) utilisé lors des messes pour la
bénédiction Aspergillus fumigatus été décrit pour la premiere fois en 1896 pamokariste

Fresenius.
2.2.1.1. Classification

La premiere classification du gentgergillus a été proposée en 1926 par Thorn et
Church, regroupant alors 69 espéces (Thom and Ghui®26). De nombreuses
classifications sont ensuite apparues, jusqu’'& gebbposée par Pitt et toujours utilisée de nos
jours (Pitt, 1994). Elle tient compte de la nomahale publiée en 1965 par Raper et Fennell,
mais aussi de la division du genre en sous-groppgsosée par Gams en 1985 (Figure 18)
(Raper and Fennell, 1965 ; Gams et al., 1985).

Les champignons sont classés en fonction de lewende reproduction sexuée ou
asexueée. Une partie des espéces du gespergillusest connue pour avoir une reproduction
sexuée et est donc classée dans I'embranchemerAstesnycetes et I'autre partie, sans
reproduction sexuée connue, est classée dans bBewctiement des Deutéromycetds.
fumigatusappartient aux Ascomyceétes car son mode de regtioduisexuée est connu depuis
2008 (O’Gorman et al., 2009).

A. fumigatusest I'espéce la plus fréquemment pathogene chiearime et les oiseaux.

D’autres champignons du genspergilluscommeA. terreus A. niger ou encoreA. flavus

L)



peuvent également étre responsables de patholbgsines (Jones and Orosz, 2000 ;

Kunkle, 2003).

Ascomycota

Eurotiomy

Eurotiales

Trichocomaceae
Aspergillus

fumigatus terreus niger flavus

Figure 18 : Classification du genreAspergilluspathogene pour 'Homme
(Bennett, 2010)

2.2.1.2. Morphologie

A. fumigatuspousse en culture sous la forme de colonies béntdut d’abord, puis
qui prennent une coloration bleu-vert, virant etesaiu vert foncé (Figure 19). Ce sont des
colonies extensives, de croissance rapide (488s peuvent croitre de 4 cm en 7 jours a des

températures avoisinant 37 °C (Schmidt and Wo#87).




Figure 19 : Aspect d’'une colonie dAspergillus fumigatussur gélose
(http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2008/miller_meleffRoduction.htm consulté le 15/09/2016)

A I'examen microscopique A. fumigatuson retrouve une vésicule hémisphérique de
20 a 30 um portant des phialides paralléles etligs et se situant uniquement sur la partie
supérieure de la vésicule. De ces phialides naisdes spores, ou conidies, vertes,
globuleuses et échinulées d’'un diametre d’enviam3Les tétes aspergillaires sont portées
par des filaments appelés conidiophiores, qui, tess dA. fumigatussont courts, lisses et
incolores (Figure 20A) (Chermette and Bussiéra83)9 es filaments @&. fumigatusont un
diamétre fin et constant, sont septés et présedestramifications réguliéres (Figure 20B)

(McCormick et al., 2010).

Figure 20 : Morphologie d’A. fumigatus(A) Téte aspergillaire (B) Filaments dA.

fumigatus
(http://edupedia.jimdo.com/fran%C3%A7ais/champigiaonsulté le 15/09/2016)




A. fumigatugposséde un métabolisme aérobie et participe aulege du carbone et
de l'azote qui se trouvent dans son environnent@atchampignon thermophile peut pousser

jusqu'a 55°C (Pasanen et al., 1991).

2.2.2. Ecologie

Les champignons du gendespergillusdisséminent dans I'environnement grace a leurs
conidies. En effet, la petite taille de ces stregsuainsi que leur hydrophobicité, entraine une
mise en suspension facile dans I'air, permettansiaie les retrouver dans de nombreux
environnements, allant des milieux naturels a déigum artificiels comme les systemes de
climatisation, la concentration des spores atteigde 1 & 100 sporesim’air (Desoubeau
and Chandenier, 2010). On retrouve également mes@spergillaires sur les plantes, que ce
soit sur les feuilles, les fleurs ou les fruits,isr@ussi dans la paille, dans les pots de fleurs et
sur la surface des murs dans les locaux humides.

Les champignons du gendaspergillussont des champignons saprophytes et possedent
une grande résistance aux agents extérieurs. Bf) gffi'y a que la dessiccation et la forte
chaleur (100 °C) qui peuvent tuer les spores asila@rgs. Les champignons du genre
Aspergillussont ubiquitaires mais on les retrouve plus palifcement a la fin de I'été, en

automne et en hiver dans les régions tempéréegg L 8#999).




2.2.3.  Cycle de vie et cycle infectieux
2.2.3.1. Cycle de vie

Les champignons du gendesspergillusse multiplient principalement de fagon asexuée
(Figure 21). Pour cela, les conidies germent parmér les hyphes donnant ainsi un
mycélium qui se couvre de tétes aspergillaires. Béss produisent de tres nombreuses
conidies qui seront libérées dans I'air, pouvagsbnemencer alors un nouveau cycle asexué
de développement (Adams, 1995 ; Adams et al., 1998)

Certaines espéces se reproduisent également déermaeikuée (Figure 21). Ce mode
de reproduction fait suite a une méiose entraitaafdrmation d’asques contenant des spores
appelées ascospores. Les asques sont regroupégsudanstructure appelée ascocarpe

(cléistothéce pour I'espede nidulang (O’Gorman et al., 2009).
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Figure 21 : Cycle de vie dAspergillus
(Casselton and Zolan, 2002)




2.2.3.2. Cycle infectieux

Le cycle infectieux dAspergilluscommence par la production de conidies qui sont
secondairement dispersées dans l'air. Les confubesent ainsi étre retrouvées aussi bien
dans le milieu extérieur que dans le milieu intérieLa principale voie d'infection de
I’'Homme est I'inhalation des conidies présentessdair. Ces conidies vont ensuite parcourir
I'arbre bronchique jusqu’aux bronchioles (Figurg @2orris et al., 2000).

Chez les individus sains, les conidies, qui ne paist évacuées par le mucus sécrété
dans les poumons, vont rencontrer les cellulehépales ou les macrophages alvéolaires qui
assureront leur phagocytose et de leur destrudties.conidies échappant a la phagocytose
par les macrophages peuvent germer, devenantlaioiile des polynucléaires neutrophiles.
Cependant, lorsqu’il existe un dysfonctionnemerd défenses immunitaires de I'héte, une

aspergillose invasive peut se développer (DagemaKeller, 2009).

Corticosteroid-induced immunosuppression:
PMM recruitment and tissue damage

Basement ~ R S
membrane o

Sporulation Inhalation of airborne conidia Conidial germination in
absence of sufficient
pulmonary defenses

Neutropenia:
excessive hyphal growth and dissemination

Figure 22 : Cycle infectieux dA. fumigatus
(Dagenais and Keller, 2009)




2.2.4. Pathogénicité

2.24.1. Facteurs de virulence

Il existe de nombreux facteurs de virulence chefumigatugAbad et al., 2010) qui
vont lui permettre de survivre et de se développeniveau pulmonaire (Dagenais and Keller,

2009).

> La paroi: elle assure la protection du champignon. Il §’dlyine paroi rigide
qui intervient dans la virulence Al' fumigatusen lui permettant de franchir les barrieres
anatomiques. De plus, la paroi est impliquée dassptincipales interactions avec I'hote et
représente la cible premiére du systeme immunithaeparoi agit donc comme une armure
pour le champignon, mais aussi comme une armeecthéite (Latgé, 2007, 2010). Elle est
constituée a 90% de polysaccharides comme-E8-glucanes ou les £43)-B-D glucanes

mais également de protéines (Abad et al., 2010).

> Capacité d’adaptationA. fumigatusa la capacité de croitre jusqu’a 55 °C et de

survivre a des températures allant jusqu’a 75°GteGhermotolérance lui permet d’infecter
'Homme et de s’y développer (Dagenais and Kel®309). A. fumigatusest également

capable d’adaptations nutritionnelles. En effetdisponibilité en nutriments est essentielle
pour la survie et la croissance du champignon. Rauver les nutriments qui lui sont
nécessairesAspergillus est capable de lyser les tissus grace a des emzgorame les

phospholipases. Le champignon utilise égalementsitsrophores afin d’absorber le fer
présent chez I'hote et qui lui est nécessaire gaucroissance (Abad et al., 2010 ; Moore,

2013).



> Echappement au systeme immunitairda paroi, la mélanine, les

hydrophobines, mais aussi certaines enzymes favri®&chappement du champignon au
systeme immunitaire. Les conidies ont, grace a [etite taille, la capacité d'atteindre
directement les alvéoles pulmonaires (McCormickakt 2010). De plus, les cellules
épithéliales ne semblent pas pouvoir les détruarepgmagocytose, créant un point de départ
potentiel pour la dissémination (Abad et al., 201G) mélanine est également importante
dans la virulence. La pigmentation des conidiesmpér d’'inhiber [lactivation des
polynucléaires neutrophiles et de protéger le cligmom contre les ROS (Reactive Oxygen
Species) (Abad et al., 2010). Les hydrophobines des protéines constituant une couche
hydrophobe sur la paroi des conidies, protégeacthampignon du stress oxydant pouvant le

détruire, principalement dans les macrophages k&livés (Paris et al., 2003).

> Capacité d’invasion I'angiotropisme dA. fumigatusest favorisé par un

gradient en oxygéne et en sucre existant entrisde pulmonaire et le sang et qui permet la

stimulation de la croissance du champignon dasarig (McCormick et al., 2010).

> Résistance aux antifongique#\. fumigatusest un champignon capable de

former des biofilms composés de structures fongigureourées d’'une matrice extracellulaire
complexe. Cette structure peut conférer au charopigme résistance aux antifongiques

participant ainsi a sa virulence (Seidler et 80 ; Kaur and Singh, 2014).

> Propriétés allergisantesA. fumigatussynthétise des protéines allergenes qui

sont au nombre de 23 (Asp f-1 a Asp f-34), pouvenitainer une réponse immunitaire de

type allergique chez certains malades (Abad e2@l.0).



2.2.4.2. Pathogénicité

A. fumigatuspeut étre responsable de phénomenes immuno-gllegyi de formes
chroniques, d’'infections localisées ou d’infectialisséminées selon le terrain (Tell, 2005).

Les voies respiratoires sont le premier site dergsation et d’infection. Cependant,
les infections aspergillaires sont peu fréquentesz cun individu sain, si I'on excepte les
infections des sinus et plus rarement du conduiiti@Saint germain and Summerbell, 1996;

Kosalec and Pepeljnjak, 2005). On distingue :

> Les aspergilloses immuno-allergiques elles comprennent ['aspergillose

broncho-pulmonaire allergique ou ABPA, I'asthmeeagylaire, la rhinosinusite fongique et
l'alvéolite allergique extrinseque qui survienndatplus souvent en cas de contacts répétés

avec les spores aspergillaires (Latgé, 1999).

> Les asperqgilloses pulmonaires chroniques

o L’aspergillome: A. fumigatusse développe dans une cavité pulmonaire
pré-existante (tuberculose...). Les spores pénealens dans la cavité et la tapissent
formant secondairement une balle fongique. Cettendo est le plus souvent
asymptomatique mais peut engendrer une toux, dectations et des hémoptysies
(Riscili and Wood, 2009).

o L'aspergillose _pulmonaire__chronique _cavitaiest définie par la
formation de cavités contenant ou non un aspengdloresponsable de symptémes

pulmonaires mais aussi de fievre et d’'une altématie I'état général du patient

(ANOFEL, 2016).



o L’asperqgillose pulmonaire chronique fibrosaest une complication de
I'aspergillose pulmonaire chronique cavitaire, aimtant une destruction fibrotique
séveére et une perte de la fonctionnalité du pouimiecté (ANOFEL, 2016).

o L'aspergillose_pulmonaire chronique nécrosaet# une forme rare
d’infection aspergillaire, entre la forme invasivet la forme chronique de
I'aspergillose. Elle concerne les patients présgntme immunodépression modérée
gui souffrent d’'une pathologie pulmonaire sous+eell s’agit d’'une invasion locale
du parenchyme pulmonaire aboutissant a la destrugissulaire, d’évolution lente
sans invasion vasculaire ni dissémination. Lescipaux symptomes sont une toux

productive, des hémoptysies, de la fievre, une éasth et un amaigrissement

(Yahyaoui et al., 2014).

> Les asperqilloses localisées :

mauvais pronostic, touchant les sujets immunod@wimLes patients atteints
présentent une neutropénie profonde et prolongéeune immunodépression
thérapeutique (corticothérapie, anti—-TNF, chimiodipge anticancéreuse). La
symptomatologie est peu spécifigue, pouvant assdiéwre, toux et douleurs
thoraciques. La mortalité malgré le traitement ava les 50%. L’évolution de la
pathologie peut entrainer une dissémination forggidans d’autres organes comme le

cerveau ou la peau (Dagenais and Keller, 2009).




> Autres infections

fumigatus L’exposition par voie alimentaire ou par inhadatia ces mycotoxines peut
engendrer des affections chroniques (allergies)des atteintes plus aigies chez
I’'Homme ou chez les animaux, souvent plus touch&suae de leur alimentation riche

en céréales (Nieminen et al., 2002 ; Reijula anohTiu2003).

2.2.4.3. Epidémiologie

L’aspergillose est une maladie qui touche I'Hommeismaussi les animaux
(principalement les oiseaux). Les pathologies détetes par le champignon ne sont pas
transmissibles. Chez I'Homme, il s’agit de la démx¢ cause de maladie nosocomiale
d’origine fongique aprés les candidoses (Guillat &nermette, 2001). L’aspergillose est une
maladie qui survient lors d’une contamination devVironnement. En milieu hospitalier, le
nombre d'aspergilloses invasives augmente lorsgee tdavaux de construction ou de
rénovation ont lieu a proximité des services hébang des patients immunodéprimés
(Vonberg and Gastmeier, 2006). Des spores aspergdl ont également été retrouvés dans

les réseaux d’eau hospitaliers (Anaissie et abD220

2.3.Les adénovirus

2.3.1. Généralités

Le premier adénovirus (AdV) a été découvert en 1988 Rowe a partir d'un

prélevement amygdalien et de sécrétions respiestgRRowe et al., 1953). Une cinquantaine



de sérotypes d’adénovirus humains ont été ensdtés et répartis en 6 sous-groupes (notés
de A a F). La famille deAdenoviridaedéfinie en 1976, n’était composée a l'origine gee
deux genres: ledMastadenoviruset les Aviadenovirus(Norrby et al., 1976). Le genre
Mastadenoviruscomprend les AdV qui infectent de nombreux mamragge incluant
'Homme. Les virus du genrdviadenovirusinfectent uniquement des oiseaux. En 1998,
Benko a mis en évidence un troisieme genre du riédiadenovirugpossédant un fort taux de
bases A et T dans son génome. Les hdtes de ce gentesimilaires a ceux des
MastadenovirugBenkd and Harrach, 1998 ; Davison et al., 2008)quatrieme genre de la
famille appeléSiadenovirugdécrit en 2003 n’est composé que de deux espsckE®Rs$ chez

une grenouille et différents oiseaux (Davison gt24103).

2.3.2.  Morphologie

Les adénovirus ont un diametre de 60 & 110 nnsolté non enveloppés et constitués
d'une capside icosaédrique (Figure 23). La capsisie composée de trois protéines de
structure : I'hexon qui est le constituant des $atte I'icosaedre, la base du penton et la fibre
qgui s'associe a la base du penton pour former umptexe a chacun des douze sommets
(Russell, 2000).

Une particule virale comporte plus de 2700 polyplsst avec une masse molaire
d’environ 150 MDa. Le génome viral est un ADN daubtin linéaire d’environ 36000 paires
de base (36 kpdb) non segmenté et représente El&naasse totale du virus (Roberts et al.,

1984).




\ DNA genome

Figure 23 : Structure d'un adénovirus
(https://fr.dreamstime.com/images-libres-de-drettsicture-d-adnovirus-diagramme-de-vecteur-imag@ 3829
consulté le 15/08/216)

2.3.2.1. Structure de la capside

La capside des adénovirus est composée de traml@gaparties : les protéines de
capside, le core protéique et enfin les protéinegunes ou protéines ciment (Figure 24).
Les protéines de capside sont I’hexon, la baseetitop et la fibre qui forment chacune des
faces de la capside. Les différentes protéines umise permettent la stabilisation de la
capside. Les protéines du core protéique sont g&soau génome viral.

La capside est composeée de 20 faces et 12 sonfinetgue face est formée par douze

hexons a I'état trimérique. Les sommets sont forpesles bases du penton, sous forme de

pentamere (Russell, 2000).
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Figure 24 : Structure de la capside d'un adénovirus
(Russell, 2000)

L’hexon formant les différentes faces de la capsdt aussi appelé protéine Il. C'est
la protéine la plus abondante des protéines stalesidu virus, représentant 63% de la masse
totale des protéines (Rux et al., 2003). Au coersadéplication, 'hexon a un réle important
dans le transport du virus du cytoplasme vers yandSuomalainen et al., 1999).

La base du penton ou protéine Il est la deuxienoééme majeure de la capside des
adénovirus. Elle est présente en 60 copies maisuiausous forme de pentameére. Elle permet
une association avec la fibre qui se projette &rgdur sommet vers I'extérieur du virus. Cette
association représente le penton qui est respansigbl’attachement et de I'entrée du virus
dans la cellule. La base du penton semble étreiqod® dans la libération des particules

virales des endosomes (Greber et al., 1993).




La fibre ou protéine IV est la derniére protéingeuee de la capside. Il en existe 36
copies, assemblées en trimeres au niveau des Ifetsrde la capside. Cette protéine permet
l'interaction avec le récepteur primaire lors derdaonnaissance de la cellule. La fibre est
composé de trois parties : la queue N-terminalesguiflexible et permet I'interaction avec la
base du penton, la tige qui est rigide et de longuariable en fonction du sérotype, et enfin

la téte C-terminale qui permet l'interaction avecécepteur primaire (van Raaij et al., 1999).

Les protéines mineures sont des protéines cingnt,permettent le maintien et
I'étanchéité de la capside. Elles jouent égalemantréle pendant son assemblage et la
décapsidation (Burnett, 1985). Les protéines mieggont les protéines llla, IX, VI et VIII.
La protéine llla se trouve en 60 exemplaires €étatl monomérique dans la capside (van
Oostrum and Burnett, 1985). Cette protéine estcéss@ la base du penton du c6té interne de
la capside et joue un réle dans I'assemblage d#isydas virales (Chroboczek et al., 1986).

La protéine IX est la plus petite des protéines emias et est spécifique des
mastadénovirus. Il existe douze copies de cetti&imo par face, réparties en quatre triméres
(Colby and Shenk, 1981 ; Fabry et al., 2005). Cett#éine posséde un role structural, en
augmentant la stabilité du virus (Colby and Sherd81). La protéine VI se trouve du cété
interne de la capside. Cette protéine permet deemtear la capside avec la nucléocapside du
virion. En effet, elle est associée a I'hexon amsa I'’ADN du virus (Matthews and Russell,
1994, 1995). De plus, cette protéine joue un ralesdes étapes de propagation et maturation
du virus. La protéine VIII joue un role dans laksligation structurale du virion (Liu et al.,

1985).




2.3.2.2. Structure du génome

Le génome des adénovirus est constitué d’'un ADNokobrin linéaire d’environ 36
kpb. Il est encadré par deux séquences utiles paitiation de la réplication : les ITRs
(Inverted Terminal Repeats). De plus, le génomeassbocié a quatre protéines qui sont les
protéines du core (protéines V, VI, u et la pnogéilrP [Terminal Protein]), formant ainsi le
nucléoide. Le génome est organisé en plusieuréautranscriptionnelles, retrouvées dans les
deux sens de lecture (Figure 25). Leur expressimualifféremment en fonction du moment
du cycle viral. On retrouve deux sortes de gernes génes précoces (E pour early) transcrits
avant la réplication virale et les géenes tardifp@ur late) transcrits apres la réplication virale
(Russell, 2000).

La région E1A du génome code pour des protéinegonssbles d'une activité
transcriptionnelle et d’une induction des celluwess la phase S. La région E1B code pour
des protéines inhibant I'apoptose, la région E2rpdes protéines impliquées dans la
réplication de I’ADN viral : la polymérase, la péite TP et la DBP (DNA Binding Protein).
La région E3 permet de coder des protéines impdisiatans I'évasion du virus vis- a- vis de
la réponse immunitaire, et la région E4 pour desdmes mises en jeu lors de la réplication,
la transcription de 'ARNm, le transport membrapaifta traduction et la résistance a
'apoptose. Les génes tardifs, eux, codent pourplegéines structurales, permettant la

construction de la capside (Russell, 2000).
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Figure 25 : Organisation du génome des adénovirus
(Russell, 2000)

La protéine TP est une protéine de 55 kDa assomix extrémités 5 du
génome viral, permettant sa circularisation pamition d’'un dimere. Elle est impliquée dans
la réplication initiale de 'ADN (Mysiak et al., 2@). La protéine V, de 42 kDa, interagit avec
la base du penton, ainsi qu'avec des protéinesuresegpermettant la liaison entre la capside
et le coeur du virion (Chatterjee et al., 1985)e Et également impliquée dans le transport de
I’ADN viral vers le noyau cellulaire (Matthews aRulissell, 1998).

La protéine VII d’environ 17 kDa est produite es@dases tardives de la maturation.
La protéine VIl se lie a 'ADN non encapsidé, pus complexe sera encapsidé dans la
particule virale (Zhang and Arcos, 2005). Le rodela protéine p, d’environ 5 kDa, n’est pas
encore connu mais elle pourrait étre impliquée dbascapsidation du génome viral

(Chatterjee et al., 1986).




2.3.3.  Pathogénicité

2.3.3.1. Cycle viral

Le cycle viral complet des adénovirus dure de 3baheures, produisant un grand
nombre de nouveaux virions. Il se découpe en plusigrandes phases (Figure 26) :
> La reconnaissance et la fixation du virus a soaptsEur
L’internalisation
La phase précoce d'infection
La phase de réplication de I’ADN viral

La phase tardive d’infection

vV V VYV VvV V

La lyse cellulaire et le relargage des virus néofs

La reconnaissance et la fixation du virus ainsi ljoternalisation dans la cellule cible
se font par l'intermédiaire de récepteurs primagiesecondaires se trouvant sur la cellule.

Cependant, trois types de cycles peuvent étresésafiar les adénovirus :

- Le cycle lytique entrainant la production de paifés virales et la lyse de la
cellule infectée,

- Le cycle abortif qui est un cycle Iytique n’abosgtst pas, donc ne produisant
pas de particule virale

- Le cycle transformant, qui se déroule lorsque tesvinfecte une cellule non
permissive, immortalisant ainsi la cellule infectée déclenchant le développement de

tumeurs cancéreuses.
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Figure 26 : Cycle d’infection et de multiplicationdes adénovirus
(Waye and Sing, 2010)

Entrée du virus dans la cellule

Le premier événement du cycle viral est I'attacketrdu virus a la cellule cible, par

l'intermédiaire de la téte de la fibre. En effad|le-ci permet la liaison du virus a la membrane

cellulaire par I'intermédiaire d’'un récepteur prinea Le récepteur primaire sera différent en

fonction du sérotype du virus. Les principaux réeaps identifiés sont le récepteur CAR

(Coxsackie and Adenovirus Receptor) pour les soogpg A, C et F, tandis que le sous-

groupe D utilise I'acide sialique, et le réceptewembranaire CD46 est utilisé pour les virus

du sous-groupe B (Bergelson et al., 1997 ; Arnle¢ia., 2000 ; Gaggar et al., 2003).

Ensuite, la base du penton interagit avec degnnis. Les principales intégrines

reconnues par les adénovirus sont les intégning3 etovp5 (Wickham et al., 1993). La base

du penton interagit avec la sous-unitde ces intégrines. Cette interaction permet l&ntiu

virus dans la cellule par endocytose. Par la sb@&egdosome va fusionner avec un lysosome

L)



entrainant une acidification de la vésicule. Cedi®dification va ainsi permettre une
déstabilisation de la structure de la capside (8radb al., 1993), suivie de l'action de la
protéase virale permettant la libération du géneired dans le cytoplasme (Wiethoff et al.,
2005). Une fois dans le cytoplasme, ce génometsaraporté vers le noyau ou il va pénétrer

(Greber et al., 1997).

Phase précoce d’infection

Lorsque le génome viral est entré dans le noyesigenes précoces sont exprimés,
permettant la préparation de la cellule a la ré@gilbn virale mais la protégeant également
contre les mécanismes de défense immunitaire. €&dfge permet d’entrainer la cellule en
phase S qui est la phase de synthése de 'ADN.|D® f[ors de cette étape, des protéines
bloquant I'apoptose sont synthétisées, afin d’emegéklarrét du cycle cellulaire (Berk, 1986 ;

Chiou et al., 1994).

Réplication du génome viral

Le début de la réplication du génome viral estdbut de la phase tardive d’'infection.
Cette réplication débute au niveau des ITRs eblgnpérase virale utilise le précurseur de la
protéine TP comme amorce. L'initiation de la réplion débute par la liaison entre la
protéine TP et un nucléotide désoxycytidine mongphate. La polymérase va ensuite copier
le brin d’ADN pendant la phase d’élongation aidée ld protéine DBP qui permet le

déroulement de la molécule d’ADN (Dekker et al.971p

Phase tardive d’infection
Les régions tardives du génome viral sont expramées protéines de la capside sont

produites et transportées dans le noyau. Les pestéile la capside vont alors s’assembler




dans le noyau pour former des procapsides ou lengérviral sera incorporé (Perez-Romero
et al., 2006). Les capsides vont ensuite subirmaaturation grace a la protéase virale puis

s’accumuler dans le noyau de la cellule infectée.

Lyse de la cellule infectée

La protéine ADP (Adenovirus Death Protein) va dacher la lyse de la cellule
infectée libérant ainsi les virus néoformés danmikeu extracellulaire. Ces virus pourront
alors infecter de nouvelles cellules et recommencenouveau cycle viral (Tollefson et al.,

1996).

2.3.3.2. Pathogénicité

Les adénovirus se transmettent par contact dined€co-oral, par voie respiratoire,
par les sécrétions conjonctivales et plus rarepanimmersion dans une eau contaminée.

lIs sont responsables de maladies bénignes : iafsctespiratoires, gastroentérites,
infections oculaires... Les principales pathologiastsépertoriées dans le tableau 1.

Les tableaux cliniques des atteintes respiratsioas divers : rhinites, pneumopathies
ou bronchopathies. Les patients immuno-dépriméserdisouffrir de complications séveéres.

La maladie associée a certains sérotypes dépeladviee d’infection par le virus. En
effet, l'inhalation de I'adénovirus de sérotype st eesponsable d’'une infection sévéere des
voies respiratoires inférieures, mais sa transoriserale n’entraine qu’une maladie bénigne

(Toth et al., 2008).




Tableau 1 : Principales pathologies classées en @ion des sous-groupes d’adénovirus

Pathologies Sous-groupe (sérotype)
Infections respiratoires B-C
Maladies respiratoires aigués B(7,21)-E (4)

Maladies des voies respiratoires
B(@3,7,21)-E (4)

inférieures
Fiévre pharyngoconjonctivale B@B,7)-E@@)
Conjonctivites et kératoconjonctivites
i D (8, 19a, 37)
épidémiques
Conjonctivite aigué hémorragique B (11)
Cystites hémorragiques B (7,11, 21, 35)
Gastroentérites A (31)-C (2) - F (40, 41)

2.3.3.3. Epidémiologie

Les adénovirus résistent dans le milieu extérigécey a 'absence d’enveloppe. Les
sérotypes les plus rencontrés dans les infecties@ratoires sont les sérotypes 1, 2, 3,5 et 7
tandis que les sérotypes 40 et 41 sont le plusesturgsponsables de diarrhées.

Les adénovirus du sous-groupe A (sérotypes 12t B&)esont difficiles a isoler bien
que les infections soient courantes. lls sont wette en majorité chez I'enfant ou ils
provoquent dans 60 % des cas des gastroentéritss.alénovirus du sous-groupe B
(sérotypes 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50 et<obt divisés en deux groupes: Bl qui
provoque des maladies respiratoires et B2 quiesgtansable d’'infections des voies urinaires.
Certains sérotypes du groupe B sont responsabiefeations rénales pouvant étre fatales

chez les patients immunodéprimés (Li et al., 190den and Rooney, 2005).




Plus de 80% de la population a déja été infectédegaadénovirus du sous-groupe C
(sérotypes 1, 2, 5, 6 et 57). lls sont endémiqaes dertaines parties du monde et la primo-
infection remonte généralement a I'enfance (Garetedt., 2002). Le sous-groupe D englobe
la majeure partie des sérotypes (sérotypes 8 431a,5, 17, 19, 20, 22 a 30, 32, 33, 36 a 39,
42 a 49, 51, 53, 54 et 56). Les sérotypes 8, B¥ efont les plus fréquemment rencontrés et
responsables de kératoconjonctivites. Les autmegyp&s de ce sous-groupe sont de plus en
plus fréquemment retrouvés chez des patients imdépronés (Hierholzer et al., 1988 ; De
Jong et al., 1999).

Le sous-groupe E (sérotype 4) est constitué d'um sérotype, principalement
responsable de maladies respiratoires aigués. ,Hefisous-groupe F (sérotype 40 et 41)
cause généralement des gastroentérites pouvarfatles chez I'enfant (Aoki et al., 1982 ;

Uhnoo et al., 1984). Le sous-groupe G n’est caréstijjue du sérotype 52.

3. Interactions avec les micro-organismes et phagocyde

3.1.Interactions des amibes libres avec les micro-org&mes

Comme nous l'avons déja évoqué, les amibes libeasosirrissent par pinocytose ou
par phagocytose, ingérant et digérant des micrarosgies retrouvés dans leur
environnement (Bowers, 1977). Cependant, certderdré eux sont capables de résister a la
phagocytose amibienne, et sont dénommés ARB (AmBelsasting Bacteria). Environ 20 %
des bactéries reconnues comme pathogénes pour iildorsont capables de vivre et de se

multiplier dans les amibes libres (Greub and Ra@@i04 ; Thomas et al., 2010).




Il a été montré gi. castellaniise nourrit préférentiellement de bactéries Gragatie
(Weekers et al., 1993 ; Rosenberg et al., 2009¢ ales préférences pour certaines d’entre
elles E.coli etE. aerogengs sans que ce phénomene ne soit pour I'instaritogrp

Schuster et Levandowsky (Schuster and Levandovi€i86) ont rapporté la présence,
sur la membrane 4. castellanij de récepteurs membranaires lui permettant detéétdes
chimioattractants. Cette espece amibienne est apl#bse diriger activement vers divers
composants bactériens. La « mannose binding preteist également impliguée dans la
liaison entre les amibes et les bactéries en ptésen

Des récepteurs ont également été identifies clamilbe Dictyostelium discoideum
qui s’est montrée, quant a elle, attirée par deida folique ou ses dérivés. Cependant, le
comportement cellulaire semble différent cezastellaniiet chezD. discoideum(Kuburich
et al., 2016). Nous n’avons pas retrouvé dangtkrditure d’études concernant la préférence

trophique deV/. vermiformis

3.1.1. Les bactéries

Il existe plusieurs types d'interactions entre desibes et les bactéries. L’'amibe peut
servir de réservoir ou les bactéries pourront ausemultiplier. Dans ce cas, I'amibe joue un
réle de vecteur et permet la dissémination bactéeedans I'environnement. Elle peut
également jouer un réle protecteur pour les badésis-a-vis de I'environnement extérieur et
de potentielles agressions physiques ou chimigkiesy (et al., 1988 ; Kilvington and Price,
1990 ; Barker et al., 1992).

En 1956, Drozanski a découvert les endosymbiongssagnibes libres (Drozanski,
1956). L'intérét des scientifiques pour les intéi@ts entre les amibes libres et les bactéries

n'est toutefois apparu gu’avec I'émergence de letdvie Legionella pneumophileEn effet,




suite a de nombreuses épidémies de légionellosetddes ont permis de mettre en évidence
des interactions entile pneumophileet les amibes libres, en particulier la poss#bifibur la
bactérie de se multiplier principalement dans lesrgs AcanthamoebaVermamoebaet
Naegleria(Rowbotham, 1980 ; Fields, 1996 ; Philippe et 2006). Les amibes permettent
également la survie et la dissémination de la biactkans I'environnement et la protegent des
stress extérieurs comme les agressions chimiqu@hysiques (Biddick et al., 1984 ; Greub
and Raoult, 2004).

A la suite de ces travaux, d’'autres interactionseeles bactéries et les amibes du
genre Acanthamoebaont été mises en évidence, montrant qu’environ 95 des
Acanthamoebdsolées dans I'environnement ou dans des rése€aax dont infectées par un
endosymbionte. Cependant, les amibes isolées dawésd’eau sembleraient plus souvent
infectées par des bactéries (55%) que les amibasoenementales (7,5%) (Fritsche et al.,

1993 ; Berk et al., 2006).

Des especes comnhésteria monocytogenesont également capables de se multiplier
dans les amibes libres et de les lyser, les bastétiant alors libérées dans I'environnement,
permettant leur dissémination. Cependant, certaangibes infectées par. monocytogenes
vont s’enkyster capturant ainsi les bactéries (hgt ®iller, 1990). Il existe néanmoins des
bactéries capables de se multiplier dans les ansiaes les lyser comme la bactévidrio
cholerae capable de survivre également lors du processugystement et retrouvée dans le
cytoplasme ou entre les deux parois des kystésahthamoeb@Abd et al., 2005).

Les bactéries du geniycobacteriumpeuvent également survivre dans les amibes
sous forme trophozoite ou sous forme kystique. feanere mycobactérie dont l'interaction
avec les amibes libres a été décriteMgtobacterium lepraequi peut survivre a I'intérieur

des amibes sans multiplication bactérienne ni Igge 'hdte (Jadin, 1975)D’autres




mycobactéries ont, quant a elles, la capacité denskiplier dans les amibes du genre
Acanthamoebasans altérer leur viabilité. Leur passage dans desbes permettrait
d’augmenter leur virulence (Cirillo et al., 199%)impliquerait une meilleure résistance aux
agents antimicrobiens et aux différents traitemeletsiésinfection (Adékambi et al., 2006 ;
Whan et al., 2006 ; Yu et al., 2007).

D’autres bactéries pathogenes pour 'Homme conthedicobacter pilori ou les
bactéries du genfedseudomonasont capables de se multiplier dans les amibesslisans les
lyser (Marciano-Cabral and Cabral, 2003 ; Greub Ragult, 2004). Le<hlamydialike,

pathogenes émergeants, interagissent égalemenleavamibes libres (Greub, 2009).

3.1.2. Les champignons

Peu d'études ont été réalisées sur les interacttonie les amibes libres et les
champignons. Cependant, les principales étudesesaujet ont porté principalement sur les
levures.

En 2004, il a été montré queryptococcus neoformankevure capsulée responsable
d’atteintes neurologiques, est capable de se rhialti I'intérieur dA. castellanij conduisant
a la mort de I'hn6te (Malliaris et al., 2004). Cedant, une souche dé. neoformansme
possédant pas de capsule ne peut pas survivrésenge d’amibes libres. De plus, comme de
nombreux champignon§. neoformangroduit de la mélanine qui lui confére une pratact
contre les amibes (Steenbergen et al., 2001 ; KIG09).

En 2006, Yli-Pirila a montré que le champignonrfinteuxPenicillium spinulosum
se multiplie en présence d’amibes sans avoir d'sffie leur viabilité. Il a également montré
gue le nombre de sporesAdpergillus versicolor,autre champignorfilamenteux était

augmenté en présence d’amibes (Yli-Pirila et 8106).




Fusarium oxysporumretrouvé dans le sol et I'eau, acquiert une camiss plus
marquée en présence d’amibes libres. Cependantned spinulosumF. oxysporumm’a
pas d'influence sur la viabilité des amibes hoteatéau et al., 2014a). Ces observations sont
similaires a celles de Hobson en 2000 qui avait eni®vidence le fait g&. fumigatusn’a

aucun effet sur la viabilité A. castellaniiHobson, 2000).

3.1.3. Les virus

Le mimivirus est capable de se développer dansalesbes libres du genre
Acanthamoebdla Scola et al., 2008). Un autre virus encore jtos a été retrouvé dans une
souche dA. castellaniiisolée d’'un systéme de climatisation : le mamayitui-méme infecté
par un autre virus, le virus sputnik (La Scolalet2008). Cependant, d’'autre virus géants ont
été retrouvés dans les amibes libres comm#lbaseille virus ou encore lesausannevirus
(Thomas et al., 2011).

D’autres virus comme le coxsachievirus B3 du gdamgeroviruspeuvent persister
dans les amibes, qu’elles soient sous forme tragt®pu sous forme kystique, mais aussi les
utiliser comme vecteur de transmission. Ce virésearetrouvé a la surface des amibes et des
particules virales ont été retrouvées accumulées da cytoplasme amibien. Lors d’un
contact entre des amibes libres contaminées ahdesophages, il a été montré que les virus
pouvaient étre libérés dans I'héte contribuantiarieur survie mais aussi a leur transmission
a ’'Homme (Mattana et al., 2006).

Lorenzo-Morales a démontré en 2007 par PCR (PobseéiChain Reaction) la
présence d'adénovirus dans des souches d’amilres.liba encore, ces résultats suggerent
que les amibes libres peuvent servir de réservair pes adénovirus, facilitant ainsi leur

transmission a 'Homme (Lorenzo-Morales et al., DO&En 2012, Scheid a confirmé que les



adénovirus sont ingérés par les amibes, et saourais dans des phagosomes. Néanmoins, il
n'y aurait pas de réplication virale dans les amide genreAcanthamoebgScheid and
Schwarzenberger, 2012).

D’autres virus ont la capacité d'utiliser la présem’amibes libres. Les echovirus du
genreEnterovirusse fixent a la surface des amibes ce qui leur pedaalisséminer dans
'environnement. Cette capacité de fixation de€emntirus, leur permettait ainsi de persister
plus facilement dans I'environnement, plus partéreiment lorsque les conditions leur sont
défavorables (Baron et al., 1980 ; Greub and Rap0@4).

Néanmoins, d’autres entérovirus comme les poligviou le virus de la stomatite
vésiculeuse ne sont pas adsorbés par les tropbszhitgenrédcanthamoeballs ne semblent
pas non plus s’accumuler ni en surface ni dans\tssithamoebanéme apres une longue

période de co-incubation (Baron et al., 1980 ; Baared Cerva, 1981).

3.2.Résistance des micro-organismes a la phagocytose

3.2.1. Mécanisme de phagocytose

3.2.1.1. Définition et généralités

Définition : la phagocytose est un processus cellulaire pguele les cellules

phagocytaires ingerent des particules solides. Hk distingue dautres formes

d’internalisation (endocytose et pinocytose) parcontact physique entre la particule et le

phagocyte ainsi que par la taille de la particnigrée, supérieure a 0,5 pm.



La phagocytose a été découverte par Elie Metchinikda fin du 19™® siécle. Elle
permet l'ingestion de particules comme des cellalggptotiques ou des micro-organismes.
La phagocytose est utilisée a des fins différeatefonction de I'organisme qui l'utilise. Elle
est reconnue comme une composante essentiellerdpdase immunitaire contre des agents
pathogenes. En effet, la phagocytose permet larudtisin des pathogénes ainsi que
I'activation du systeme immunitaire (Jutras andjBrelins, 2005 ; Flannagan et al., 2012).

Pour les amibes libres, la phagocytose est le rdedeutrition principal dans
'environnement. En effet, elle leur permet de seurnir de bactéries, d’algues, de
champignons ou encore de virus (Bowers, 1977). @oant les amibes du genre
Acanthamoebala taille optimale de la particule pour I'ingestiest de I'ordre de 1 a 3 um
(Korn and Weisman, 1967). Ces amibes peuvent augsier des particules inertes comme
des billes de latex. Cependant, elles sont capal@edistinguer les particules digérables ou

non (Bowers and Olszewski, 1983).

3.2.1.2. Processus de phagocytose

La phagocytose se décompose en trois grandes phdgeseconnaissance et

'adhérence, I'ingestion et enfin la digestion datlppgeéne (Figure 27).
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(©Benjamin Cummings)

> Reconnaissance et adhérence des pathogenes

phagocytose. Elle est réalisée grace a des réce@itues a la surface des phagocytes,
appelés PRR (Pattern Recognition Receptors), quiese aux PAMPs (Pathogen-
Associated Molecular Patterns) qui sont des matii$culaires retrouveés a la surface
des micro-organismes. L’activation des PRR perr@nhplification de la réponse
inflammatoire (Aderem and Underhill, 1999 ; Undériland Ozinsky, 2002). Chez
'Homme, on retrouve des TLR (Toll-Like Receptorsfonnaissant, en fonction de
leur type, certains motifs des micro-organismesRZ lreconnait le LPS des bactéries
Gram négatif, TLR2 les peptidoglycanes des bactd@iem positif). Les TLR vont
permettre I'activation de facteurs de signalisatoqure sont les cytokines, induisant

ainsi une inflammation (Kawai and Akira, 2005).




surface des cellules phagocytaires. L'accumulaties particules a la surface des
phagocytes induit une polymérisation de l'actine site¢ de liaison pour aider a
I'internalisation. La fixation va étre facilitée pdes opsonines et plus particulierement
par des immunoglobulines ainsi que par les pros€ioe complément. Les
immunoglobulines se fixent de fagon spécifique Iesrépitopes des pathogenes par
leur site anticorps et leur fragment Fc sur legpésurs Fg. Les protéines issues de
I'activation du complément vont se déposer a léaserdu pathogéne se liant ainsi a la
surface des cellules phagocytaires (Aderem and tbile1999 ; Ravetch and

Bolland, 2001 ; Underhill and Ozinsky, 2002).

> L’ingestion des pathogenes elle se produit grace a la formation d'un

phagosome contenant le pathogéne. Le phagosomdorsa pouvoir fusionner avec des
lysosomes, formant un phagolysosome contenant déscotes lysosomales acides comme
les cathepsines et des enzymes, I'ensemble pennhetiasi une digestion partielle des

pathogenes (Tjelle et al., 2000).

> Digestion des pathogénedes pathogénes vont étre détruits par différents

mécanismes : une dégranulation qui entraine urnrsi&wvent de substances bactéricides dans
le phagolysosome, permettant la destruction degpeetoutes les structures biologiques et la

production de formes réactives toxiques de l'oxygéjui alterent la structure des protéines,

des lipides mais aussi des acides nucléiques (Adered Underhill, 1999 ; Underhill and

Ozinsky, 2002).



3.2.2. Mécanismes d'échappement a la phagocytose

Certains micro-organismes ont la capacité d’échappa phagocytose. Pour cela, ils
ont mis en place des stratégies comme I'évitememdtact avec les phagocytes, I'inhibition
de l'internalisation, la survie dans les phagocytesis aussi I'induction de I'apoptose de ces

phagocytes.

3.2.2.1. Evitement de contact avec les phagocytes

Quatre stratégies principales sont mises en oepsareles micro-organismes. La
premiere est d’envahir des régions inaccessiblespliagocytes. En effet, certains tissus
comme la vessie ou la peau intacte ne sont pasgé®tpar des cellules phagocytaires. La
deuxieme stratégie consiste a éviter de provoqueréponse inflammatoire, ce qui empéche
'héte infecté de mobiliser ses défenses sur e u liede [linfection
(http://textbookofbacteriology.net/antiphago.htrmsolté le 20/11/2016).

D’autres bactéries, comme celles du gefteeptococcusou leurs produits, la
streptolysine par exemple, ont la capacité d’'inhiaechimiotaxie phagocytaire, méme a de
faibles concentrations. Les mycobactérMs tuberculosissont elles aussi des bactéries
pouvant inhiber la migration des leucocytes. Enfinderniere stratégie mise en oeuvre afin
d’éviter le contact avec les cellules phagocyta@gtsde masquer la surface antigénique de la
bactérie. Pour cela, les bactéries pathogénesceavent d’'un composant considéré comme
“soi” par les phagocytes de I'hdte, entrainant noe-reconnaissance bactérienne. C’est le cas
des Streptococcugjui synthétisent une capsule composée d'acideufy@jue, composant
principal du tissu conjonctif (http://textbookoflt@dology.net/antiphago.htm consulté le

20/11/2016).




3.2.2.2. Inhibition de l'internalisation

Certaines bactéries qui n’évitent pas la reconaaiss par les phagocytes ont mis en
place des stratégies d’échappement a la phagocyasain mécanisme d’inhibition de
linternalisation par la cellule phagocytaire. Cdmctéries portent des substances
antiphagocytaires a leur surface, capables dimhileer internalisation par la cellule
phagocytaire (http://textbookofbacteriology.netifgimdgo.htm consulté le 20/11/2016). Ce
sont :

- les capsules, retrouvées chidaemophilus influenza€lreponema pallidurrou

encoreStreptococcus pneumoniae

- la protéine M et les fimbriae d&treptococcuslu groupe A

- les polysaccharides de surface, souvent produits $orme de biofilm par

Pseudomonas aeruginosa

- le polysaccharide O du LPS pdascherichia coli par exemple

I'antigéne K cheZ. coliou I'antigéne Vi che&almonella typhi

3.2.2.3. Survie dans les phagocytes

La survie dans les cellules phagocytaires constaustratégie d’échappement a la
phagocytose la plus couramment utilisée par lesaauoganismes. Plusieurs tactiques sont
utilisées : 'inhibition de la maturation des phagmes, la survie dans les phagolysosomes ou

encore I'échappement du phagosome.



3.2.2.3.1. Inhibition de la maturation des phagosomes

De nombreux micro-organismes pathogénes ont déwélajes mécanismes pour
interrompre, arréter ou méme réorienter la voiengduration du phagosome. Les agents
pathogenes vont alors étre capables de rester mmeaib dans la cellule phagocytaire,
protégés du systéme immunitaire. Les voies priteipant utilisées pour inhiber la
maturation des phagosomes sont : I'inhibition deutaon phagosome / lysosome, le blocage

de l'acidification et I'utilisation de vacuoles léatives (Figure 28).
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Figure 28 : Stratégies utilisées par différents mio-organismes pour inhiber la

maturation des phagosomes
(Smith and May, 2013)

> Inhibition de la fusion phagosome / lysosomé s’agit du mécanisme

d’inhibition de la maturation du phagosome le pluilisé par les micro-organismes

pathogenes. Parmi ces derniers, il est possiblereitmuver Streptococcus pyogenes




Histoplasma capsulatunbeishmania spp.Bartonella henselgeRhodococcusCoccidioides
spp.ou encoréspergillus spp(Smith and May, 2013).

S. pyogenegst une bactérie Gram positif. La protéine M1,denses facteurs de
virulence, joue un r6le dans le contr6le du trafs vésicules et prévient la fusion entre le
phagosome et les lysosomE&ette protéine est également connue pour jouedlendans la
suppression de la réponse inflammatoire des maaggshpar la voie de signalisation de NF-
kB (Hertzén et al., 2010).

Les protozoaires du genkeishmania sppexistent sous deux formes : promastigote et
amastigote. Lors de l'internalisation, les prongstis inserent des lipophosphoglycanes dans
la membrane du phagosome, inhibant la dépolym#énsde I'actine, ce qui bloque la fusion
lysosomale et permet la transformation du protoeoan amastigote qui posséde la capacité
de réplication dans le phagosome (Winberg et @092 Rodriguez et al., 2011).

Il a récemment été montré qu’'une minorité de casidiA. fumigatusont la capacité
de supprimer la fusion entre le phagosome et lesstymes, permettant au champignon de
germer et de lyser les macrophages. Cependantpéegsus n’est pas encore parfaitement
connu, bien que la mélanine semble jouer un rétes da détournement de la maturation des
phagosomes ainsi que dans la fusion avec les Iyss@Thywil3en et al., 2011 ; Morton et

al., 2012).

> Blocage de I'acidification il s’agit du deuxiéme mécanisme d’inhibition lde

maturation du phagosome le plus utilisé par lesranicganismes pathogenes comme
Yersinia pestisHistoplasma capsulatuimu encordRhodococcugSmith and May, 2013).

Lors de son ingestiory,. pestigégule positivement un opéron induit par le stréss
délétion de cet opéron ou du géréX induit une régulation négative de la sécrétionype

lll et une réplication intracellulaire plus élevéensuite, les vacuoles contenant la bactérie




fusionnent avec les lysosomes, tandis que le pté mesutre a l'intérieur des vacuoles. Les
étapes de maturation qui sont interrompues reseggndant encore inconnues (Pujol et al.,
2009 ; Fukuto et al., 2010).

H. capsulatumest un champignon retrouvé dans les phagosomemdephages
lors d’une infection. Le champignon modifie la val®ien maintenant son pH intérieur a 6,5
et en bloquant I'acidification de la V-ATPase, ddadusion phagosome/lysosome (Strasser

et al., 1999).

> Mise en place de vacuoles réplicativeg’'est le troisieme mécanisme

d’'inhibition de la maturation du phagosome, mis pace par certains micro-organismes
pathogénes commeegionella pneumophilau Brucella spp. (Smith and May, 2013).

L. pneumophilaest connue pour sa capacité a se reproduire @anmacrophages
alvéolaires humains. En 1983, Horwitz a montré tpge phagosomes dans lesquels se
trouvent les bactéries sont moins acides que léesaet ne fusionnent pas avec les
lysosomes. De plus, les phagosomes contenantdaeshelles ont la capacité de s’associer
aux mitochondries ainsi qu’au réticulum endoplasmigrugueux, ce qui permet au
phagosome d'étre recouvert de ribosomes (Horwfi83a, 1983b). Plus récemment, il a été
montré que le détournement de la maturation degqgsuenes paregionella se fait
rapidement aprés l'ingestion, par l'intermédiaire ld protéine membranaire DotA. Cette
protéine semble nécessaire a la formation d’'un émxepmacromoléculaire dirigeant le
phagosome vers une forme de vacuole réplicativee @acuole va alors étre incapable de
sécréter des facteurs de virulence, d’acquérir dasqueurs lysosomaux et se retrouver
appauvrie en nutriments. Les cellules vont paruideséclater. Cependant, la cause de ce

phénomene n’est pas connue, il pourrait étre dlapoptose cellulaire ou aux limites

physiques de la membrane du phagocyte (Roy 1948 ; Swanson and Hammer, 2000).




3.2.2.3.2. Survie dans les phagosomes

La survie dans le phagosome est une méthode coengdédchappement a la
phagocytose nécessitant la mise en place de nomlinéganismes par quelgques micro-

organismes. Les plus étudiés sont présentés d&iguee 29 (Smith and May, 2013).

Streptococcus agalactiaest une bactérie Gram positif qui utilise de nosolr
facteurs afin de mimer les molécules hétes et efinmpre la cascade du complément. Il a
été montré que cettactérie est capable de survivre dans les macrephpgndant une
longue période. Pour cela, I'acidification du phsmme semble étre nécessaire, agissant
comme un signal de stress induisant les génesrdie sD’autres facteurs sont nécessaires a
la survie de la bactérie dans le phagosome. Oouetrnotamment la superoxyde dismutase,
mécanisme de défense contre I'éclatement oxydatfflthgosome. Cependabt, agalactiae
semble seulement persister dans les cellules phagas, sans multiplication bactérienne
(Valentin-Weigand et al., 1996 ; Maisey et al., 2Q0®Rajagopal, 2009).

Blastomyces dermatitidisst un champignon capable d’éviter la destrucgian les
macrophages alvéolaires. Le r6le du NO reste flaisme champignon est capable de réduire
cette molécule dans le milieu, diminuant ainsi lemtité produite par les macrophages. |l
existerait un mécanisme d'inhibition de I'enzymeQl (inducible nitric oxide synthase),

mais encore mal connu (Brummer et al., 1981 ; Ret@b., 2011).
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Figure 29 : Pathogenes persistant dans le phagosome
(Smith and May, 2013)

Helicobacter pyloriest une bactérie Gram négatif capable de persikas les
macrophages, formant des “mégasomes” par fusionodgbreux phagosomes contenant la
bactérie. L'uréase produite phl pylori est nécessaire a la formation des mégasomes et la
catalase également produite par la bactérie egtomeable de sa longévité dans les
macrophages. En effet, la catalase associée a pgaroxtyde dismutase transforme le
superoxyde en eau et en oxygene. De plus, cetteérlmacest capable de retarder la
phagocytose par activation de la RK@rotéine Kinase C) régulant positivement lesefiact
de virulence nécessaires a la survie dans les pbags (Allen and Allgood, 2002 ; Schwartz

and Allen, 2006 ; Borlace et al., 2012).




3.2.2.3.3. Echappement du phagosome

De nombreuses méthodes ont été mises en placegpanitro-organismes afin de
s’échapper du phagosome, sans mécanisme spécifiquéonction des catégories de
pathogenesC. neoformangst capable d’échapper au phagosome par vomoaytosst un
phénomene d’extrusion active. Les bactéries GragatifécommesShigella flexneriou les
rickettsies ont la capacité de perméabiliser legphame et d'utiliser les queues d’actine
présentes dans la cellule comme moyen d'échappemelat phagocytose. La bactérie
Francisella tularensigpeut s'échapper du cytosol mais aussi utiliserdi@ de I'autophagie
(Smith and May, 2013)(Figure 30). Les mécanismés em place pour échapper au
phagosome par les bactériessteria monocytogenegt Burkholderia pseudomallgiles

champignons du genf@andidaou encore le protozoaifledypanosoma cruzont détaillés ci-
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Figure 30 : Stratégies utilisées par différents mio-organismes pour échapper aux

phagosomes
2013)




La bactérie Gram positiL. monocytogenegst capable de se multiplier dans les
différentes cellules phagocytaires en s’échappanplthgosome. Ce phénoméne comprend
plusieurs étapes allant de la perméabilisationtdagpsome a sa rupture. Pour cela, la bactérie
produit une toxine, la listeriolysine O (LLO) qubrfme des pores perméabilisant le
phagosome. Des molécules produites par I'h6te comeeCFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) ou le Gl-ihqucible lysosomal thiol reductase)
sont nécessaires a la régulation de la LLO quexqrimée, peut entrainer une lyse cellulaire,
exposant ainsi la bactérie au systeme immunitdihee fois les pores formés dans la
membrane du phagosome, une combinaison de phgspbedi bactériennes associées a des
molécules produites par I'hdte permet une dégradattompléte de la membrane du
phagosome libérant ainsi la bactérie dans le cgsopé de la cellule phagocytaire (Portnoy et
al., 2002 ; Singh et al., 2008 ; Radtke et al.,1201

Burkholderia pseudomalletst une bactérie Gram négatif qui provoque elle-
méme son internalisation dans les cellules hétas. fois internalisée, la bactérie se multiplie
dans le cytoplasme de la cellule et induit la fastellule/cellule afin de former des cellules
géantes multi-nucléées (MNGC). Le mécanisme deesdevla bactérie est encore mal connu,
cependant, elle utilise le systeme Inv/Mxi-Spa carsysteme de sécrétion de type 3 qui ne
joue qu’un faible rdle dans la perturbation de latumation du phagosome. Une fois dans le
cytosol, la bactérie produit et utilise le facteRpoS pour induire des protrusions
membranaires associées aux actines, une fois l&sGMdrmées (Stevens et al., 2002, 2005).

Trypanosoma cruzest un protozoaire majoritairement tué dans letulesl hbétes
humaines. Cependant, une faible proportion du parasussit a persister dans les cellules. Le
protozoaire peut étre phagocyté par les macrophagés également étre internalisé dans des
cellules non phagocytaires. Contrairement aux autmacro-organismes,T. cruzi est

internalisé de maniéere indépendante de l'actinenttée dans la cellule impliqgue également




la polymérisation de microtubules et de la membrdi@aitophagosomes contribuant a la

formation de vacuoles parasitaires. Une fois dangatuole, le protozoaire s’en échappe en
utilisant une molécule formant des pores, Tc-TOXvaca pH acide (Romano et al., 2009 ;

Fernandes et al., 2011).

Les champignons du gen@andidaune fois internalisés par la cellule phagocytaire
filamentent rapidement avant d’'induire une lysenéwelle de la cellule héte. Pour cela, au
cours de sa croissance, le champignon est capdblebdr la production de ROS, le
mécanisme d’action restant a ce jour inconnu. harke est également capable de sortir du
phagocyte de maniere non lytigue comme le champighoneoformangWellington et al.,

2009 ; Bain et al., 2012).

3.2.2.4. Induction de I'apoptose des cellules phagocytaires

La quatrieme stratégie d’échappement a la phagseyast I'attaque des cellules
phagocytaires par les pathogenes, avant ou apuesnigestion, par une induction de leur
apoptose.

Avant l'ingestion, les pathogénes, particulieremdas bactéries Gram positif sont
capables d’'induire I'apoptose des cellules graakess molécules qui vont agir comme des
enzymes en formant des pores entrainant la lyda deembrane de la cellule phagocytaire.
La streptolysine deStreptococcusse lie au cholestérol des membranes et provoque
I'explosion des granules lysosomaux des neutrophiileerant ainsi leur contenu létal dans le
cytoplasme cellulaire. La leucocide 8etaphylococcusgit quant a elle sur la membrane des
polynucléaires neutrophiles. D’autres protéinesnmme I'exotoxine A dePseudomonas
aeruginosajnhibent la phagocytose en tuant les macrophagetes exotoxines comme celle

de Bordetella pertussisliminuent I'activité phagocytaire en rompant I'ddue cellulaire et




en consommant les réserves d’ATP (http://textbdoketieriology.net/antiphago.htm consulté
le 30/11/2016).

D’autres bactéries sont capables de tuer les esljpthagocytaires apres leur ingestion.
Pour cela, elles vont se développer dans la celillagocytaire avant de sécréter des
molécules pouvant traverser la membrane des phagssolibérant ainsi les granules
lysosomales. D’autres bactéries vont sécréter daéames toxiques aprés leur croissance
dans les phagocytes. Ces molécules toxiques vons ghsser a travers la membrane du
phagolysosome pour se diriger vers d’autres cib@ss la cellule phagocytaire. Cependant,
les mécanismes ne sont actuellement pas bien compri

(http://textbookofbacteriology.net/antiphago.htrmsolté le 30/11/2016).
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Les amibes libres sont des protozoaires ubigegairetrouvées dans de nombreux
environnements ou elles ingérent par phagocytosebdetéries, des champignons, des virus
ou d’autres protozoaires (Bowers, 1977). Cependantains de ces micro-organismes sont
capables de résister a la phagocytose et acquigirsitune meilleure résistance aux agents
antimicrobiens (Greub and Raoult, 2004 ; Adékantbale 2006). Dans ce contexte, nous
nous intéressons a la nutrition des amibes ettaiocgemécanismes pouvant s’y rapporter.

La premiéere partie de la thése concerne la pré&férénmophique des amibes. Pour y
répondre, deux amibes librés castellaniiet V. vermiformissont mises en présence de
différents micro-organismes, en particulier de éaes Gram négatif et Gram positif. Aprés
avoir déterminé lesquelles d’entre elles posseltenteilleur pouvoir attractif, on explore le
fait que cette attractivité puisse étre liée a dedécules diffusibles. Les composants
bactériens d’'intérét sont ensuite fractionnés geckfférentes méthodes séparatives et leur
nature moléculaire déterminée.

D’autre part, dans la littérature, les amibes et dgacrophages sont régulierement
comparés, principalement pour leur capacité a phagoles micro-organismes (Siddiqui and
Khan, 2012). Certains auteurs évoquent méme lahplitesd’utiliser un modéle amibe pour
étudier les interactions de différents pathogenes &s macrophages, qui sont également des
cellules phagocytaires (Cardas et al., 2012). Lxidene partie de la thése concerne donc la
comparaison des comportementé.dcastellaniiet de la lignée macrophagique Thp-1 vis-a-
vis de quatre micro-organismes pathogénes : ledéties Klebsiella pneumoniaeet
Staphylococcus aureute champignon filamenteuAspergillus fumigatugt un adénovirus
humain de sérotype B3, a travers des expérimengatie co-culture, et des techniques

microscopiques et/ou de biologie moléculaire.
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1. Cellules et conditions de culture

1.1. Micro-organismes

Dans cette étude, six souches bactériennes, dawhe® fongiques ainsi qu’'une

souche virale sont utilisées. Ces micro-organissoes répertoriés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Souches de micro-organismes utilisésmal’étude

Micro-organismes pathogénes

Sources

Stenotrophomonas maltophilia
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

Escherichia coli
Streptococcus pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Candida albicans
Aspergillus fumigatus

adénovirus sérotype B3

Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers
Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers
Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers
Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers
Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers
Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers

Laboratoire de Parasitologie (CHU de Poitierg

Institut Scientifique de Santé Publique (Belgique)

Laboratoire de Virologie (Céte Poitiers)

)

Les souches bactériennes et la souch€.dalbicansutilisées dans cette étude sont

issues de prélevements de patients et identifiesspectrométrie de masse MALDI-TOF

(VITEK MS, BioMérieux). Le virus correspond égalem@ une souche clinique isolée d’'un

patient. Le sérotypage de la souche d’Adénovirgtéaeffectué par le Centre National de

Référence dednterovirugParechovirus (Laboratoire de virologie, hépital de la Croix




Rousse, Hospices Civils de Lyon). Le champignoanignteuxA. fumigatusprovient de

I'environnement.

1.2.Lignées Cellulaires

Une lignée de monocytes ainsi qu'une lignée deulesllhumaines sont utilisées dans

ce travail. Les monocytes sont des Thp-1, lignéaaogtaire humaine dérivée de leucémie

aigué monocytaire. Les cellules humaines utilissed des cellules Hep-2, lignée cellulaire

issue d’'un carcinome laryngé humain.

1.3. Souches amibiennes

Deux souches amibiennes sont utilisées dans ceftie éAcanthamoeba castellanii

ATCC 30234 etVermamoeba vermiformi8TCC 50256. Il s’agit d’amibes libres que I'on

peut retrouver dans différents environnementsiet particulierement dans I'eau.

1.4. Conditions de culture

1.4.1.  Micro-organismes

1.4.1.1. Bactéries

Les six bactéries utilisées dans cette étude adtivées avant expérimentation sur

milieu gélosé Mueller Hinton (MH) pendant 24 h & &. Le milieu MH est composé pour

1L d’eau de 300 mL d’infusion de viande de bceuf5Xyde caséine, 1,5 g d’amidon de mais




et 17 g d'agar, a un pH = 7,4. Le milieu est emsaiitoclavé pendant 15 min a 121° C, puis
coulé en boites de Pétri. Les bactéries sont engtgbltées dans le milieu d’expérimentation.
Pour certaines études, les bactéries sont égalemétitées en milieu liquide
lysogeny broth (LB) pendant 24 h a 37° C sous #tgitaa 180 rpm. Le milieu LB est
composé pour 1 litre de milieu de 10 g de peptbred’extrait de levures et 10 g de NaCl. Il

est ensuite autoclavé pendant 15 min a 121° C.

1.4.1.2. Surnageant de culture bactérienne

Apres incubation des bactéries en milieu liquide p&nhdant 24 h a 37° C sous
agitation a 180 rpm, la culture est centrifugéedaan 10 min & 10000 g. Le surnageant ainsi
obtenu est récupéré puis filtré (porosité de 0,28) pafin d’éliminer les bactéries

potentiellement restantes. Ce surnageant estupibsir certaines expérimentations.

1.4.1.3. Souches fongiques

C. albicansest cultivé sur milieu gélosé Sabouraud pendahtad87°C A. fumigatus
est cultivé sur le méme milieu, mais pendant 5gaur27°C. Les levures ou les conodies
aspergillaires sont ensuite récoltées dans du RB&es deux fois puis remises en suspension
dans le milieu d’expérimentation. Dans le ca&.dumigatusune filtration (70 pm) permet
d’éliminer les hyphes. Le milieu Sabouraud est coséppour 1 L de milieu de 10 g de
peptone, 35 g de glucose, 15 g d’agar a un pHIEe8t ensuite autoclavé pendant 15 min a

121°C et coulé en boites de Pétri.




1.4.1.4. Virus

La souche d’adénovirus de sérotype B3 a été isnléeellules Hep-2 et conservée au
congélateur a -80°C. Apres décongélation, le vasiscultivé sur cellules Hep-2 pendant 5

jours & 37 °C sous 5 % de g@fin de permettre sa multiplication, puis saation.

1.4.1.5. Amibes

A. castellaniiest cultivé en flasques de 150 cm? dans du miR&G (Proteose
peptone, Yeast extract, Glucose) a 27°C. Le PYGasiposé de : 2 % de protéose peptone,
0,1 % d’extrait de levure et 0,1 % de glucose sémpehtés avec MgSOZHO 4 mmol.L %,
CaCb-2H,0 0,4 mmol.I*, citrate de sodium dihydraté 3,4 mmat,LNaHPO;-2H,0 2,5
mmol.L, KH,PO, 2,5 mmol.I* et Fe(NH)»(SOy),-6H0 & 0,5 mmol.* & un pH = 6,5.

V. vermiformisest cultivé en flasques de 150 cm2 dans du mitéNFH (Peptone -
Yeast extract- Nucelic acid - Folic acid — Hemén27°C. Le PYNFH est composé pour 1 L
d'eau de : 10 g de proteose peptone, 10 g d’exdmievure supplémentés avec 1 g d’acide
ribonucléique, 15 mg d’acide folique, 1 mg d’hémife€ g NaHPO,- 2H,0, 0.36 g KHPO,
et 100 mL SVF (Sérum de Veau Fcetal) inactivé pah#eur, a un pH =6,5

Pour certaines expérimentations, les deux souctmetbiemnes sont également
incubées dans de I'eau provenant du réseau haspitl filtrée a 0,22 um (cette partie
concernant les relation&. fumigatuset amibes libres) ou dans du PAS (Page’'s modified
Neff's amoeba saline). Le PAS est composé pour di'dau de 120 mg NaCl, 4 mg

MgSQy- 7TH,0O, 4 mg CaCGl 2H,0, 142 mg NgHPO, et 36 mg KHPO,4.




1.4.2. Lignées cellulaires

1.4.2.1. Macrophages

Les monocytes Thp-1 sont cultivés en flasques d& dB2? dans du RPMI-1640
supplémenté avec 10 % de SVF inactivé par la chal de streptomycine et 1 % de
pénicilline, a 37°C en présence de 5 % de.A@s monocytes Thp-1 sont différenciés en
macrophages pendant 72 h dans du milieu RPMI-16%6¢ 50 ng/mL de phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA). Avant utilisation, lesicrophages sont lavés deux fois avec du

RPMI-1640 afin d’éliminer le PMA.
1.4.2.2. Cellules Hep-2
Les cellules Hep-2 sont cultivées en flasques d& df2 dans du milieu DMEM
supplémenté avec 10 % de SVF inactivé par la chalkwbo de streptomycine et 1 %

pénicilline, & 37°C en présence de 5 % de @éhdant 5 jours.

2. Méthodes de microbiologie

2.1. Tests de préférence trophique

Les tests de préférence trophique sont réaliséslesirgéloses non nutritives NNA
(milieu composé pour 1 L d’eau distillée de 20 ggdir, autoclavé pendant 15 min a 121° C,
puis coulé en boite de Pétri). Pour cela, un pdeehicro-organismes est utilisé (voir tableau

2). Une goutte de 10 pL de suspensioh. ¢astellaniicontenant 19trophozoites est déposée




au centre de la gélose. Chaque micro-organismé ésstalors déposé en une goutte de 10 pL
(contenant 1Dbactéries ou levures) placée & 2 cm de chaqueleétémibes (Figure 31). Les
géloses sont ensuite incubées a 37° C pendant?abservées toutes les 24 h au microscope

optique inversé, afin d’'observer le déplacementaebes sur la gélose.

+ Amibes
Y Pathogéne

Figure 31 : Schéma du test de préférence trophique

Les pathogénes sont placés a deux cm de chaquded&mibes

Les mémes tests sont réalisés avec les bactééies ainsi qu’avec leur surnageant de
culture, obtenu dans du milieu LB. Ces tests pdaanttde déterminer si l'attraction des

amibes est due aux micro-organismes eux-mémesles aolécules qu'ils produiraient.

2.2.Tests de diffusibilité

Les tests de diffusibilité des molécules sont séaliafin de déterminer si les molécules
produites par les micro-organismes testés sonidiliffes ou volatiles. Pour cela, une petite
boite de Pétri contenant du milieu gélosé LB espalée dans une gélose NNA. Une goutte
de 10 pL de suspension de trophozoités dastellanii(contenant 1bamibes) est déposée

sur cette méme geélose NNA a 2 cm de la gélose EB.différents micro-organismes testés,




vivants, morts ainsi que leur surnageant sont d&pes une goutte de 10 pL (contenant 10

micro-organismes) sur la gélose LB (Figure 32). hekes intérieures sont fermées ou non et
les géloses sont ensuite incubées a 37° C pendaiit & observées toutes les 24 h au
microscope optique inverseé, afin d'observer le dégient ou non des amibes sur la gélose

NNA.

+ <+ Amibes
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Figure 32 : Schéma du test de diffusibilité
Les pathogénes ou leur surnageant sont placésned2s amibes

2.3.Tests de co-culture
2.3.1.  Co-culture cellules phagocytaires et bactéries

Les co-cultures sont réalisées dans des micropadeed6 puits. Pour cela, 100 pL
d'une suspension de trophozoites d’amibes ou deraphages (contenant 2@ellules)
réalisée dans du PAS contenant 10% de RPMI (PAS{RBdAt distribués dans chacun des
puits de la microplaque. Les microplaques sontbges pendant 2 h a 27° C pour les amibes
et a 37° C sous 5% de gPour les macrophages, afin de permettre aux eslidiadhérer au

fond des puits. Les bactéries sont, quant a ekbes|tées dans ce méme milieu PAS-RPMI,




puis 100 pL de la suspension contenarfttie@téries (soit une multiplicité d’infection (MOI)
de 0,1) sont ajoutés dans les puits. Les co-cdltsmat ensuite incubées pendant 3, 6, 24 et 48
h a 27° C pour les amibes ou a 37° C sous 5% de @@Qr les macrophages. Aprés
incubation, 20 pL de la co-culture sont prélevéssdehaque puits et des dilutions en séries
réalisées dans du PBS. Ces suspensions sont erssieencées sur des géloses MH et
incubées a 37° C pendant 24 h avant dénombremsmoliEnies. Les témoins sont réalisés en
incubant des bactéries dans du PAS-RPMI sans amim@crophage. Chaque expérience est

reproduite trois fois, en triplicate.

2.3.2.  Co-culture cellules phagocytairesfetfumigatus

Les co-cultures sont réalisées dans des micropag6epuits. Pour cela, 100 pL de
suspension de trophozoites amibiens ou de macrepiagntenant £ellules) réalisée soit
dans du PAS-RPMI soit dans de I'eau du réseau tatispisont distribués dans chacun des
puits de la microplaque. Les microplaques sontbées pendant 2 h a 27° C pour les amibes
et a 37°C sous 5% de G@our les macrophages, afin de permettre aux eslidladhérer au
fond des puits. Les conidiesAd’fumigatussont récoltées dans le milieu PAS-RPMI ou dans
de I'eau du réseau hospitalier, puis 100 pL deuension fongique contenant Idnidies
(MOI = 1) sont ajoutés dans les puits. Les co-caltsont ensuite incubées pendant 48 et 96
h a 27° C pour les amibes ou a 37° C sous 5% de @@Qr les macrophages. Aprés
incubation, 20 pL de la co-culture sont prélevéssdehaque puits et des dilutions en séries
sont réalisées dans du PBS. Les suspensions seniteensemencées sur des géloses
Sabouraud et incubées a 37° C pendant 72 a 96t deaombrement des colonies. Les

témoins sont réalisés en incubant fumigatusdans du PAS-RPMI ou de I'eau du réseau




hospitalier sans amibe ni macrophage. Chaque exmériest reproduite trois fois, en

triplicate.

2.3.3.  Co-culture cellules phagocytaires et virus

Les co-cultures sont réalisées dans des microptagdepuits. Pour cela, 1 mL de
suspension de trophozoites amibiens ou de macreph@gntenant 5.2Ccellules) réalisée
dans du RPMI est distribué dans chacun des puita décroplaque. Les microplagues sont
incubées pendant 2 h a 27° C pour les amibes ef°@ 3ous 5% de COpour les
macrophages afin de permettre aux cellules d’adhgwefond des puits. 100 pL d'une
suspension d’adénovirus réalisée en RPMI contehdnt doses infectieuses (DICT50), soit
une multiplicité d’infection (MOI) de 0,1, sont arite ajoutés dans les puits. Les co-cultures
sont ensuite incubées pendant 1, 24, 48 et 7271 € dour les amibes ou a 37° C sous 5% de

CO, pour les macrophages. Chaque expérience est tef@aabis fois, en triplicate.

2.4.Tests de co-incubation

2.4.1. Co-incubation d&. pneumonia@avec le surnageant amibien

Des trophozoites (5.10mL) d’A. castellaniisont incubés a 27 ° C pendant 72 h dans
du PAS. La suspension amibienne est ensuite aggef (1500 t/min pendant 7 min) et le
surnageant récupéré. 100 pL de ce surnageant eecamibienne vont alors étre distribués
dans les puits d’'une microplaque 96 puits et 100d{une suspension d€. pneumoniae
(contenant 5.10bactéries) réalisée en PAS sont ajoutés au suanaga dans du PAS en tant

gue témoin. On réalise alors une incubation a €7pendant 3, 6, 24 et 48 h. Pour estimer la




viabilité bactérienne, 20 pL de la co-incubationtsensuite prélevés dans chaque puits et des
dilutions en séries sont réalisées dans du PBSslgsensions sont ensuite ensemencées sur
des géloses MH et incubées a 37° C pendant 24t déaombrement des colonies. Chaque

expérience est reproduite trois fois, en triplicate

2.4.2. Co-incubation dA. fumigatusavec le surnageant amibien

Des trophozoites (5.10 mL) de chaque souche d'amibes libres ont éigbigr & 27°
C pendant 72 h dans du PAS ou dans l'eau du részspitalier filtrée. Les suspensions
amibiennes sont ensuite centrifugées (1500 t/mimda@et 7 min) et le surnageant récupéré.
100 pL de ces surnageants sont distribués dapsiissd’une microplaque 96 puits et 100 puL
de suspension 4. fumigatugcontenant 5.10conidies) réalisée en PAS ou dans de I'eau du
réseau hospitalier sont ajoutés au surnageant @mibii PAS ou a I'eau de I'hopital, puis
incubés a 27° C pendant 48 et 96 h. Aprés incuba®io pL sont prélevés dans chaque puits
et des dilutions en séries sont réalisées dans B. Res suspensions sont ensuite
ensemencées sur des géloses Sabouraud et incut#®&s G pendant 72 a 96 h avant

dénombrement des colonies. Chaque expériencepesttgte trois fois, en triplicate.

2.5.Effet de la gentamicine sur la croissance bactérieie en présence ou non de

cellules phagocytaires

100 pL d'une suspension de cellules phagocytaine®4S-RPMI (contenant 20
cellules) sont déposés dans chaque puits d'unephacue de 96 puits. Puis, 100 pl de PAS-
RPMI contenant 10bactéries (MOI = 0,1) sont ajoutés. Aprés 3 ot 2¥incubation, 5¢ig /

mL de gentamicine sont ajoutés et les co-cultuoes mcubées 2 h a température ambiante




(Akya et al., 2009). Chaque puits est ensuite laoés fois avec du PAS pour éliminer
I'antibiotique, puis son contenu est remis en suspa dans 10QL de PAS-RPMI et les
plagues sont incubées 24 ou 48 h a 27 ° C pouartébes ou a 37 ° C sous 5% pour les
macrophages Thp-1. Les témoins sont réalisés emamt des bactéries dans du PAS-RPMI
sans cellule phagocytaire et sans gentamicine.

Apres cette incubation, 20 pL de la co-culture sutevés dans chaque puits et des
dilutions en séries sont réalisées dans du PAS-RP&4l suspensions sont ensuite étalées sur
des géloses MH et incubées a 37° C pendant 24t déaombrement des colonies. Chaque

expérience est reproduite trois fois, en triplicate

2.6. Dénombrement des micro-organismes

2.6.1. Par densité optique

La concentration bactérienne d'une suspension pétte estimée par
spectrophotométrie (longueur d’'onde : 600 nm). &Cetéthode est utilisée pour la préparation
des suspensions bactériennes utilisées dans liEsedies expérimentations. Une densité

optique (DO) égale a 1 correspond & une conceorrde 18 bactéries / mL.

2.6.2.  Par numération des unités formant colonies (UFC)

La numération bactérienne ou fongique apres le€rarpntations est réalisée par
dénombrement des UFC. Pour cela, un volume de 10ded. dilutions des différents
échantillons est ensemencé sur milieu gélosé atifuuia incubé pendant 24 h a 37° C pour

les bactéries et pendant 72 a 96 h a 27°C poudumigatus Le nombre de colonies est




ensuite compté, correspondant au nombre de migan@mes cultivables présents dans

I'échantillon.
2.6.3.  Par numération sur cellule de comptage

La numération des amibes, des monocytes mais dessionidies est réalisée sur des
cellules de comptage Kova d’'un volume global estane uL. Aprés remplissage, la cellule
est observée au microscope optique, a l'objectd pdur permettre le dénombrement des

cellules
2.7.Viabilité des cellules

La viabilité des amibes ou des macrophages estndi@i&e par ajout de bleu de trypan
0,4% aux cultures ou co-cultures. Puis les suspessde cellules phagocytaires sont
déposées dans une cellule de Kova observée erauiteicroscope optique. Les cellules

vivantes apparaissent sans coloration alors queelegdes mortes sont visualisées en bleu.

2.8. Titrage des virus

Le titrage est réalisé en plague 96 puits. Lestisoisi de virus a titrer sont diluées en
DMEM supplémenté en SVF et antibiotiques en sétesaison 10, de 10a 10°. Chacune
des dilutions est distribuée en colonne dans lguyglaa hauteur de 25 pL par puits. 100 uL
d’'une suspension de cellules Hep-2 a 100 000 esllumL en DMEM supplémenté en SVF
et antibiotiques sont ajoutés dans les puits. lamu® est ensuite agitée pour assurer une

répartition harmonieuse des cellules dans le mtitscubée pendant 4 jours a 37° C sous 5 %
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de CQ avec une observation quotidienne de la nappe laeluau microscope optique
inversé. Les puits montrant un effet cytopathigd€R) constitué de cellules chutées sont
considérés comme positifs tandis que les puitsaaappe cellulaire est intacte sont négatifs.
Lorsque I'ECP a cessé de progresser, on calcutdréeinfectieux des adénovirus par la
méthode de Reed et Muench (Reed and Muench, 1@88)eftant de déterminer la dilution
théorique de suspension virale produisant un EC&z &0% des puits inoculés et qui
correspond a une TC¥p(Tissue Culture Infective Dose).

En pratique, le calcul est réalisé de la faconasuiv (Tableau 3) :

Tableau 3 : Exemple de calcul du titre des virus

o ) Nombre de puits | Nombre de puits Réponses Réponses % de réponses +
Dilutions virales ) )
ECP+ intacts cumulées ECP+ | cumulées intacts cumulées
102 8 0 17 ——1 Ol 17/17=100%
10® 6 2 T 9 —F 2l 9/11=82%
10¢ 3 5 T 3 — 7l 3/10=30%
10d 0 8 o —71 15 0/15=0%

Dans ce cas, la dilution pour laquelle on retrob®&% de puits avec un ECP se trouve

entre 10 et 10°. La formule alors appliquée pour obtenir le tidtevirus est :

% supérieur a 50 % -50

% supérieur a 50 % - % inférieur a 50 %

Soit ici, la TCIDy correspond & une dilution de la suspension viteld0*®. Le titre

de la suspension virale est donc d&®CIDs,dans 25ul de virus soit 40XA0TCIDs / mL.




2.9.Inhibition de I'adhérence

Ces tests sont réalisés suivant le protocole deiridest al. (Medina et al., 2014). Des
monocouches de trophozoites d'amibes ou des clE-1 réalisées dans des microplagues
24 puits sont traitées pendant 90 min avec du PRBHRcontenant 100 mM de glucose, de
galactose, de mannose, de rhamnose, de fructode mannane, a 27 ° C pour les amibes ou
a 37 ° C sous 5% de CO2 pour les macrophages. Apiédavages avec du PAS-RPMI les
pathogénesA. fumigatus K. pneumoniaeet S. aureus)sont ajoutés a une MOI de 5 aux
cellules prétraitées par les sucres ou non puimlesoplagues sont incubées a 27 ° C (pour
les amibes) ou a 37 ° C sous 5% de CO2 (pour lesaplaages) pendant 1 h. Les puits sont
ensuite lavés trois fois avec du PBS, pour élimiasrpathogénes non adhérés aux cellules.
Afin d'estimer le nombre de pathogénes restantspcdayant adhéré aux cellules
phagocytaires, le contenu des puits est dilué ee ¢ les dilutions ensemencées sur des
géloses Sabouraud a 27° C pendant 72 a 96 hApdumigatuset des géloses MH pendant 24
h a 37° C avant dénombrement des colonies. Lesinénsont réalisés dans le méme milieu

en absence de sucres. Chaque expérience est rigproais fois, en triplicate.
2.10. Test d’adhérence et d'internalisation

Les tests d’adhérence et d’internalisation soris&auniquement avek. fumigatus
Des monocouches de trophozoites d'amibes ou deopieages sont réalisées dans du PAS
(amibes) ou du PAS-RPMI (marophages). Une suspegaonidies di. fumigatugéalisée
soit en PAS soit en PAS-RPMI leur est ajoutée aM@é¢ de 5. Ces co-cultures sont ensuite
incubées pendant 15 min, 30 min, 1 h, 2 h et £/ AC pour les amibes ou a 37 ° C sous 5%

de CQ pour les macrophages. A chaque temps d’incubateomsurnageant de culture est
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éliminé, et les puits lavés deux fois avec du PAS diéliminer les conidies non adhérentes.
Le contenu des puits est ensuite fixé a froid alieenéthanol puis coloré au Giemsa. Deux
cents cellules par puits sont alors observéesdafidéterminer le pourcentage de (i) conidies
adhérentes et (ii) de conidies internalisées.

Le marquage des conidies avec 5 pg / mL de CalooRNhite (CFW) pendant 30
min a 27 ° C permet une meilleure visualisation @@sdies internalisées. Aprés trois lavages
avec du PAS, les conidies marquées sont ajoutéesedlules phagocytaires (trophozoites et
macrophages) a une MOI de 5. Aprés 15 min, 30 rhifh, 2 h et 4 h d'incubation, le
surnageant de culture est éliminé et les puits lsw@s deux fois avec du PAS afin d'éliminer
les conidies non adhérentes. Pour déterminer be dauconidies internalisées, on ajoute du
bleu de trypan, qui va permettre d'éteindre la ibsgence des conidies non internalisées,
facilitant le repérage des conidies internalis&=o{t and Woods, 2000 ; Dementhon et al.,

2012). Chaque expérience est reproduite trois évigriplicate.

3. Méthodes de biologie moléculaire

3.1. Extraction d’ADN

Les co-cultures cellules phagocytaires-virus samtrifugées a 1500 rpm pendant 7
min pour les amibes et 250 rpm pendant 5 min pesimacrophages. L’ADN total contenu
dans les co-cultures est extrait de 200ul de seardget de la totalité du culot cellulaire grace
a la trousse QIAamp® DNA mini de Qiagen, selonitestructions du fabricant. A la fin de
I'extraction, 'ADN est élué dans 200 pL de tampdiextraction et stocké a -20°C avant

analyse.




3.2. PCR quantitative (QPCR)

La trousse ADENOVIRUS ELITe MGB' de BioSystems permet la détection et la
guantification par PCR en temps réel de I'ADN daéénavirus. 20ul de la solution d’ADN
extrait du surnageant ou du culot cellulaire sgmiités au mélange réactionnel de PCR fourni
dans la trousse, contenant deux amorces et une sgiwlidant la totalité des sérotypes du
genreAdenovirus puis soumis & amplification génique selon la netbgie TagMafi” sur le
thermocycleur ABI Prism 7500 (Applied Biosystemghe gamme de dilution, de 2*1@
2*10° copies/ml, d’'une solution d’ADN viral de conceriba connue est utilisée pour
concevoir une droite d’étalonnage permettant lantifigation absolue du virus dans les
échantillons testés.

Un programme d’amplification de 45 cycles est g&abur le thermocycleur suivant le

protocole décrit ci-dessous :

2 minutes 50°C

2 minutes 95°C

15secondes 95°C 45secondes 60°C 1hdeso 72°C 45 cycles

Dans la technologie TagM&ah, la sonde porte en 5’ un fluorophore donneur appel
reporter et en 3’ le fluorophore accepteur appgdetent quencher. Lorsque cette sonde
d’hybridation est intacte, le quencher absorbe ef§ie qui lui est transmise suite a
I'excitation du reporter mais n’émet aucune flucmxe.

Au cours de la phase d’élongation, I'activité exdgasique de la Tag polymérase
entraine une hydrolyse de la sonde. L'éloignemest2ifluorophores libére alors le donneur
du quenching, et le photon d’émission qu'il émetitpalors étre détecté. L'intensité de la
fluorescence proportionnelle a la quantité de sdnakolysée est mesurée a la fin de chaque

cycle d’amplification et est fonction de la quaétit ADN amplifiée.




4. Méthodes biochimiques

4.1. Extraction en phase solide

Cette étape va permettre le fractionnement des aulel® présentes dans les
surnageants de culture #e pneumoniaeet S. aureussur une cartouche C18 d’extraction en
phase solide (Sep-Pak plus Cartridges, Waterskal®uche est fixée sur une seringue en
verre, lavée avec 10 mL d’éthanol puis conditionp&e5 mL d’acétonitrile (ACN) et 10 mL
d’eau. 10 mL de surnageant de culture non filtrét sdors chargés sur cette cartouche. Pour
cela, le surnageant est placé dans la seringuegjuésen goutte a goutte permettant ainsi la
fixation des molécules présentes dans le surnageald silice se trouvant dans la cartouche.

L’élution des molécules fixées sur la cartoucheessiuite réalisée avec 10 mL d'un
mélange (v:v) d’'acétate d’ammonium 20 mM et d’ACHNifiérentes concentrations (0 %, 10
%, 20 %, 40 %, 60 %, 80 %, et 100 %). Cette étagpmet le fractionnement des molécules
contenues dans le surnageant de culture en fondideur polarité. Les différentes fractions
récoltées sont ensuite lyophilisées puis reprigsgss d mL d’'un mélange eau / acétonitrile

(90:10) afin de les concentrer dix fois.

4.2.Chromatographie liquide haute performance en phaseverse (HPLC)

Les molécules contenues dans les fractions d'inédtiéant les amibes et obtenues par
extraction en phase solide sont séparées par HRL@hase inverse avec une colonne
analytiqgue C18 Acclaim® 120 (5 um, 120 A, 4,6x15M)nL’élution est réalisée avec un

gradient eau-TFA (0,1%) / ACN-TFA (0,1%) et un dét® 0,8 mL / minute. La détection des




molécules est réalisée a 205, 220 et 280 nm. Deadients sont utilisés: un powt.
pneumoniaeet un pourS. aureus Les fractions récoltées sont ensuite lyophilispas
reprises dans un mélange eau / acétonitrile (9@fif)de les concentrer dix fois et de tester
leur activité.

Le gradient utilisé pouK. pneumoniaadébute a 20 % d’ACN pendant 5 min puis
augmente jusqu’a 40 % de fagon linéaire pendamhi®Q enfin, il atteint en 5 min un plateau
a 80 % ou il reste constant pendant 5 min.

Le gradient utilisé pous. aureusiébute a 15 % d’ACN pendant 5 min puis augmente
jusqu’'a 45 % de facon linéaire pendant 45 min,reriffiatteint en 5 min un plateau a 60 % ou

il reste constant pendant 5 min.

4.3. Spectrométrie de masse

Les molécules purifiées par HPLC en phase inversé analysées par spectrométrie
de masse en électrospray (ESI-MS), sur un appéesib Q-TOF (Waters). L'analyse se fait
en injection directe dans un mélange eau-acide ifpren (0,1%) / ACN-acide formique
(0,1%). L'analyse est effectuée pendant 5 min &b68’ACN. L’'acquisition en masse a été
réalisée avec les parametres suivants : mode fposithégatif, voltage du céne = 30 V,

détection entre 100 et 3000 Da.




4 .4.Détermination de la nature des molécules d’intérét

4.4.1. Détection des sucres

La détection des sucres se fait a I'aide d’'unetswiud’anthrone. Cette méthode est
basée sur la déshydratation intramoléculaire des @s milieu acide a chaud. Des différences
de couleurs sont observables (bleu-vert pour le®des et brun-rouge pour les pentoses)
rendant la technique assez spécifique.

Une solution d’anthrone a 0,2 % est préparée danaélange eau / acide sulfurique
dans un rapport 1 : 3. Un volume de 10 pL d’échianta tester est déposé sur une plaque de
silice (TLC Silica gel 60 F254, Merck) pour chromgtaphie sur couche mince. Lorsque le
dépbt est sec, la plaque est plongée dans la@old@nthrone puis chauffée a 80°C pendant

2 min. En présence de sucre, I'échantillon devierfdieu ou rouge.

4.4.2. Détection des lipides

La détection des lipides se fait a I'aide d’'uneuioh de primuline. La primuline se lie
de facon non covalente a des structures lipidigugeermet leur visualisation sous UV. Une
solution de primuline a 5% est préparée dans ummgél acétone/eau dans un rapport 8 : 2
(v/v). Un volume de 10 pL d’échantillon a testet déposé sur une plaque de silice pour
chromatographie sur couche mince. Lorsque le dégibsec, la plaque est plongée dans la
solution de primuline puis séchée avant d’étre alisae sous UV. En présence de lipides,

I’échantillon formera une tache brune.




4.4.3. Détection des peptides

La détection des peptides se fait a 'aide d’'urat&m de ninhydrine. La ninhydrine
réagit avec les acides aminés selon une suiteadtiois aboutissant a la formation d’imines.
Une solution de ninhydrine a 0,2% est préparée dag€thanol absolu. Un volume de 10 pL
d’échantillon a tester est déposé sur une plaqusilide pour chromatographie sur couche
mince. Lorsque le dépbt est sec, la plaque estgpmmans la solution de ninhydrine puis

chauffée a 80°C pendant 2 min. En présence dedesptiéchantillon prendra une couleur

rose.

5. Microscopie

5.1. Microscopie optique inversée

L’observation au microscope optique inversé edisé&a lors des tests de préférence

trophique ainsi que de diffusibilité¢ afin de vissal le déplacement des amibes sur les

géloses.
5.2. Microscopie électronique a transmission

Les expérimentations de microscopie électronigurarssmission (MET) sont réalisées
au laboratoire d’Anatomie et Cytologie Pathologsjde CHU de Poitiers.

Les co-cultures sont réalisées dans des flacomsiltiee cellulaire puis détachées par
grattage avant d’étre centrifugées 7 min a 1500egsurnageant est alors é€liminé et le culot

remis en suspension dans du glutaraldéhyde a 3fedntration de 0,1 mol/L et pH = 7,2).
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L’échantillon est alors placé & 4°C au minimum 2atant d’étre lavé trois fois avec du
tampon phosphate. Il est ensuite fixé une nouveile dans le tétroxyde d’'osmium a 1%
pendant 1 h a 4°C, puis lavé trois fois dans dyptanphosphate.

Apres fixation des cellules, un pré-enrobage err agh nécessaire afin de pouvoir
déshydrater et inclure plus facilement les écHansl Pour cela, I'échantillon est centrifugé 7
min a 500 g puis le surnageant est éliminé et racdplpar de l'agar liquide réchauffé
(HistoGel™). Les cellules sont homogénéisées puaistrdugées 10 min a 1000 g et
recouvertes de tampon phosphate. L'échantillorestiite placé a 4°C afin d’obtenir un bloc
de gélose solidifié contenant le culot cellulaice. bloc de gélose est déshydraté dans des
bains successifs de concentration croissante etorece deux fois 1 min dans un bain
d’acétone a 50%, 5 min dans un bain d’acétone a &0% min dans un bain d’acétone a
90% et enfin quatre bains de 15 min dans de |'aeépr.

L’échantillon est ensuite inclus dans I'aralditésine époxy et hydrophobe. Pour cela,
I'échantillon est placé 3 h dans un mélange acétaésine (v/v) puis dans de la résine pure
au minimum 12 h. L’échantillon est ensuite coulésiaes gélules en gélatine, enrobé de
résine et polymérisé a 60°C pendant 24 h.

Lorsque les blocs sont polymérisés, des coupes-famesi sont obtenues grace a un
microtome, déposées sur des lames de verres e€eslau bleu de toluidine puis fixées a
80°C sur une plaque chauffante. Les lames sonitermuservées en microscopie photonique
afin de sélectionner les zones a examiner en MEF .I&suite, des coupes ultra-fines sont
réalisées grace a un ultramicrotome, placées sugdies et contrastées avec de l'acétate
d’'uranyle et des sels de plomb. L'observation degpes est réalisée avec un microscope

électronique a transmission JEOL 1010 équipé doameéra.




5.3. Immunofluorescence

A la suite des co-cultures amibes-adénovirus ou rophages-adénovirus, les
échantillons sont lavés trois fois dans du PBS pmiisurnageant est éliminé. Le culot est
remis en suspension dans ce méme tampon et déposie lame qui sera séchée. Les
cellules sont ensuite fixées : les macrophages dar®acétone froid pendant 10 min ce qui
permet également de les perméabiliser, et les damptes dA. castellaniidans du méthanol
froid pendant 15 min puis 10 min dans du triton2% afin de les perméabiliser. La lame est
ensuite lavée avec du PBS et séchée avant d‘ajeuteles dépdts I'anticorps monoclonal
anti-adénovirus FITC (Argéne, BioMérieux). La lamst incubée pendant 15 min & 37°C
dans une chambre humide. Enfin, elle est lavée dudeBS puis de I'eau distillée et séchée
avant d’étre montée sous lamelle et observée atpsaigpe a fluorescence a I'objectif 40x
avec de l'huile a immersion. Il s’agit d’'un micrope au mercure permettant un spectre
d’émission bleu, révélant ainsi la fluorescenceeveles adénovirus sur la contre-coloration

rouge des cellules phagocytaires.






Chapitre 4 : Résultats



1. Préférence trophique des amibes

1.1.Etude de la préférence trophique

Les amibes se nourrissent dans I'environnement dgororganismes comme les
bactéries et les champignons. Afin de détermineesiste une préférence trophique chez
castellanii et V. vermiformis ces deux amibes ont été mises en présence des- mic
organismes répertoriés dans le tableau 2.

Pour cela, un spot de 10 pL d’'une suspension deuohde ces micro-organismes a été
déposé sur gélose NNA, a deux centimetres de chai@ed’'un spot de 10 pL contenant une
suspension de chaque amibe. L'ensemble est incebdapt 72 h afin de permettre et de
mesurer quotidiennement le déplacement amibieragyélose.

Les résultats montrent qu¥. vermiformis n’est attirée par aucun des micro-
organismes testés, que ce soit aprés 24 h, 4872 dud’incubationA. castellanii,quant a
elle, n'atteint aucun pathogene dans les premiéres Zependant, aprés 48 h d’incubation,
'amibe atteint trois pathogenesS. maltophilia S. aureuset K. pneumoniaeAprés 72 h
d’incubation, A. castellanii atteint égalemenk&. coli et C. albicans (Tableau 4). Les
observations ont également montré que la quartirdides se déplacant vers les pathogénes
jusqu’a 72 h d'incubation est plus importante a8emaltophiliaS. aureuetK. pneumoniae

Suite a ces premiers résultats, la poursuite dad&s’est effectuée avec I'amilde
castellaniiet les bactérieS. aureuset K. pneumoniaeces deux bactéries permettant dans
chaque groupe (Gram positif ou Gram négatif) lallmaie attractivité amibienne. Elles ont
également été étudiées dans une autre partie tdeld’'@our leurs interactions en co-culture

avec les amibes.




Tableau 4 : Résultats de la préférence trophique deamibesA. castellaniiet V.
vermiformis
(-) les amibes n’ont pas atteint le micro-organis(mgau moins une amibe a atteint le micro-
organisme, (++) de nombreuses amibes ont attemtdem-organisme, (+++) de trés

nombreuses amibes ont atteint le micro-organisme.

A. castellanii V. vermiformis

24h|48h| 72h | 24h{48h| 72h
S. maltophilia | - + ++ - - -
S. aureus - + ++ - - -
S. epidermidis| - - - - - -
E. coli - - + - - -
S. pneumoniag - - - - - -
K. pneumoniag - ++ | +++ | - - -
C. albicans - - + - - -

1.2. Sécrétion de molécules par les pathogénes sélectién

A la suite des premiers résultats, la question @a@sété de savoir si les amib&s
castellaniiétaient attirées par les bactériespneumoniaet S. aureuslles-mémes, ou bien
par des molécules sécrétées par ces bactériesdéfi@pondre a cette interrogation, le méme
test d’attractivité que précédemment a été réalNse les bactéries tuées ainsi qu’avec leur
surnageant de culture. Le milieu de culture dedébias (milieu LB) a été incubé dans les
mémes conditions et utilisé comme témoin.

Les observations aprés 24 h, 48 h et 72 h d’indobathontrent les mémes résultats
gue pour les bactéries vivantes. Les amibesastellaniisont également attirées par le milieu

de culture LB mais seulement aprés 72 h d’incubaticde maniere moindre (Tableau 5).



Tableau 5 : Résultats de I'attractivité des bactéds tuées ou de leur surnageant Suy.
castellanii

(-) les amibes n’ont pas atteint le pathogenea(+noins une amibe a atteint le pathogene,

(++) de nombreuses amibes ont atteint le pathodeme) de trés nombreuses amibes ont

atteint le pathogéne.

A. castellanii
24h|48h| 72h

Milieu LB - - +
S. aureustuées - + | ++
SurnageantS. aureus - + ++
K. pneumoniaguées - |+ |+
SurnageantK. pneumoniael - | ++ | +++

Ces résultats suggerent que les bact&iesureusetK. pneumonia@roduisent
une ou plusieurs molécules possédant un pouvaictft sur les amibes de l'espeée

castellanii
1.3. Etude de la diffusibilité ou non des molécules sé&tées

A la suite de ces résultats, I'hnypothése selondlgues molécules sécrétées par les
bactérieK. penumoniaet S. aureustaient des molécules diffusibles a été podéetest de
diffusibilité a alors été réalisé, permettant déeddiner si les molécules sécrétées étaient
diffusibles ou volatiles.

Pour cela, les bactériés pneumoniaet S. aureusou leur surnageant de culture ont
été déposés en un spot de 10 pL sur une gélosediBsé dans une gélose NNA sur laquelle
était également déposé un spot de 10 puL d’'une ssgpedA. castellanii Les géloses ont

ensuite été incubées pendant 72 h afin de perntetti&placement des amibes.
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Les résultats n’ont montré aucun déplacement amilgjee ce soit vers les bactéries
vivantesk. pneumoniaet S. aureuu vers leur surnageant de culture, déposés ddustéa
de Petri contenant le milieu gélosé LB, qu’ellet smiverte ou non. La (les) molécule(s)

produite(s) par chacune bactérie est (sont) ddfusible(s) dans la gélose et non volatile(s).

1.4. Fractionnement des surnageants de culture

Les résultats montrant une préférence trophique ateiesA. castellanii pour
certaines bactéries, et suite au fait que I'ativacties amibes soit due a la sécrétion, par ces
bactériesde molécules diffusibles, I'étape suivante a caéstmn un essai de caractérisation
de ces molécules.

Dans un premier temps, les molécules contenues ldargirnageants de cultures de
K. pneumoniaeet deS. aureusen phase stationnaire de croissance ont étédnmetes par
extraction en phase solide sur cartouche de phasse. L'activité de chaque fraction
obtenue a été testée de la méme maniére que poételanination de la préférence trophique.
Les molécules contenues dans le milieu LB ont égad été fractionnées de la méme
maniére afin de servir de contrble négatif.

Cette expérimentation a permis d’identifier une |lsefnaction attractive poud.
castellaniiet ce pour chague chaque condition testée (miléeaulture seul, surnageant 8e
aureus surnageant de€. pneumoniag(Tableau 6).

Pour le milieu de culture LB, la fraction activen@spond a la fraction obtenue lors du
lavage de la cartouche avec 100 % d’acétate d’arumo20 mM. Pour le surnageant de
culture deK. pneumoniagla fraction active correspond a la fraction élagec 40 % d’ACN.
Pour le surnageant de culture 8eaureusla fraction active correspond a la fraction éluée

avec 20 % d’ACN. Ces résultats confirment querkation des amibeA. castellaniipar les



bactérieK. pneumoniaet S. aureusn’est pas due a des composés présents dans ée! ohdi
culture. De plus, la fraction active pour chaquetdde étant éluée a des pourcentages
différents d’ACN, on peut émettre I'hypothése qges Imolécules sécrétées par les deux

bactéries sont différentes.

Tableau 6 : Résultats des tests d’attraction &. castellaniipar les différentes fractions
des surnageants de culture.

(-) les amibes n’ont pas atteint la fraction tes{égles amibes ont atteint la fraction testée.

0% 10 % 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %
ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN
Milieu LB + - - - - - -
SurnageantK.
- - - + - - -
pneumoniae
SurnageantsS.
- - + - - - -
aureus

1.5. Purification des surnageants de culture par HPLC

Les fractions obtenues par extraction en phasalesadt possédant une activité

attractive sur les amibes. castellaniiont été analysées par HPLC en phase inverse apres

lyophilisation et resuspension dans un meélangeA€a/(90:10).

1.5.1. Klebsiellapneumoniae

Pour la bactérik. pneumoniagla fraction active testée est celle éluée ave@®0

d’ACN. Le chromatogramme obtenu est présenté dgafigure 33.




Toutes les fractions visibles (correspondant a whates pics) ont été récoltées et
testées en activité. Seules les cing fractionsgingkks par des fleches correspondent aux

fractions actives.
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Figure 33 : Chromatogramme de la fraction éluée a 40 % d’ACN dwsurnageant de
culture de K. pneumoniag obtenu par HPLC en phase inverse.
Détection a 205 nm. Les pointillés représententdelient d’élution exprimé en pourcentage
d’ACN. Les fleches indiquent les fractions pouigieslles une activité attractive siir castellanii

est mise en évidence.

De plus, les mémes extraits ont été analysés anigueur d’'onde 220 nm et les
résultats obtenus étaient identiques a ceux obserdéngueur d’'onde 205 nm. Cependant,

lorsque les extraits sont analysés a la longueand# 280 nm, on ne détecte aucune




molécule. Ces résultats suggerent la présence déca® de nature protéique (d0 a

I'absorbance a 220 nm), mais sans acide aminé siqpraddd a I'absorbance a 280 nm).

1.5.2.  Staphylococcuaureus

Pour la bactéri&. aureusla fraction active testée est celle éluée ave@o2@ ACN.
Le chromatogramme obtenu est présenté dans lafylr
Toutes les fractions visibles (correspondant a whades pics) ont été récoltées et

testées en activité. Seules les trois fractionsqueks par des fleches correspondent aux

fractions actives.
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Figure 34 : Chromatogramme de la fraction éluée a 20 % d’ACN dwsurnageant culture
de S. aureusobtenu par HPLC en phase inverse.
Détection a 205 nm. Les pointillés représententaalient d’élution exprimé en pourcentage

d’ACN. Les fleches indiquent les fractions pouigiesls une activité attractive siir




De plus, les mémes extraits ont été analysés anigueur d’'onde 220 nm et les
résultats obtenus étaient identiques a ceux obserdyéngueur d’'onde 205 nm. Cependant,
lorsque les extraits sont analysés a la longueand# 280 nm, on ne détecte aucune
molécule. Ces résultats suggerent la présence déca® de nature protéique (d0 a

I'absorbance a 220 nm), mais sans acide aminé siqpraddd a I'absorbance a 280 nm).

1.6. Détermination de la nature des molécules actives

Chacune des fractions récoltées en HPLC et possédenactivité attractive sur les
amibes a été testée afin d’en déterminer la naRwer cela, 10 pL de chacune des huit
fractions d'intérét obtenues par HPLC en phasergeva été déposée sur une plaque de CCM
(chromatographie sur couche mince) en trois séki@gremiére série a été plongée 10 sec
dans une solution de primuline, séchée puis viséalisous UV. La deuxieme série a été
plongée 10 sec dans une solution de ninhydrindauftée a 80° C pendant 2 min. Enfin, la
troisieme série a été plongée dans une solutiomit'@ne puis chauffée a 80° C pendant 2
min. La primuline permet la visualisation des liggd la ninhydrine des peptides et I'anthrone
des glucides.

Les résultats obtenus pour toutes les fractions$ slemtiques (Tableau 7). En effet,
aucun des pics testés n’est positif au test aitautine ni a I'anthrone, mais tous sont positifs
au test a la ninhydrine, suggérant que la ou leaute(s) sécrétée(s) par les bactéKes
pneumoniaeet S. aureusne sont ni de nature glucidique ni lipidique, margquement de

nature protéigue ou peptidique, confirmant leslté®iobtenus par HPLC en phase inverse.



Tableau 7 :Résultats de la détermination de la nature des matéles actives

Primuline | Ninhydrine | Anthrone
K. pneumoniaepic 1 - + -
K. pneumoniaepic 2 - + -
K. pneumoniaepic 3 - + -
K. pneumoniaepic 4 - + -
K. pneumoniaepic 5 - + -
S. aureuspic 1 - + -
S. aureuspic 2 - + -
S. aureuspic 3 - + -

1.7. Analyse par spectrométrie de masse

Une analyse par spectrométrie de masse des fradittives obtenues par HPLC en
phase inverse a été réalisée afin d'identifierdesposés présents. Pour une visualisation

compléte de chaque spectre, se rapporter aux asanexe

1.7.1. Klebsiellapneumoniae

1.7.1.1. Analyse de la fraction A

Dans la premiére fraction analysée, deux moléamegté sélectionnées (Figure 35),
la premiére ayant une masse [M¥dg 530,2128 Da et la seconde avec une masse [MieH]
622,2624 Da. L'analyse du spectre a également iadatprésence de massifs isotopiques.
Ces massifs isotopiques montrent une différencendsse de + 1 Da, due a la présence de

13C. Ces résultats confirment la présence deux migigeuono-chargées dans I'échantillon.



La présence d’adduits sodium [M + Nadt potassium [M + K] pour chacune des deux
molécules est également visible avec un écart dsende 22 Da et 38 Da, respectivement.

Les différentes masses expérimentales (m/z) visgedi sur le spectre sont répertoriées dans

le tableau 8.
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Figure 35 : Spectre ESI-MS de faible énergie de feaction A pour K. pneumoniae
Molécule de masse [M+Hple 530,2128 Da (Rouge) ; Molécule de masse [M+l]
622,2624 Da (Vert).

1.7.1.2. Analyse de la fraction B

Dans la deuxieme fraction analysée, nous avongmeévidence sept pics (Figure 36),
avec des masses [M+Hile 445,2329 Da ; 562.7814 Da ; 607,2997 Da; 64l,32a ;

889,3790 Da ; 1124,5491 Da et de 1213,5930 Da.



Les molécules de masse 889,3790 Da; 1124,5491tDa €213,5930 Da ont été

identifiées grace a la présence de pics mono ethatgés et de l'adduit sodium

correspondant.

L’analyse du spectre a également montré la présdaamassif isotopique due a la

présence d&C, avec une différence de masse de + 1 Da pomndes-chargées, ou + 0,5 Da

pour les di-chargées. La présence d’adduits soflira Na]® sur chacune des molécules est

également visible avec un écart de masse de 22uDaeoll Da pour les molécules di-

chargées. Les différentes masses expérimentales) (Wgualisées sur le spectre sont

répertoriées dans le tableau 8. Ces résultatsrowarit la présence de trois molécules di-

chargées et d'une molécule mono-chargée dans Héba, dans les conditions de

I'expérimentation.
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Figure 36 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction Bqur K. pneumoniae

Molécule mono-chargée de masse [M*#8 671,3441 Da (Rouge) ; Molécule mono-

chargée de masse [M+H]e 889,3790 Da (Vert) et en pointillé vert la émlle di-chargée ;

Molécule mono-chargée de masse [M*#§ 1124,5491 Da (Bleu) et en pointillé bleu la

molécule di-chargée ; Molécule mono-chargée de enfAdsH]" de 1213,5930 Da (Orange),

et en pointillé orange la molécule di-chargée.




1.7.1.3. Analyse de la fraction C

Dans la troisieme fraction analysée, nous avonstm@aaix pics (Figure 37), avec des
masses [M+H] de 413,2456 Da ; 611,3209 Da ; 661,8516 Da ; 7B@0Da ; 1221,6224
Da et de 1322,6680 Da.

La molécule de masse [M+H]1221,6224 Da a été identifiée grace a la présdace
pics mono, di et tri-chargés et des adduits sodtipotassium correspondants. La molécule
de masse 1322,6680 Da a été identifiée grace @$zmce de pics mono et di-chargés et des
adduits sodium et potassium correspondants. De lplmsolécule de masse [M+H] 76,0052
Da correspond a la molécule di-chargée, la molérwaleo-chargée correspondante n’apparait
pas sur le spectre, les adduits sodium et potassimraspondant sont également visibles.

L’analyse du spectre a également montré la présdaceassif isotopique car une
différence de masse (+ 1 Da, + 0.5 Da ou + 0,334Esi) visible, due & la présence’d@. La
présence d’adduits sodium [M + Najur chacune des molécules est également visilgle av
un écart de masse de 22 Da ou de 11 Da pour lescutes di-chargées et 7,3 Da pour la
molécule tri-chargée. La présence d’adduits patas$M + K]* est également visible sur les
molécules avec un écart de masse 19 Da pour lescoies di-chargées et 12,67 Da pour la
molécule tri-chargée.

Les différentes masses expérimentales (m/z) vistedi sur le spectre sont répertoriées
dans le tableau 8. Ces résultats confirment laepies d’'une molécule tri-chargée, d’une
molécule di-chargée et d’'une molécule mono-chadges I'échantillon dans les conditions

de I'expérimentation.
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Figure 37 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction Cqur K. pneumoniae
Molécule mono-chargée de masse [M*H§ 1221,6224 Da (Rouge) en pointillé rouge la
molécule di-chargée et en tiret rouge la moléaidehargée ; Molécule mono-chargée de

masse [M+H] de 1322,6680 Da (Vert) et en pointillé vert la éwnile di-chargée ; Molécule
di-chargée de masse [M+He 776,0052 Da (Pointillés bleu).

1.7.1.4. Analyse de la fraction D

Dans la quatrieme fraction analysée, nous avonemévidence sept pics (Figure 38),
avec des masses [M+Hile 430,2202 Da; 545,2800 Da; 646,2399 Da; 797,33a ;
825,9001 ; 1089,5173 Da et de 1269,4742 Da.

La molécule de masse [M+H]1089,5173 Da a été identifiée grace a la présdace
pics mono et di-chargés et de I'adduit sodium spoadant. La molécule de masse [M*H]
1269,4742 Da a été identifiée grace a la préeseagecd mono, di et tri-chargés et de I'adduit

sodium correspondant. De plus, les molécules dee{ds+H]" 717,3397 Da et 825,9001 Da




correspondent aux molécules di-chargées, les mekamono-chargées correspondantes

n'apparaissent pas sur le spectre, les adduitssocirrespondants sont également visibles.

L’analyse du spectre a également montré la présadmeerassif isotopique sur chacun

des sept pics mis en évidence. La présence d’adsiitium [M + Na] sur les molécules est

également visible avec un écart de masse de 221da @1 Da pour la molécule di-chargée.

Les différentes masses expérimentales (m/z) viskedi sur le spectre sont répertoriées

dans le tableau 8. Ces résultats confirment laepaesd’'une molécule tri-chargée et de trois

molécules di-chargées dans les conditions de Itxgétation.
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Figure 38 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction Dqur K. pneumoniae

Molécule de mono-chargée de masse [M+# 1089,5173 D (Rouge) en pointillé rouge la

molécule di-chargée et en tiret rouge la moléaidehargée ; Molécule mono-chargée de

masse [M+H] de 1269,4742 Da (Vert) et en pointillé vert lalécule di-chargée ; Molécule
di-chargée de masse [M+Hje 717,3397 Da (Pointillé bleu) ; Molécule di-aje de masse
[M+H] " de 826,4103 Da (Pointillé orange)



1.7.1.5. Analyse de la fraction E

Dans la cinquieme fraction analysée, deux molécoites2té mises en évidence avec
des masses de [M+HB38,0592 Da et de 1256,1160 Da (Figure 39). Ces daolécules
correspondent a la méme molécule, sous sa formee tdi-chargée. Cette molécule présente
un massif isotopique dans ses deux formes visealisér le spectre ainsi que I'adduit sodium
correspondant.

La présence d’adduits sodium [M + Nalur chacune des deux formes de la molécule
est également visible avec un écart de masse Ba pbur la forme di-chargée et 7,3 Da pour
la forme tri-chargée. Les différentes masses exmiriales (m/z) visualisées sur le spectre
sont répertoriées dans le tableau 8. Ces résuglatement la présence d’'une molécule tri-

chargée dans I'’échantillon dans les conditionsedg@é&rimentation.
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Figure 39 : Spectre ESI-MS de faible énergie la fraction E pouK. pneumoniae
(Rouge) Molécule di-chargée de masse [M+H]+ de @B®B} Da (Pointillés rouge) et en tiret
rouge la molécule tri-chargée.
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1.7.1.6. Récapitulatif des fractions analysées pdupneumoniae

Ces premiers résultats confirment, dans les éitloast analysés, la présence de
petites molécules avec des masses comprises &htreH]" 530,2128 Da et 1322,6680 Da,
qui seraient, d’aprés les tests précédents, degcmiebk de nature peptidique. Afin de
déterminer les séquences des différents peptidsempis dans les échantillons, une analyse en
MS-MS (Spectrométrie de masse couplée a la speétrisnde masse) est actuellement en

cours.




Tableau 8 : Tableau récapitulatif des masses expénentales (m/z) des molécules identifiées et de leudifférentes formes

pour le surnageant deK. pneumoniae

Masses expérimentales (m/z)

Molécules mono-chargées

Molécules di-chargées

Mt#édri-chargées

[M+H]" [M+Na]® [M+2Na]" [M+3Na]" [M+K]" | [M+H]" [M+Na]® [M+2Na]" [M+3Na]" [M+K]* | [M+H'] [M+Na']l [M+2Na’] [M+3Na’] [M+K"]
. 11 |530,2128 552,2294 - 568,2082 - - - - - - - - - -
Fraction
A 2 |622,2824 644,2766 - 650,3235 - - - - - - - - - -
1|671,3441 693,3333 714,3377 - - - - - - - - - - -
Eractior 2 1889,3978 911,3669 933,3717 - 445,232856,2144 - - - - - - - -
B 3 [1124,54911146,5297 - - 562,7832 573,7673 584,7674 595,7686 - - - - - -
4 1213,5930 - - - 607,2996 618,2997 629,2872 640,2752 - - - - - -
1 1221,6224 - - - 611,3209 622,3098 - - 630,289M13,2456 420,5324 - - 424,835
Fraétlon 2 [1322,6680 - - - 661,8516 672,8396 - - 680,8050 - - - - -
3 - - - - 776,0052 787,3748 - - 795,3459 - - - - -
1 11089,51731111,4928 1133,4949 - 545,2800556,2738 567,2567 578,2402 - - - - - -
Fractior 2 [1269,4515 - - - 646,2390 - - - - 430,2202 - - - -
D 3 - - - - 717,3397 728,3323 739,3395 750,3252 - - - - - -
4 - - - - 825,9001 837,0987 847,9048 859,0073 - - - - - -
Fraction
1 - - - - 1256,61041267,60011278,56991289,5642 - 838,0409 845,8788 852,7110 860,0579 -

E




1.7.2.  Staphylococcuaureus

1.7.2.1. Analyse de la fraction A

Dans la premiere fraction analysée, nous avondiftienne seule molécule dont la

masse [M+H] est de 576,2450 Da. Cette molécule a été identifidee a la présence de pics

mono et di-chargés et des adduits sodium et patassdrrespondants (Figure 40).
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Figure 40 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction Aqur S. aureus
Molécule mono-chargée de masse [M*Hg 576,2450 Da (Rouge) et en pointillé rouge la

molécule di-chargée.

L’analyse du spectre a également montré la présdaceassif isotopique car une
différence de masse (+ 1 Da ou + 0.5 Da) étaiblésidue & la présence te. La présence

d’adduits sodium [M + Nd]sur chacune des molécules est également visible @v écart de



masse de 22 Da ou de 11 Da pour la molécule dgékaiLa présence d’adduits potassium
[M + K] est également visible avec un écart de masse I®ida molécule di-chargée.

Les différentes masses expérimentales (m/z) viskedi sur le spectre sont répertoriées
dans le tableau 9. Ces résultats confirment laepiEs d'une molécule di-chargée dans

I’échantillon.

1.7.2.2. Analyse de la fraction B

Dans la deuxieéme fraction analysée, nous avongifidetrois molécules (Figure 41),
avec des masses [M+H]de 576,2450 Da ; 730,2496 Da et de 860,2996 Dsum@écules
de masse [M+H] 576,2450 Da et 860,2996 Da ont été identifiéesegédla présence de pics
mono- et di-chargés et des adduits sodium et patasrrespondants.

L’analyse du spectre a également montré la présdacmassif isotopique car une
différence de masse (+ 1 Da ou + 0.5 Da) étaiblésidue a la présence H€. La présence
d’adduits sodium [M + Nd]sur chacune des molécules est également visiblewv écart de
masse de 22 Da ou de 11 Da pour les moléculesatlifébs. La présence d’adduits potassium
[M + K]* est également visibles sur les molécules aveccart ée masse 19 Da pour les
molécules di-chargées.

Les différentes masses expérimentales (m/z) viskedi sur le spectre sont répertoriées
dans le tableau 9. Ces résultats confirment, dassconditions de I'expérimentation, la

présence de deux molécules di-chargées et d'unécaielmono-chargée dans I'échantillon.
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Figure 41 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction Bqur S. aureus
Molécule mono-chargée de masse [M*Hg 576,2450 Da (Rouge) et en pointillé rouge la
molécule di-chargée ; Molécule mono-chargée de enfdsH]" de 730,2496 Da (Vert) ;
Molécule mono-chargée de masse [M*H§ 860,2996 Da (Bleu) et en pointillé bleu la

molécule di-chargée.

1.7.2.3. Analyse de la fraction C

Dans la troisieme fraction analysée, nous avonatifite trois molécules avec des
masses [M+H] de 530,2128 Da ; 622,2308 Da et de 758,2990 Dai(Ei42). Les molécules
de masse 622,2308 Da et 758,2990 Da ont été idastifrace a la présence de pics mono et
di-chargés et des adduits sodium et potassiumspmnelants.

L’analyse du spectre a également montré la présdacmassif isotopique car une
différence de masse (+ 1 Da ou + 0.5 Da) étaiblésidue a la présence H€. La présence
d’adduits sodium [M + Nd]sur chacune des molécules est également visiblewv écart de
masse de 22 Da ou de 11 Da pour les moléculesadiébs. La présence d’adduits potassium
[M + K]* est également visibles sur les molécules aveccart ée masse 19 Da pour les

molécules di-chargées.



Les différentes masses expérimentales (m/z) viskedi sur le spectre sont répertoriées

dans le tableau 9. Ces résultats confirment, dassconditions de I'expérimentation, la

présence d’'une molécule di-chargée et deux molgcutmo-chargées dans I'échantillon.
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Figure 42 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction Cqur S. aureus

Molécule mono-chargée de masse [M*Hg 530,2128 Da (Rouge) ; Molécule mono-chargée

de masse [M+H]de 622,2308 Da (Vert) et en pointillé vert la noolé di-chargée ;

Molécule mono-chargée de masse [M*H§ 758,2990 Da (Bleu) et en pointillé bleu la

1.7.2.4.

molécule di-chargée.

Récapitulatif des fractions analysées pBuaureus

Ces premiers résultats confirment la présence l@anéchantillons analysés de petites

molécules avec des masses comprises entre [M*+580),2128 Da et 838,3162 Da qui

seraient d’apres les tests précédents des molédelesture peptidique. Afin de déterminer

les séquences des différents peptides présentslempshantillons, une analyse en MS-MS

(spectrométrie de masse couplée a la spectrondétneasse) est actuellement en cours.




Tableau 9 : Tableau récapitulatif des masses expénentales (m/z) des molécules identifiees et de leudifférentes formes

pour le surnageant deS. aureus

Masses expérimentales (m/z)

Molécules mono-chargées

Molécules di-chargées

[M+H]"  [M+Na]® [M+2Na]" [M+3Na]" [M+K]* | [M+H]® [M+Na]® [M+2Na]’' [M+3Na]’ [M+K]"
Fraction A 576,2450 598,2230 620,2242 - - 287,8634 298,7841 - - 306,0819
576,2299 598,2263 620,2083 - - 287,8741 298,7622 - - 306,8365
Fraction B 730,2496 752,2190 774,1965 - - - - - - -
838,3162 860,2809 882,2850 - - 419,7192 430,65424,6420 452,6334 439,234
530,2128 552,1848 574,1622 - - - - - - -
Fraction C 622,2308 644,1950 666,1804 - - 313,7386 324,7612 - - 332,8030
758,2816 780,2582 802,2436 824,2250 380,7294 7895, 402,7718 413,7030 398,69




2. Interaction des pathogenes avec des amibes librasdes macrophages

2.1. Etude des interactions entreK. pneumoniaeet les cellules phagocytaires

2.1.1. Article 1: An observational study of phagocytesd aKlebsiella

pneumoniaeelationships: different behaviors

L’article 1 présenté ci-dessous a été publié damevue “Microbes and infection”.

K. pneumonia@st une bactérie pathogene responsable, entes adé pneumopathies
et de différentes infections nosocomiales. Cesdniast sont retrouvées de maniere ubiquitaire
dans I'environnement, plus particulierement dansoleet dans I'eau ou elles peuvent étre en
relation avec des amibes libres.

Nous avons souhaité, dans cette étude, explorantesctions entr& pneumoniaet
A. castellanii,amibe libre potentiellement retrouvée dans le mé&meironnement. Des
premieres expériences de co-culture ont ainsiéglsées, montrant une augmentation de la
croissance bactérienne en présence des amibes|adorabilité n’était pas affectée. Les
mémes effets sur la prolifération bactérienne aéf par ailleurs, retrouvés en incub&at
pneumoniaeavec du surnageant amibien. L'utilisation de gemtane, capable de tuer les
bactéries présentes dans le milieu de co-cultypermis de montrer qu€. pneumonia@’est
pas internalisée dans I'amibe. Ces résultats @nta@tfirmeés par les images de microscopie
électronique a transmission.

Dans la littérature, on retrouve des articles éaojles similarités entre les amibes

libres, dont A. castellanii, et les macrophages, en particulier pour leur d&pade




phagocytose. Nous avons donc voulu explorer lerdede la méme bactérk€. pneumoniage
cette fois en présence de la lignée macrophagitpelT afin de déterminer s'il était possible
d’extrapoler les relations “amibes-bactéries” awkations “macrophages-bactéries”. Des
expérimentations similaires a celles réalisées d®@mibes libres ont ainsi été réalisées,
mettant en conta¢f. pneumoniaet des macrophages. La encore, une croissana&ibace

a été mise en évidence mais ['utilisation de latg®micine a permis de suspecter
l'internalisation de la bactérie par les macroplsag@ésultat confirmé, la encore, par la
microscopie électronique. Il est a noter que ldilitéd des macrophages, a la différence de
celle des amibes, a été diminuée en présence de&siba.

Nous avons également souhaité explorer I'adhérbactérienne aux deux cellules
phagocytaires. Des tests d'inhibition de I'adhéeshactérienne en présence de différents
sucres ont ainsi été réalisés, dont les résultdgtpermis d’évoquer le rdle d’'un récepteur au
mannose sur la membrane amibienne, sans influence ducre sur 'adhérence bactérienne
aux macrophages.

En conclusion, ce travail a permis de mettre endehde des différences de
comportements de lI'amib@. castellanii par rapport aux macrophages vis-a-vis Kle
pneumoniaeDans certains cas, il n’est donc pas possiblgtidpoler les résultats d’études

“amibes-bactéries” aux relations “macrophages-hastér
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Abstract

Kilehsiella pneamoniae is a bacterium that can be in relation with free living amocbae like Acanthamoeba castellanii in natural environments
such as soil and water. This pathogen, which is responsible for community-ascquired pneumonia and for nosocomial infections, also has in-
teractions with host defense mechanisms like macrophages. As it has been shown that A. castellamii shares some traits with macrophages, in
particular the ability to phagocyte bacteria. we have studied the uptake and the fate of the bacteria after contact with the two phagocytic cells. In
our conditions, K. prewnomiage growth was increased in coculture in presence of A. castellanii or Thp-1 macrophagic cells and bacterial
development was also increased by A, castellanii supernatant. In addition. we showed that the presence of the bacteria had a negative effect on
the macrophages whereas it does not affect amoeba viability. Using gentamicin, which kills bacteria ouwtside cells, we showed that only
macrophages were able to internalize K. pneamianiae. This result was confirmed by electron microscopy. We have consequently reported some
differences in bacterial uptake and intemalization between a free living amocba and macrophagic cells, highlighting the fact that results obtained
with this amocbal model should not be extrapolated to the relationships between K. prewmoniae and macrophages.
€ 2017 Published by Elsevier Masson SAS on behalf of Institut Pasteur.

Keywords: Acanthamoeba castellaniis Klebstella prewmoniae; Mucrophages: Interactions

1. Introduction species is responsible for human community-acquired pneu-
monia and for healthcare-related infections, most commonly
involving the wrinary and respiratory tracts, and for animal

diseases such as mastitis in dairy cows [3], This bacterium

Bacteria of the genus Klebsiella spp are members of the
Enterobacteriaceae family and ubiguitous in nature. Their

habitats include the gastrointestinal tract of mammals as well
as environmenial sources such as soil, waters and plants,
which can represent potential reservoirs for the growth and
spread of these Gram-negative bacteria [1.2]. 53% of surface
water samples are positive for Klebsiclla spp, the most com-
mon species being Klebsiella pneumoniae [ 1], Clinically, this

* Corresponding author. Fax: +33 549443908,
E-mail address: clodic maisonneuve @ univ-poitices fr (E, Maisonneuve).
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htrpeiidx, doi.arg! 101D 6 micing

possesses surface saccharides in the form of LPS and capsule.
both of which have been linked to its virulence in humans |4,
Interestingly, environmental isolates have been described as
being indistinguishable from human clinical isolates with
respect 1o their biochemical reactions and virulence |5].

Free living amoebae (FLA) are ubiquitous in the same
environments and have been isolated from soil and water [6].
Their life cycle consists of two stages: an actively dividing
trophozoite (feeding on bacteria, fungi. algae) and a dormant

1286-45790 2017 Published by Elsevier Masson SAS on behalf of Instiat Pasteur.
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cyst. The FLA, including amoebae of the Acanthamoehi
genus, may suppori bacterial growth in environmental eco-
systems [7.8], the bacteria that can resist the amoebae
microbicidal ability being named amocbae-resisting bacteria
{ARB). These protozoa can also serve as reservoirs and/or
vehicles for some microorganisms [V, FLA have been also
reported as a tool to isolate new bacterial species and to study
host—pathogens interactions | 10]. The relationships between
FLA and Legionella pnewmophila have been extensively
studied, but numerous other hacteria also interact with these
protozoa |1 1], Some previous studies have reported links be-
tween Klebsiella spp and FLA [12.13] but without focusing on
bacterial growth.

On the other hand, FLA have been considered by some
authors as a training field for bacterial resistance lo macro-
phages | 14]. For Santic et al. [ 15], the phenotypic modulations
of amoeba-grown L. pnenmophila may contribute 1o bacterial
survival in hostile environmental conditions and to its invasion
and replication within human phagocytic cells. In the same
way, Steenbergen et al. suggest that the virulence of the
Crypiococcus neaformans yeast for mammalian cells is a
consequence of evolution of protection against environmental
predators such as amoebae [16]. Other authors have drawn
parallels between the interactions of pathogen-FLA and
pathogen-macrophages | [7.15].

As it has been reported that Acanthamoeba and macro-
phages have similarities at physiological and phagocytic levels
[15]. the aim of this study was first to observe the interactions
of K. pneumoniae with Acanthameoeba castellanii, and then to
compare them with the bacterial interactions with Thp-1
macrophage-like cells.

2. Materials and methods
2.1, Strains and growth conditions

The K. pnewmoniae strain used in this study was recovered
from our hospital water and identified by MALDI-TOF mass
spectrometry (VITEK MS, BioMérieux). Before experiments,
the bacterium was grown on Mueller Hinon agar mediom at
37 °C for 24 h.

A. castellanii ATCC 30234 was grown in 150 ¢m? tissue
culture flasks in PYG broth at 27 °C [ 19]. When cells formed a
monolayer, the trophozoites were harvested by tapping the
flasks and washed three times in Page's modified Neffs
amoeba saline (PAS, containing in 1 L of distilled water,
120 mg NaCl. 4 mg MgS0,-TH0, 4 mg CaCl;-2H,0,
142 mg Na:HPO, and 36 mg KH.PO,).

Thp-1 macrophage cell line was maintained in RPMI- 1640
supplemented with 10% heat-inactivated letal bovine serum
(FBS), 1% streptomycin and 1% penicillin at 37 °C in the
presence of 5% COs. Thp-1 cells were differentiated for 72 h
with 50 ng/mL of phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) in
fresh RPMI 1640 medium with 10% FBS. Before use, the
macrophages were washed twice with RPMI 1640 medium in
order to remove PMA.

2.2, Coculture

2.2.1. K. pneumoniae and phagocytes

A hundred pl. of the amoebic trophozoile or macrophage
suspension (containing 1-107 cells) in PAS comaining 10%
RPMI (PAS-RPMI) was distributed into each well of a 96 well
microplate. The cells were allowed to adhere to the wells for
2 h at 27 °C (amoeba) or at 37 °C under 5% CO, (macro-
phages). The bacteria were harvested in PAS-RPMI medium
and a hundred pl of this medium containing 1-10* bacteria
{Multiplicity Of Infection of 0.1) were added in the wells.
Incubation was carried out during 3, 6, 24 and 48 h a1 27 °C
for amoebae or at 37 °C under 5% CO, for macrophages.
Dilutions of the coculiure lysates were then plated on Mueller
Hinton agar and incubated at 37 °C during 24 h to count
colony-forming units (CFU). Controls were carried out by
incubating bacteria in PAS-RPMI without amoebae or
macrophages.

After 24 and 48 h of incubation, a microscopical exami-
nation of the culture using trypan blue staining was also car-
ried out in order to determine the viability of amoebae or
macrophages.

All experiments have been reproduced three times, each
time in triplicate,

2.2.2. K. pneumoniae and amoeba supernatant

Trophozoites (5 10°/mL) of A. castellanii were incubated
at 27 °C during 72 h in PAS, The amoebae were then pelleted
by centrifugation and K. preumoniae (5-10°/mL) were incu-
bated in the resultant supernatant and in PAS as a control, at
27 °C during 3, 6, 24 and 48 h. Samples of wells corre-
sponding o each incubation time were plated on Mueller
Hinton agar and incubated at 37 °C during 24 h in order 1o
count bacterial CFU.

2.3, Effect of gentamicin on K., pneumoniae growth in
presence or not of phagocytic cells

A hundred pL of a phagocytic cell suspension (containing
1-10% cells) were distributed into each well of a 96 well
microplate. The cells were allowed to adhere to the wells Tor
2 h at 27 °C (amoeba) or at 37 °C under 5% CO; (macro-
phages). A hundred pl. of PAS-RPMI containing 1-10°
bacteria (Multiplicity Of Infection of 0.1) were added in the
wells. Alter 3 or 24 h of incubation, 50 pg/mL of gentamicin
were added and the cultures were incubated 2 h at room
temperature |2(]. Each well was washed three times with
PAS in order to remove the antibiotic, then its content was
resuspended in 100 pl. of PAS-RPMI and the plates were
incubated 24 or 48 h at 27 °C for amoebae or at 37 °C under
5% €O, for macrophages. Controls were carried oul by
incubating bacteria in PAS-RPMI without phagocytic cells
and without gentamicin. After incubation, dilutions of the
cultures lysates were plated on Mueller Hinton agar and
incubated at 37 °C during 24 h 1o number bacterial colony-
forming units (CFU).
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2.4. Electron microscopy

The potential internalization of the bacteria by phagocytic
cells was investigated by eleciron microscopy. Samples of 6,
24 or 48 h co-culture were fixed for 1 h in phosphate buffer
0.1 M, containing 4% glutaraldehyde at 4 °C. Cells were
washed four times in PBS and post-fixed with 1% OsQ, in
phosphate buffer 0.1 M for 1 h at 4 °C. The samples were
dehydrated in an acetone series and embedded in araldite
resin. Sections were stained with uranyl acetate and lead
nitrate before examination with a Jeol 1010 transmission
electron microscope.

2.5, Anaclment inhibitory assavs

The assay was performed according to Medina et al, [21].
Monolayers of amoebae trophozoites or macrophages were
pretreated with 100 mM glucose, galactose, mannose,
rhamnose or fructose in PAS-RPMI at a concentration of
100 mM for 90 min at 27 °C for amoebae or at 37 °C under
5% CO, for macrophages. Then, K. pneumoniae (MOI = 0,1)
were added 1o the different monolayers and incubated at
27 *C(FLA) or at 37 °C under 5% CO» (macrophages) during
I h. Wells were then washed three times with the appropriate
buffer to remove unattached bacteria and the content of the
wells was plated on Mueller Hinton agar to number bacterial
CFU. Controls were performed in the same media without
SUgars,

2.6. Statistical analvsis

Statistical analyses were performed using the ¢ test
P < 0.05 was considered statistically significant. The anal-
ysis was performed wsing Prism3 for PC (GraphPad
Software).

Numiber of colonian (CFUML) 3

*%
L

Mawtid o coloakin [CFsL]

3. Resulls
3.1, Coculure assays

Coculture of K. preamoniae with phagoceytic cells for 48 h
had a positive effect on bacterial growth. Indeed, a significant
increase of growth of K. pnewmoniae was observed in the
presence of A, castellanii, from 3 h of coincubation and was
found throughout the 48 h ol experimentation (Fig. 1A).
Similar results were observed  with macrophagic cells
(Fig. 1B).

3.2, Co-incubation of A. castellanii supernatant with K.
pneumoniae

After incubation of K. pneumoniae with A, castellanii su-
pernatant aged 72 h, obtained in PAS, it was observed that
bacterial growth was favored in comparison to the control, and
that this increase was maintained after 48 h of contact
(Fig. 1C).

3.3, Effect of gentamicin on bacterial growih in
cocultire assays

As K. prewmoniae is sensitive (o gentamicin, the addition
of this antibiotic in coculture medium is liable 1o Kill bacteria
present in the medium outside cells.

The presence of A, castellanii without gentamicin in the
medium allowed an increase of K. pneumoniae growth ac-
cording 1o our first results. However, when gentamicin was
added in the medium after 3 h (Fiz. 2A) or 24 h (Fig. 2B) of
coculture, no cultivable K. prewmonice was detected, sug-
pesting an absence of bacterial internalization by A. cus-
tellanii. On the other hand, the same experiments conducted
with macrophages showed that viable K. prewmoniae were

Wamtar ot celzminy [CFmL) B

Fig. |. Viuble counts at 3 h, 6 h, 24 h or 48 h of K. prewmoniae alone (Kp) or in coculiure with (A) A, castellanii (Kp/Ac), (B) Macrophages (Kp'Thp-1) or
supernatant of A, castellanil (Kp/S Ac), All values correspond to mean of nine replicates. Values with stars are significantly differem (p < 0,05 for * and

p < 0001 for #5%),
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Fig. 2. Viable counts at 2h (12), 24 h (124) or 48 h (148) of K. prewmoniae alone (Kp), in coculture with A, castellenii (A, B), or with macrophages (C, D), A and ©
coneern the addition of gentamicin after 3 b of coculture and B and D the addition of gentumicin after 24 h of coculture. Kpite: Coincubation A, castellamilK.
preuntoniae, KpfThp- 1: Coincubation Thp-1/K. premmeontoe. Kp/Ae/G: Coincubation A, casteNanti/K. prcunmia/Gentamicin, Kp/Thp-1/G: Coincubation Thp- 1/
K. prewmoniae/Centamicin. All values comespond wo mean of nine replicates. Values with sty are significantly different (p < 0,05 for *. p < 0,01 for ** and

p < 0001 for =**),

recovered. When gentamicin was added after 3 h of coculture
with macrophages, increased bacterial multiplication was
observed during the following 48 h (Fiz. 2C). In contrast,
when the antibiotic was added after 24 h of coculture, no
additional growth of K. preamoniae was visible whatever the
duration of incubation (Fig. 2D). These results suggest an
internalization of K. prewmoniae by Thp-1 cells, which is
most pronounced after 24 h of coculture.

3.4, Viability of phagocviic cefls

The viability of phagocytic cells was evaluated by using
trypan blue. Concerning A. castellanii, the presence of K.
pneumoniae did not influence the viability of the protozoa, as
similar numbers of viable cells were recovered whatever the
coculture duration (Fig. 3A). In the same conditions, K.
prneumontae caused significant reduction of the viability of
macrophages after 48 h in comparison with Thp-1 cells
without bacteria (Fig. 2B). In presence of gentamicin, the

A
100
£
0% = A
B Ackp
(1%
E I S

Tima (h)

number of viable cells remained stable over time for A, cas-
retlanii and macrophages (Fig. 4), showing that the presence
of the antibiotic did not affect phagocyte viability,

3.5, Electron microscopy

The results obtained by electron microscopy after 6 h of
coculture showed the absence of K. pneumoniae inside the
phagoeytic cells: FLA or macrophages (Fig. SA and D). After
24 h and 48 h of coculture with A. castellanii, no K. pneu-
moniae was recovered inside the amoebae, but the bacteria
were present in the medium (Fig. 5B and C). On the other
hand, after 24 h and 48 h of coculture with Thp-1 cells,
internalization of K. pnewmonine can be observed in these
phagoeytic cells (Fig. SE and F) and it was conlirmed that,
after 48 h of our coculiure conditions, the population of
macrophages decreased (Fig. SF). These observations were
quite in agreement with the coculture resulis carried out with
or without gentamicin addition.

[ape i == "
B The-1Kp

+ -
Tima (b}

+F

Fig. 3, Influence of K. prewmoniae on phagocytic cell viability after 3 b, 6 b, 24 hoand 48 h of cocultune: (A) A, castellani (Ac) or (B) macrophages (Thp-1). Ac: A,
castellanti control, Ac/Kp: Coincubation A. castellomitf K. prewmeniae, Thp-1: Thp-1 control, Thp-1/Kp: Coincubation Thp- 1K prewmoniae. All values come-
spond to mean of nine replicates. Values with stars are significantly different (p < (U001 for *=#),
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Fig. 4. Influence of K. prewmoniae, after 2h, 24 h or 48 h of coculture, on phagocytic cell viability: (A, B) A. castellanii {Ac) or (C, D) macrophages (Thp-1) and
with the addition of gentamicin after 3 h (A, C) or 24 h (B, Dy of coculture. Ac/G; Comcubation A, castelanii/Gentamicin, Thp-1/G: Coincubation Thp-1/
Gemamicin, Ac/Kp/G: Coincubation A, castellaniif K. prewmenige/Gentamicin, Thp-VKp/G: Coincubation Thp-VK, preamonioefGentumicin, All values corre-
spond 1o mean of nine replicates. Values with stars are significantly different (p < 0,05 for *, p < 0010 for ** and p < 0,001 for **#),

2.0, Inhibition of attachment assays

Our results showed that only the presence of mannose
decreased attachment of K. preumoniae W A, castellanii
(Fiz. 6). These results were different concerning the macro-
phages for which no sugar affects the decrease of the bacterial
attachment (data not shown).

4. Discussion

K. pneumoniae can be isolated from different environ-
mental sources, including rural water reservoirs [22], samples
from farms [23], raw and treated water [ 1,24, hospital efflu-
ents and municipal wastewater [25], or drinking water distri-
bution systems [26] and has also been recovered in
recreational waters [27], highlighting the role of aguatic en-
vironments as bacterial reservoirs and vectors. K. pneumoniae
is considered to be an emerging pathogen that can resist
hostile conditions, and is thereby able 10 spread throughout a
community [25].

Moreover. FLA have also been frequently isolated from the
same environments, They colonize domestic and institutional
waler systems such as domestic tap water. hospital water
networks, swimming pools, dental unit waterlines, cooling
towers ... |29—31]. It has been recognized that FLA can
interact with a great variety of microorganisms 9],

In this study we have investigaied the relationships be-
tween K. prewmoniae and A, castelfanii. In the cocultures
carried oul, the presence of A. castellanii induced an increase
in K. pnewmoniae growth, compared to bacterial growth
without amoebae. Moreover, we have shown that the bacteria
can  grow in amoeba supernatant, where the protozoa

presumably released nutrients that can sustain bactenal
replication, In parallel, as shown by the use of trypan blue
exclusion experiments, the viability of A. castellanii was not
affected by the conditions of coculture with the bacteria. In
order to obtain information on bacterial location (within
amoebae andfor medium), we have added gemtamicin, an
antibiotic able to kill extracellular bacteria. afier 3 or 24 h of
coculture. In both cases, no viable bacteria were recovered,
suggesting that K. preumoniae were not internalized. This fact
was confirmed by electron microscopy pictures produced after
6, 24 or 48 h, where bacteria were not seen within amoebae
but in extracellular positions. It has previously been proved
that A. castellanii enhances growth of some microorganisms
[9] that can adapt to the protozoan niche. Most of the studies
have concerned L. pnewmophila that replicates into FLA,
which act as vectors to colonize other environments and to
transmit the bacteria to susceplible hosts. In addition, it has
been shown that A, castellanii can decrease the K. pnewumo-
nige population in biofilm communities [32] and that this
protozod is able to protect the bacteria during chlorination in a
coculture assay [12]. In our study. K. preumoniae is nol
internalized and is thereby not protected within the amoeba.
March et al. have shown that the richness of the medium can
affect the K. preumoniae predation by amoebae such as
Bictyostelium discoidenm |33, We can hypothesize that the
same phenomenon occurs with A, castellanii. The bacterial
growth could be explained in this case by the release of
amoebal metabolites used as nutrients by the bacteria, as
shown by the results of bacterial counts when K. prewmoniae
was incubated in supermatants of amoebae. In addition, we
showed that K. prewmoniae seemed able to attach to amoeba
with the implication of mannose-binding proteins, as it has
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Fig. 5. Transmission electron-microscopy images of A, castelland amoebae (A, B, C) or Macrophages (D, E, F) in coculture with K. preamoniae after 6 h (A, D),
24 h (B, E) or 48 h of coculture (C, F), Bacterial elements are indicated by arrows,
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Fig. 6. Numenion of adhered K prewmoniae to A, cagrellanii without or with
saccharides (glucose, galactose, mannose, rhamnose or fructose). All values
correspond o mean of nine replicates, Values with stars are significantly
different (p < 0.00] for *=%),

been previously described for some other bacteria |34]. Suor-
prisingly, the uptake process remained incomplete, because no
bacteria were found within the amoeba. The presence of A.
castellanii could thereby favor in certain conditions the K.
pneumoniae growth if these microorganisms are present in the
same environments, bul without necessarily requiring close
relationships.

Acanthamoeba can be compared 1o human macrophages in
some structures or behavior, like surface receptors or phago-
cytic activity [35] and some pathogens are able to multiply
inside macrophages and amoebae in an analogous way
|36.37]. For that reason, our first results were compared with
those achieved concerning the relationships between K.
pneumoniae and macrophagic cells. The bacterial counts after
coculture assays conducted without gentamicin were compa-
rable 10 those obtained with A. casreflanii. Here again, com-
pounds released by Thp-1 cells could be used by the bacteria
for their growth, However, when the assays were carried out
with gentamicin, a residual bacterial population was recov-
ered, showing that K. prewmonice was internalized within
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these macrophagic cells. and consequently protected from the
antibiotic action. This location was confirmed by electron
microscopy. The bacterial auachment w Thp-1 cells did not
involve the same receptors as the atiachment to amoebae and
no inhibition was recovered whatever the tested saccharides.
In addition, the presence of K. pneumoniae had a negative
effect on the macrophages' viability.

In many cases, afier the internalizaiion of a pathogen by a
macrophage, a fusion between phagosome and lysosome(s)
and then the destruction of the pathogen occur [15]. On the
contrary, we demonstrated, as some authors previously had
139], that K. pnewmoniae is not killed and is able to persist
intracellularly in macrophages.

In conclusion, we show here that the presence of K
prewmonice and A, castellanii in the same environmental
conditions could lead to bacterial growth, without negative
impact on amoebae viability. The bacteria is not internalized
and therefore not protected from hostile conditions. On the
other hand, although some authors have shown similarities
between FLA and macrophages in their relations with mi-
croorganisms, we have shown here that A. castellanii is
probably not of the ideal model organism o explore and un-
derstand the macrophages-K. pnewmoniae interactions.
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2.1.2. Résultats complémentaires

2.1.2.1. Co-cultureK. pneumoniae V. vermiformis

A la suite des résultats obtenus en présenseadistellaniiet des macrophages Thp-1,
nous avons voulu explorer le comportement des beast€. pneumoniaesn présence des
amibesV. vermiformisretrouvées dans les mémes environnements hydrigeeshactéries
ont ainsi été mises en présencevderermiformispuis la croissance bactérienne évaluée par
dénombrement des UFC.

Les résultats montrent que la présenceVderermiformisa un effet positif sur la
croissance bactérienne. En effet, une augmentadignificative de la croissance d¢€.
pneumoniaeest observée, a partir de 6 h de co-culture etnteraie pendant toute

I'expérimentation (Figure 43).

~ 1.0x10° - kil
T 1 K. pneumoniae
2 1.0x10°¢ - o Bl K. pneumoniae +
Qe V. vermiformis
S 1.0x10% - .
g —
S 1.0x10% 4
S
3 1.0x10°2 -
£
=]
Z 1.0x10%°

N & > &

Time (h)

Figure 43: Numeération des UFC deK. pneumoniaea 3 h, 6 h, 24 h ou 48 h en co-culture
avecV. vermiformis
Toutes les valeurs correspondent a la moyenne ufed@atitions. Les valeurs avec les étoiles

sont significativement différentes (p < 0,05 powat’ < 0,001 pour ***),




Ces premiers résultats suggérent dQie pneumoniaerésiste a une phagocytose

potentielle pal. vermiformiset que la présence de I'amibe stimule la croiss&actérienne.

2.1.2.2. Effet de la gentamicine sur la croissancekdgpneumoniaeen

présence d¥. vermiformis

Nous avons ensuite souhaité savoiKspneumoniatait internalisée ou non pst
vermiformis L’expérience de co-culture a donc été de nouvéalisée, mais avec ajout ou
non apres 3 h ou 24 h de co-culture de gentamicapable de tuer les bactéries non
internalisées.

Lorsque la gentamicine est ajoutée aprées 3 h deultare K. pneumoniae V.
vermiformis,une multiplication bactérienne est retrouvée awsales 48h suivantes (Figure
44 A). Cependant, lorsque la gentamicine est agoatgres 24 h de co-culture, aucune
multiplication bactérienne n’est visible aprés 24 d8h d’incubation post-traitement
antibiotique malgré une persistance de la viabilkactérienne tout au long de
'expérimentation. (Figure 44 B).

Ces resultats nous permettent de suspecter umedhsation dek. pneumoniag@arV.
vermiformis débutant dans les 3 premiéres heures de comact’amibe avec un maximum
d’internalisation apres 24 h de contact. Ces rémukemblent également confirmer que les

bactérieK. pneumoniaeésistent a la phagocytose parvermiformis
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Figure 44: Numération des UFC deK. pneumoniaeen co-culture avecd/. vermiformis

apres ajout de gentamicine a 3h et 24h de co-cultwr

t2, t24 et t48 représentent la durée de la co4®uliprés ajout de gentamicine (A) Ajout de

gentamicine aprés 3 h de co-culture (B) Ajout detgmicine apres 24 h de co-culture. Toutes

les valeurs correspondent a la moyenne de neutitieps. Les valeurs avec les étoiles sont

significativement différentes (p < 0,05 pour *, @901 pour ** et p < 0,001 pour ***),

2.1.2.3.

Inhibition de I'attachement d€. pneumonia@V. vermiformis

Nous avons également voulu savoir si, en préseaaedains sucres, I'adhérence de

K. pneumoniaea V. vermiformis était modifiée, pouvant ainsi révéler la présermlee

récepteurs a certains saccharides sur la surfadbiesme.

Pour cela, les amib&4s

vermiformisont été pré-traitées avec les sucres testés, bBapmit de K. pneumoniaeApres

1 h d’incubation, les co-cultures ont été lavées dféliminer les bactéries non adhérentes

L)

=B



aux amibes, puis un dénombrement des UFC aprémensement des co-cultures a permis
d’évaluer le nombre de bactéries ayant adhéré.

Les résultats montrent que la présence de gludesgamnose ou de fructose diminue
I'attachement d&. pneumonia& V. vermiformis(Figure 45), suggérant la présence cWez
vermiformisde récepteurs différents du récepteur au manreiseuvé chezA. castellanii

pour I'adhérence d€. pneumoniae
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Figure 45: Numération de K. pneumoniaeayant adhéré av. vermiformisen présence des
sucres (glucose, galactose, mannose, rhamnose awcfose).
Toutes les valeurs correspondent a la moyenne ufed@stitions. Les valeurs avec les étoiles

sont significativement différentes (p < 0,001 pbtf).

2.1.2.4. Fractionnement du surnageanfdtastellanii

Les résultats de I'exploration des interactiongeeKt pneumoniaeet A. castellanii
ayant montré que l'augmentation de la croissana#ébanne pouvait étre obtenue par le
surnageant de culture amibien, nous avons tent@udiéer les molécules provenant de
I'amibe et pouvant jouer un réle dans la croissdamérienne.

Le surnageant provenant de l'incubation Alecastellaniidans du PAS a ainsi été

fractionné par extraction en phase solide sur oahe de Sep-Pak C18 avec un gradient



d’ACN pour I'élution des molécules retenues sucdaouche. Les fractions obtenues ont, par
la suite, été testées sur la croissanck.dgmeumoniae

Les premiers résultats montrent qu’une seule fractietrouvée a 0 % d’ACN, permet
une augmentation de la croissance bactérienne gdabl0), suggérant A’ castellanii

sécréte une ou plusieurs molécules hydrophilesutdimh cette croissance.

Tableau 10 :Effet des fractions du surnageant dA. castellaniiobtenues par Sep-Pak sur
la croissance dé&K. pneumoniae
(-) pas d’effet sur la croissance ilepneumoniag(+) augmentation de la croissancekde
pneumoniae
0 % 10 % 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %
ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN

SurnageantA.

castelanii

2.2.Etude des interactions entreS. aureuset les cellules phagocytaires

2.2.1.  Expérience de co-culture

A la suite des résultats obtenus a¥ecpneumoniaenous avons voulu savoir si la
bactérieS. aureus,bactérie Gram positif avait le méme devenir ers@née des cellules
phagocytairedA. castellanij V. vermiformisou les macrophages Thp-1. Pour cela, comme
pour K. pneumoniaedes co-cultures ont été realisées, mettant ennédes bactéries et les

cellules phagocytaires.



2.2.1.1. Co-cultureS. aureus A. castellanii
La co-culture deS. aureusen présence A. castellaniiinduit un effet positif sur la
croissance bactérienne, retrouvé dés"t¥ beure de co-culture et maintenu jusqu’a la fin de

I'expérimentation (Figure 46).
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Figure 46: Numération des UFC deS. aureusen co-culture aved. castellanii
Toutes les valeurs correspondent a la moyenne ufed@etitions. Les valeurs avec les étoiles

sont significativement différentes (p < 0,01 potiet p < 0,001 pour ***),

2.2.1.2. Co-cultureS. aureus V. vermiformis

La co-culture dé&. aureusavecV. vermiformismontre également un effet positif sur la
croissance bactérienne, plus précoce que lors dedalture aved\. castellanii En effet, une
augmentation significative de la croissanceSdaureusest observée, a partir de 3 h de co-
culture. Cette augmentation de la croissance haoté par rapport au témoin est maintenue

pendant les 48h de la co-culture. (Figure 47).
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Toutes les valeurs correspondent a la moyenne ufed@atitions. Les valeurs avec les étoiles

sont significativement différentes (p < 0,05 powat’ < 0,001 pour ***),

Ces résultats suggerent gbeaureugourrait résister a la phagocytose par les amibes
A. castellaniiet V. vermiformiset que la présence de ces amibes stimule la armes

bactérienne.
2.2.1.3. Co-cultureS. aureus Thp-1

La co-culture dés. aureusavec les macrophages Thp-1 induit la encore et péfsitif
sur la croissance bactérienne, par ailleurs uniguéer partir de la 2%° heure de co-culture
et maintenue pendant les 48 h de co-culture. (Eig8y.
Ces résultats suggéerent gBe aureusrésiste a la phagocytose par les macrophages

Thp-1 et que la présence des macrophages peulestilmeroissance bactérienne.
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Figure 48: Numération des UFC deS. aureusen co-culture avec les cellules Thp-1.
Toutes les valeurs correspondent a la moyenne ufed@atitions. Les valeurs avec les étoiles

sont significativement différentes (p < 0,001 pbth)

2.2.2. Co-culture deS. aureuset des cellules phagocytaires en présence de

gentamicine

Suite aux résultats de co-culture, nous avons vaenplorer linternalisation
potentielle de la bactérie dans les cellules phggaesA. castellanij V. vermiformiset les
macrophages.S. aureusétant sensible a la gentamicine (comkgneumoniag son ajout
lors des co-cultures va permettre de tuer les hastprésentes dans le milieu a I'extérieur des
cellules. L’expérience de co-culture a donc étéaleveau réalisée, mais avec ajout ou non de

gentamicine aprés 3 h ou 24 h de co-culture.

2.2.2.1. Co-cultureS. aureus A. castellaniien présence de gentamicine

Nous avons déterminé que la présencd deastellaniiinduit une augmentation de la

croissance d&. aureuslLorsque la gentamicine est ajoutée aprés 3 hoerulture, aucune

bactérie n’est retrouvée quel que soit le tempscdiation aprés I'ajout de I'antibiotique.



(Figure 49A). De la méme maniére, quand la gentamiest ajoutée apres 24 h de co-culture,
aucune croissance bactérienne n’est visible, l@renguel que soit le temps d’'incubation

apres le traitement a la gentamicine (Figure 49B).
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Figure 49 : Numération des UFC deS. aureusen co-culture avedA. castellaniiapres
ajout de gentamicine a 3h et 24h de co-culture.
t2, t24 et t48 représentent la durée de la co4muliprés ajout de I'antibiotique. (A) Ajout de
gentamicine aprés 3 h de co-culture (B) Ajout detgmicine apres 24 h de co-culture. Toutes
les valeurs correspondent a la moyenne de neutitiéps. Les valeurs avec les étoiles sont

significativement différentes ( p < 0,001 pour ***)

Ces résultats suggerent qu'il n'y a pas d’intesalon deS. aureugarA. castellanii
et que la croissance bactérienne semble stimuléelgm produits de sécrétion amibiens,

comme nous l'avons précédemment évoqué dans e¢asoneumoniae




2.2.2.2. Co-culture S. aureus — V. vermiformis en présence de

gentamicine

Lorsque la gentamicine est ajoutée aprés 3 h dmildore S. aureusV. vermiformis
aucune bactérie viable n’est retrouvée en cultaresdes 48h suivant I'ajout de I'antibiotique.
(Figure 50A). Lorsque la gentamicine est ajouté@s@4 h de co-culture, les résultats sont
identiques (Figure 50B), suggérant qu'il n'y a p#mternalisation deS. aureuspar V.
vermiformiset que le développement bactérien pourrait étra dés molécules amibiennes

sécrétées dans le milieu.
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Figure 50 : Numération des UFC de5. aureusen co-culture avec/. vermiformisapres
ajout de gentamicine a 3h et 24h de co-culture.
t2, t24 et t48 représentent la durée de la casaubiprés ajout de I'antibiotique. (A) Ajout de
gentamicine apres 3 h de co-culture (B) Ajout detgmicine aprés 24 h de co-culture. Toutes
les valeurs correspondent a la moyenne de neutitiéps. Les valeurs avec les étoiles sont

significativement différentes (p < 0,001 pour ***),



2.2.2.3. Co-cultureS. aureus- Thp-1 en présence de gentamicine

Lorsque la gentamicine est ajoutée aprés 3 h deukore S. aureusThp-1, une
persistance de la viabilité bactérienne est retteudans les 24 h suivant I'ajout de
'antibiotique (Figure 51A). Lorsque la gentamiciest ajoutée apres 24 h de co-culture
aucune croissance bactérienne n’est visible quel smit le temps d’incubation suivant le

traitement a la gentamicine (Figure 51B).
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Figure 51 : Numération des UFC dé5. aureusen co-culture avec les macrophages Thp-1
apres ajout de gentamicine a 3h et 24h de co-cultwr
t2, t24 et t48 représentent la durée de la co4auliprés ajout de I'antibiotique. (A) Ajout de
gentamicine aprés 3 h de co-culture (B) Ajout detgmicine aprés 24 h de co-culture. Toutes
les valeurs correspondent a la moyenne de neutitieps. Les valeurs avec les étoiles sont

significativement différentes (p < 0,001 pour ***),




Ces résultats suggérent une internalisation préde& aureugar les macrophages,
protégeant ainsi les bactéries de I'action de ibéntique. Cependant, aprés 24h de co-culture,
nos résultats montrent qu’aucune bactérie n'essemté a lintérieur des cellules. Leur

croissance serait alors favorisée par la préseme lé milieu de composés cellulaires.

2.2.3. Inhibition de l'attachement aux cellules phagoagai

Des tests d’inhibition de I'adhérence 8e aureusa A. castellanij V. vermiformiset
Thp-1 ont également été réalisés. Pour cela, ledeephagocytaires ont été pré-traitées par
difféerents sucres avant la mise en contact avecbhdéries. Le nombre de bactéries

adhérentes aux amibes a été ensuite évalué pamtézrment des UFC.

2.2.3.1. Inhibition de I'attachement d8&. aureus A. castellanii

Les résultats montrent que la présence de gludesmannose ou de fructose diminue

'attachement d&. aureusi A. castellanii (Figure 52).
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Figure 52: Numération desS. aureusayant adhéré dA. castellaniien fonction ou non de
la présence de glucose, galactose, mannose, rhane;os fructose.
Toutes les valeurs correspondent a la moyenne e d@etitions. Les valeurs avec les étoiles
sont significativement différentes (p < 0,01 potiet p < 0,001 pour ***).




Ces résultats suggérent la présence de réceptentsdds récepteurs au mannose

faisant intervenir ces différents sucres dansdegssus d’adhérence 8eaureus I'amibe.

2.2.3.2. Inhibition de I'attachement d&. aureusaV. vermiformis

Les résultats montrent que la présence de mannosdeorhamnose augmente

'attachement d&. aureusx V. vermiformigFigure 53).
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Figure 53: Numération desS. aureusayant adhéré aVv. vermiformisen fonction ou non
de la présence de glucose, galactose, mannose, rhase ou fructose.
Toutes les valeurs correspondent a la moyennedfer@pétitions. Les valeurs avec les

étoiles sont significativement différentes (p <G @our ***).

Ces résultats suggeérent I'absence de récepteunsaanose ou au rhamnose sur

vermiformis

2.2.3.3. Inhibition de I'attachement d8. aureusux Thp-1

Les résultats montrent que, quel que soit le stesed, a I'exception du fructose,

'adhérence d&. aureusux cellules Thp-1 est augmentée (Figure 54).
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Figure 54: Numération desS. aureusayant adhéré aux cellules Thp-1 en fonction ou
non de la présence de glucose, galactose, mannosamnose ou fructose.
Toutes les valeurs correspondent a la moyenne ufed@etitions. Les valeurs avec les étoiles
sont significativement différentes (p < 0,05 powst’ < 0,001 pour ***),




2.3.Etudes des interactions entré\. fumigatuset les cellules phagocytaires

2.3.1. Article 2: Vermamoeba vermiformisAspergillus fumigatus

relationships and comparison with other phagomgits

L’article 2 présenté ci-dessous a été publié damevue “Parasitology Research”.

A. fumigatusest une moisissure retrouvée dans I'environneroentme I'eau ou le
sol, et potentiellement responsable d’infectionsfgdes chez I'immunodéprimé. Ce
champignon filamenteux peut se trouver en relatwec des amibes libres commie
castellanii ou V. vermiformis L'objectif de l'article a été I'étude des relai® entreA.
fumigatuset V. vermiformis trés représentées dans les réseaux d'eau haspitafin de
déterminer l'impact de la présence de cette amilis représentée dans l'eau, sur le
développement fongigue. Dans un second temps, awoes comparé les interactions
précédemment mises en évidence, avec les intanaaiastant entre ce méme champignon et
A. castellanii ou les cellules Thp-1, autres modeéles de cellpleagocytaires, afin de
déterminer s'’il était possible d’extrapoler lesatens “amibes-champignons” aux relations
“macrophages-champignon”.

Des expériences de co-culture ont ainsi été glien présence de vermiformisA.
castellaniiou des macrophages Thp-1. Les résultats ont mqoa¥. vermiformisfavorisait
la filamentation et la croissanceAd’ fumigatus De la méme manieré). castellaniis’est
révélé capable d'influer positivement sur les dearactéristiqgues étudiées. En revanche, la
présence des macrophages Thp-1 n'‘a pas eu dic#uesur la croissance ou sur la

filamentation fongique. Les mémes tests ont petainise en évidence de I'effet négatif du




champignon sur la viabilité des macrophages e¥.deermiformismais n’ont montré aucun
effet surA. castellanii

Nous avons également pu rapporter une influencgtip® des deux surnageants
amibiens sur la croissance fongique apres 48h ubaiton, maintenue a 96h uniquement
avec le surnageant d¥. vermiformis L’évolution de la germination des conidies
aspergillaires est similaire en présence des demnageants, débutant apres 5h d’incubation
pour atteindre 100% de conidies germées apres’iiBlublation.

L’adhérence des conidies aux trois cellules phagi®s a aussi été étudiée. Les
résultats ont montré que le pourcentage de conatibgrentes était similaire dans tous les
cas, malgré la différence de récepteurs présenta aurface des différentes cellules.
Cependant, les tests explorant I'internalisatios ctnidies ont montré des résultats différents
suivant les cellules : alors que pour les deux eegtudiés 100% des amibes ont internalisé
des conidies, le phénoméne n’est retrouvé que 4béz des cellules Thp-1.

Cette étude a montré d’'une part dvevermiformis était capable de favoriser la
croissance fongique au sein des environnementsicoyd;, justifiant ainsi les étapes de
filtration au sein des services abritant des s@jeisque. D’autre part, si des similitudes entre
les interactionsA. fumigatuset cellules phagocytaires ont été mises en évaletes
différences qui subsistent ne permettent pas d'naeiére plus générale d'utiliser un modéle
amibien pour I'extrapolation des résultats obtegus interactions de ce champignon avec les

macrophages.
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Abstract Free living amoebac (FLA) are protists ubiquitously
present in the environment. Aspergillus fumigatus is a mould
responsible for severe deep-seated infections, and that can be
recovered in the same habitats as the FLA. By conducting
coculture experiments and fungal incubation with amoebal su-
pematants, we report herein that Vermamoeba vermiformis, a
FLA present in hospital water systems, promotes filamentation
and growth of A. fumigatus. This finding is of particular im-
portance to institutions whose water systems might harbor
FLA and could potentially be used by immunocompromiscd
patients. Also, the relationships between V. vermiformis and
A. fumigatus were compared to those between this fungus
and two other phagocytic cells: Acanthamoeba castellanii, an-
other FLA, and macrophage-like THP-1 cells. After 4 h of
coincubation, the percentages of the three phagocytic cell types
with adhered conidia were similar, even though the types of
receptors between FLA and macrophagic cell seemed differ-
ent. However, the percentage of THP-1 with internalized co-
nidia was considerably lower (40 %) in comparison with the
two other cell types (100 %). Thus, this study revealed that
interactions between A. firmigatus and these three phagocytic
cell types show similarities, even though it is premature to
extrapolate these results to interpret relationships between
A. fumigatus and macrophages.
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Introduction

Aspergillus species are saprophytic moulds widely distributed
in soil, decaying vegetation, dust, bioaerosols and different
aquatic environments, in which they are expected to contrib-
ute to the degradation of pollutants (Sammon et al. 2010;
Pereira et al. 2013; Pearson et al. 2015; Ma et al. 2015;
Oliveira et al. 2015). Aspergillus fiumigatus, which is respon-
sible for severe pathologies in humans and birds (Van
Waeyenberghe et al. 2013), has been isolated from hospital
water systems and plumbing drains (Hayette et al. 2010).
Showering and other water-related activities appear to be an
efficient means of conidial dispersion and transmission to im-
munocompromised patients, and nosocomial aspergillosis can
be airbome from a hospital water source (Anaissie et al. 2003).

Besides fungi, other microorganisms, such as mobile free-
living amoebae (FLA), have been found in water and prey on
bacteria, algae, fungi, protozoa or other organic particles
(Marciano-Cabral and Cabral 2003; Greub and Raoult 2004),
Vermamoeba vermiformis is one of the most common FLA to
have been isolated from different water systems (Rhoads et al.
2015; Montalbano Di Filippo et al. 2015; Lu et al. 2015;
Armand et al. 2016). It is also frequently recovered from hospital
water networks as shown by several authors (Rohr et al. 1998;
Thomas et al. 2006; Ovrutsky et al. 2013; Pagnier et al. 2015).
Acanthamoeba, another genus of FLA commonly found in soil
and water, has, as ¥ vermiformis, a two-staged life cycle: an
actively feeding, dividing trophozoite form corresponding to
the period of metabolic activity of the amoeba and a dormant
cyst that can resist hostile environmental conditions such as
nutrient depletion, osmotic stress, temperature changes, pH
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variations and water disinfection (Critchley and Bentham 2009;
Fouquc ct al. 2012). Besides digestion by trophozoites and use
of the obtained nutrients, an adaptation to the protistan niche has
been described for some bacteria, with survival and sometimes
multiplication of ingested microorganisms with or without lysis
of amoeba, leading to bacterial protection and colonization of
other environments (Thomas and Ashbolt 2011; Cateau et al.
2014a). FLA have also been described as training grounds for
pathogenic bacteria, since resistance to FLA would entail resis-
tance to other phagocytes, such as macrophages (Molmeret ct al.
2005). Morcover, some pathogens arc able to analogously mul-
tiply inside macrophages and amoebae (Siddiqui and Khan
2012; Cosson and Lima 2014). Macrophages are described as
“profcssional” phagocytic cclls cxpressing a multitude of recep-
tors (PRRs: Pattern Recognition Receptors, Scavenger recep-
tors) on their surface that arc able to detect signals not usually
found in healthy tissues. Residing in cvery tissuc of the body,
these cells engulf and clear pathogens and have a central role in
protecting the host. Conceming A. fismigatus, conidia released in
the environment are inhaled and reach alveoli where they can be
phagocytosed and killed by resident macrophages (Margalit and
Kavanagh 2015). This phenomenon may be similar to the one
leading to the destruction of some pathogen species by FLA.
Acanthamoeba has therefore been compared to human macro-
phages in some structures or behavior, such as surface receptors
or phagocytic activity (Yan et al. 2004).

The relationships between FLA and filamentous fungi are not
well-known. Y1i-Pirild ot al. (2006) have studied FLA and
Penicillium or Aspergillus, in the context of microorganisms
isolated from moisture-damaged buildings. Our team has pub-
lished a study showing that the presence of FLA trophozoites
increased the growth of Fusarium oxysporum, a filamentous
fungus found in soil and water (Cateau et al. 2014b). Recently,
Van Waeyenberghe et al. (2013) studied the relationships be-
tween A. fumigatus and phagocytic cells including 4. castellanii.

In the current study, we first intended to examine the rela-
tionships between A. fiimigatus and V. vermiformis in order to
explore the potential effect of these interactions on fungal de-
velopment. Van Waeyenberghe et al. (2013) have shown that
interactions between A. casteflanii and A. fumigatus parallel
macrophage-fungus interactions. The second aim was to com-
pare the relationships between this fungus and V. vermiformis or
other phagocytic cells: A. castellanii or THP-1, in order to ex-
plore phagocytic cell behaviour in the presence of 4. fumigatus.

Materials and methods
Organisms and culture media
A. castellanii ATCC 30234 was grown axenically at 27 °C for

5 days in 150-cm” tissue culture flasks containing 25 mL of
antibiotic-frec peptone-yeast extract-glucose (PYG) broth

) Springer

(Schuster 2002). V. vermiformis ATCC 50256 was grown at
27 °C in cell culturc flasks containing 25 mL of PYNFH broth
(in 1 L of distilled water: 10 g proteose peptone, 10 g yeast
extract, 1 g ribonucleic acid, 15 mg folic acid, 1 mg hemin,
0.2 g Na,HPO,-2H,0, 0.36 g KH>PO, and 100 mL FCS).
When cells formed a monolayer, the trophozoites were har-
vested by tapping the flask sharply to bring them into suspen-
sion, and then centrifuged and washed three times in Page’s
modified Neff’s amoeba saline (PAS, containing in 1 L of
distilled water, 120 mg NaCl, 4 mg MgS0,-7H,0, 4 mg
CaCl,-2H,0, 142 mg Na,HPO, and 36 mg KH,PO,) or in
hospital tap water.

The human monocytic leukemia cell line, THP-1, was ob-
tained from the American Type Culture Collection and main-
tained in RPMI 1640 medium supplemented with 20 U/mL
penicillin, 20 pg/mL streptomycin and 10 % (v/v) heat-
inactivated FCS. THP-1 monocytes were treated for 24 h with
phorbol myristate acetate (PMA) in fresh RPMI 1640 medium
with 10 % FCS to induce the differentiation of monocytes into
macrophages. Before use, the macrophages were washed
twice with RPMI 1640 medium in order to remove PMA.

The A. fumigatus strain, isolated from the environment,
purchased by the Institut Scientifique de Santé Publique
(Brusells, Belgium), was grown on Sabouraud agar medium
at 27 °C for 5 days. Blastosporcs were then harvested in PAS
or in hospital tap water, washed twice and suspended in the
same medium, after a filtration {70 um), to remove hyphae.

Coculture experiments

The cocultivation assays of amoebae and A. fumigatus were
carried out in 24-well microtiter plates in PAS or in hospital
tap water as described previously (Cateau et al. 2009). In brief,
each amoeba was seeded into plates at a concentration of 5 »
10° trophozoites per well and allowed to adhere to the wells
for 2 hat 27 °C. Conidia of A. fumigatus were added to amoe-
bae trophozoites at a multiplicity of infection (MOI) of 1 (5 %
10° conidia were added in each well). Incubation was carried
outat 27 °C for 48 and 96 h. For experiments carried out with
macrophages, RPMI 1640 diluted in PAS {v/v) was used as
cocultivation medium (MOI = 1), and incubation took place at
37 °C under 5 % CO,. For electronic microscopic examina-
tion, cocultures were carried out in flasks, using the same
concentrations as in wells.

After 48 or 96 h of coculture, the mixture was resuspended,
and dilutions of the suspension were plated onto Sabouraud
agar plates and incubated at 37 °C during 72 h to count fungal
colony-forming units (CFU). Controls were performed by in-
cubating the fungus in PAS or in hospital tap water without
amoebae or macrophages. The viability of amoebae and mac-
rophages was determined by evaluation of cell death with
trypan blue (0.1 mg/mL) staining. Controls were carried out
by incubating amocbac alone in PAS or in hospital tap water.
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All the experiments were reproduced three times, cach time
in triplicate.

Electronic microscopy

Potential internalization of the fungus by V. vermiformis was
investigated by clectron microscopy. After 2 or 48 h, a sample
of the coculture was fixed for 1 h in phosphate buffer 0.1 M,
containing 4 % glutaraldehyde at 4 °C. Cells were washed
four times in PBS and post-fixed with 1 % OsQOy, in phosphate
buffer 0.1 M for 1 hat4 °C. The sample was dehydrated in an
acetone series and embedded in araldite resin. Sections were
stained with uranyl acetate and lead nitrate before examination
with a Jeol 1010 transmission electron microscope.

A. fumigatus and amoebae supernatants

Trophozoites (5 x 10°/mL) of each strain of free-living amoe-
bac were incubated at 27 °C during 72 h in PAS or in hospital
tap water. The amoebae were pelleted by centrifugation and
conidia of A. fimigatus (5 x 10°/mL) were then incubated in
the resultant supematant and in PAS or in hospital water as
controls, at 27 °C during 48 and 96 h. Samples of wells cor-
responding to each incubation time were plated on Sabouraud
agar and incubated at 37 °C during 72 h in order to count
fungal CFU. The germinative potential of the conidia was also
microscopically determined during 24 h of incubation with
these supernatants.

Attachment and internalization assays

The assay was similar to the first step of cocultivation experi-
ments. Monolayers of amocbae trophozoites or macrophages
were prepared in PAS or in PAS-RPMI 1640 (v/v), respectively.
A. fiumigatus conidia were added with a MOl =5. These cocul-
tures were then incubated for 15 min, 30 min, 1 h,2 hand 4 h at
27 °C for amocebac or at 37 °C under 5 % CO, for macrophages.
Each time, the culture supernatant was discarded, and the wells
were washed twice in PAS in order to remove non-adherent
conidia. The contents of the wells were then fixed with cold
methanol and stained with Giemsa. Two hundred cells by well
were observed in order to determine the percentage of (i) ad-
herent conidia and (i1) internalized conidia.

Conidia were also stained with 5 pg/mL CalcoFluor Whitc
(CFW) for 30 min at 27 °C. After three washes with PAS,
conidia were added to the cells at a MOI=35. At 15 min,
30 min, 1 h, 2 h and 4 h of incubation, the culture supernatant
was discarded, and the wells were washed twice in PAS in order
to remove non-adherent conidia. To determine the rate of inter-
nalized conidia, we added trypan blue, which is unable to pen-
ctrate viable phagocytes, to quench the fluorescence of the non-
internalized conidia (Scott and Woods 2000; Dementhon et al.
2012). Each assay was repeated three times.

Attachment inhibitory assays

According to the methods of Medina et al. (2014), monolayers
of amoebae trophozoites or THP-1 cells were pretreated with
100 mM glucose, galactose, mannose, or mannane dissolved
in PAS for amoebae (or PAS-RPMI 1640 v/v for THP-1 cells)
for 90 min at 27 °C for amocbac or at 37 °C under 5 % CO, for
macrophages. After washing with PAS or PAS-RPMI 1640,
A. fumigatus conidia at a MOI = 5 were added to the different
monolayers and incubated at 27 °C (FLA) or at 37 °C under
5 % CO; (macrophages) during 1 h. Wells were washed three
times with the appropriate buffer (to remove unattached co-
nidia), and the contents of the wells were plated on Sabouraud
agar plates to number fungal CFU. Controls were performed
n the same media without sugars.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the non-parametric
Wilcoxon test to determine statistical differences between
groups.

Results
Coculture of phagocytic cells with A. fumigatus

Co-incubation of A. fumigatus with A. castellanii during 48 or
96 h in PAS or in hospital tap water seemed to have no influ-
ence on fungal growth, whereas its co-incubation with
V. vermiformis led to an increase in 4. firmigatus growth after
48 h of contact and most of all after 96 h of contact (Fig. 1).
Similar results were obtained in hospital tap water (data not
shown). In our conditions, the presence of macrophages had
no influence on A. firmigatus growth (data not shown),
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Fig. 1 Viable counts at 48 or 96 h of A. fumigartus alone (Af) or in
cocultivation with A. castellanii (AU/Ac) or V. vermiformis (AUVV) in
PAS. Results obtained in hospital water were similar, All values
correspond to mean of ninc replicates. Values with stars arc
significantly diffcrent (p < 0.01 for ** and p < 0.001 for **%*)
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Fig. 2 Influcnce of 4. fumigatus (Af) presence, after 48 and 96 h of
coincubation in PAS, on phagocytic ccll viability: 4. castellanii (Ac),
V. vermiformis (Vv) or macrophages (THP1). Similar results were
obtained in hospital water. Ac: A, castellanii control, Ac/Af. Coincubation
A, castellaniil4. fumigatus, Vv: V. vermiformis control, /A4 coincubation
V. vermiformis/A. fumigarus, THPI: THP-1 control, THP1/Af:
coincubation THP-1/4, finsmiganus. All values comrespond to mean of
nine replicates, Values with stars are significantly different (p <0.05 for
* and p<0.001 for ***)

The viability of phagocytic cells was evaluated using trypan
blue staining, Concerning A. castellanii, after 48 or 96 h of
incubation in PAS, with or without A. firmigatus conidia, a
similar number of viable protozoa were recovered (Fig. 2).
Similar results were obtained in hospital tap water (data not
shown). On the other hand, in our conditions, the presence of
fungal conidia causcd a major rcduction of the viability of
V. vermiformis, whatever the duration of incubation.

Fig. 3 Transmission clectron
microscopy imagces of

V. vermiformis amocbac infected
by A. fumigatus: trophozoite after
2 h of coculture in PAS with
internalized conidia (a, b, ¢) and
after 48 h of coculture in PAS:
conidia arc outside amocbac (d).
Fungal clements arc indicated by
arrows. Scalebar 1 um a, b, ¢ ct
2pumd
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A. fumigatus also had a deleterious effect on macrophage via-
bility after 48 h of coincubation; indeed, no viable macrophages
were found after this incubation period. As these cells are frag-
ile, the assay conditions do not allow for persistence of THP-1
cell viability at 96 h, with or without the fungal presence.

Electron microscopy

After 2 h of coculture, results obtained by electron microscopy
showed that conidia were internalized in V. vermiformis tro-
phozoites (Fig. 3). After 48 h of co-incubation, there was a
dramatic decrease in trophozoites, and numerous extracellular
fungal elements were noted.

Co-incubation of free-living amoebae supernatant
with A. fumigatus and influence on fungal germination

After incubation of 4. fumigatus conidia with FLA superna-
tant aged 72 h, obtained in PAS or in hospital tap water, it was
observed that after 48 h of contact between the fungus and
A. castellanii supernatant, fungal growth increased compared
to the control, whereas it was not maintained after 96 h of
contact (Fig. 4). Conceming V. vermiformis, it has been shown
that A. fumigatus growth increased by contact of conidia with
trophozoite supernatant during 48 h as well as 96 h, compared
to the control (Fig. 4).

Influcnce of FLA supcrnatants on conidial germination was
studied during the first 24 h of contact. Results were similar for
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Fig. 4 Influcnce of 72 h amocbac supcrnatants obtaincd from
A. castellanii (S Ac) or ¥ vermiformis (S Vv) on A. fumigaius (Af)
growth after 48 or 96 h of incubation in PAS. Similar rosults were
obtained using supematants obtained in hospital water, Af A, fimigatus
control in PAS alone, 4#/S Ac: incubation of A. firmigatus in A. castellanii
supcrnatant, AfS Fv: incubation of A. fumigatus in V. vermiformis
supernatant. All values correspond to mean of nine replicates. Values
with stars are significantly different (p < 0.01 for ** and p<0.001 for *+%)

both FLA supernatants. Fungal germination started at about
5.5 h, reached 50 % at 6 h and was complete at 13 h (Fig. 5).

Attachment inhibitory assays

The results showed that the presence of glucose, galactose, man-
nose and mannan had no cffect on the fungal attachment to the
two FLA studied (data not shown), whereas pre-incubation with
mannose and mannan significantly decreased conidial attachment
to the macrophagic strain THP-1, thereby indicating the active role
of these saccharide receptors in the attachment process (Fig. 6).

Attachment and internalization assays

Fungal attachment to phagocytic cclls and fungal intcrnaliza-
tion were evaluated by Giemsa and CFW staining assays after
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Fig. 6 Numcration of adhecred A. fumigatus to THP-1 cclls without (Aff
THP1) or with saccharides (AFTHPI1-+glucose, AITHP1+galactose, Al/
THP1+mannose, A’THP I+mannan). All values correspond to mean of nine
replicates. Values with stars are significantly different (p < 0.001 for **¥)

15 min, 30 min, 1 h, 2 hand 4 h of contact. The results of these
two stainings were comparable. During the first hour, the ad-
hesion percentage of 4. fumigatus conidia was higher with
A. castellanii than with V. vermiformis or THP-1 cells.
Nevertheless, after 4 h of co-incubation, the percentages of
cells with conidia adhering to their surface were similar and
involved almost all the cells (Figs. 7 and §8).

Discussion

Most of the studics concerning the relationships between FLA
and fungi have involved yeasts. For example, Steenbergen et al.
(2001) dcmonstrated that incubation of Cryptococcus
neoformans with amoebae results in phagocytosis and

Fig.5 Influence of 72 h amoebae 100%
supernatants obtained in PAS
from A. castellanii (S Ac) or

V. vermiformis (S Vv) on 80%
A. fumigatus (Af) germination.
Control was carricd out in PAS.

Similar results were obtained
60%

using supernatants obtained in
hospital water, Af: A, fimigatus
control in PAS alone, 4#S Ac:
incubation of 4. fiimigatus in

A. castellanii supernatant, AfS
Vv: incubation of 4. fumigatus in
V. vermiformis supernatant. All
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Fig. 7 Percentage of phagocytic cells on which A. finmigatus conidia
adhered, studied during 4 h. Ac/4f: coincubation A. castellanii/
A. fumigatus, VW/Af: Coincubation ¥V vermiformis/A. fumigatus, THPI/Af:
coincubation THP-1/A. fiumigatus. All values correspond to mean of nine
replicates. Values with stars are significantly different (p<0.05 for * and
p<0.001 for ***)

replication of fungal cells. In a study with dimotphic fungi,
exposure of yeasts to 4. castellanii resulted n an increase in
fungal cclls (Steenbergen ct al. 2004). More recently, it was
shown that unlike 4. castellanii, V. vermiformis enhances
C. albicans growth (Vanessa ct al. 2012). The same conclusions
can be made in our study which showed increased growth of
A. fumigatus, influenced only by the presence of V. vermiformis.
The positive effect of ¥ vermiformis on A. fumigatus growth is
in accordance with studies concerning the influence of FLA on
bacterial growth, some of these known as Amoeba Resisting
Bacteria (Greub and Raoult 2004). As a result, the simultaneous
presence of ¥ vermiformis and A. fumigatus in the same envi-
ronments can lead to increased fungal population. Some au-
thors have reported that I vermiformis is frequently recovered

100 %
80 %

60 %
1 AfiAc
E AfVY
BN AfThp-1

internalized conidia

40 %

Percentage of phagocytic cells with

"o P ) RS
Time (min)

Fig.8 Pcreentage of phagoeytic cells in which A. firmigatus conidia were
internalized, studicd during 4 h. Ac/Af: coincubation A. castellanii/
A. fumigaius, Vv/Af. coincubation V. vermiformis/A. fiumigatus, THP/Af:
coincubation THP-1/4. fumigatus. All values correspond to mean of nine
replicates. Values with stars are significantly difterent (p <0.01 for ** and
P <0001 for *+%)
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from drinking water or hospital watcr (Rohr ct al. 1998;
Thomas et al. 2006; Loret and Greub 2010; Pagnier et al.
2015). In an Australian report on microfungal contaminants in
municipal water, Aspergilfus was the third genus recovered in
the water samples (Sammon et al. 2010). Moreover, the
A. fumigatus species has been found in hospital water samples
(Araujo et al. 2010; Hayette et al. 2010). Consequently, as
water-related activities could be a route of fungal transmission
to the immunocompromised host (Anaissie et al. 2002;
Sammon ct al. 2011), the presence of ¥ vermiformis and
A. fumigatus in hospital water could lead to an incrcase of
nosocomial infections by this fungus.

From an ecological point of view, FLA and A. fumigatus
have been found together in the rhizosphere of plants
(Gugnani 2003; Rosenberg et al. 2009; Koller et al. 2013),
and their interactions in the same habitat could promote fungal
development and mycotoxin production with a potential im-
pact on animal food contamination (Lee and Ryu 2015). These
relations could also be compared to the mycorrhizosphere of
ericaceous plants in which amoebae may be exploited by my-
corrhizal fungi as a nutrient source (Vohnik et al. 2009).

Some studies have shown that the ingestion of microorgan-
isms, such as yeasts or bacteria by 4. castellanii, could cause
the lysis of amoebae (Steenbergen et al. 2001; Anacarso et al,
2010). In a previous work, we found that FLA viability was
not influenced by the presence of Fusarium oxysporum, an-
other filamentous fungus (Cateau et al. 2014b). Our results are
similar to those of Hobson et al. (2000) who reported no effect
of A. fiumigatus diffusates on A. castellanii. However, they are
not in accordance with those of Van Waeyenberghe ct al.
(2013), who used a rich medium and a high temperature for
their cocultivation test. Our results conceming V. vermiformis
viability, in accordance with the data of electronic microscopy,
could be compared with those of Steenbergen et al. (2001) in
which C. neoformans growth was associated with killing of
amoebae, which presumably released nutrients that can sus-
tain fungal replication. Viability of V. vermiformis or THP-1
cells is thereby decreased by the presence of 4. fumigatus.
After incubation with 4. firmigatus, the discrepancics between
viabilitics of A. castellanii and the two other phagocytic
straing used in this study could be explained by differences
in the composition of their cell wall.

Van Waeyenberghe et al. (2012) have reported damage to
avian macrophages by a gliotoxin potentially elicited by
A. fumigatus. This toxin has also been described as responsible
for cell death in murine macrophages (Watanabe et al. 2004).
More recently, Hillmann et al. (2015) confirmed that gliotoxin is
the major 4. fumigarus factor able to kill the amoeba
Dictyostelivm discoideum, both found in the soil, allowing for
fungal protection against amocba predation. Other
immunoevasive A. firmigatus mechanisms and mycotoxins have
also been described (Chotirmall et al. 2014), such as trypacidin,
which interferes with the active process of phagocytosis in
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macrophages and amoebae (Mattern et al. 2015). Our results
have to be completed in further studics to know which compo-
nents could be involved in the fungal toxicity against
V. vermiformis.

During co-incubation of 4. fumigatus with FLA superna-
tants, both were able to increase germination and fungal
growth during the first hours of contact. We speculated that
in PAS or in water, FLA could release compounds that may be
consumed by the fungus for enhanced germination and
growth. This implies that when A. fimigatus cohabits with
FLA, no matter that there is no nutrient in this environment,
as in water for example, FLA release compounds able to en-
hance Aspergiflus growth. Besides being a Trojan horse for
numbers of microorganisms (Cateau et al. 2014a) and a train-
ing ground for Aspergillus (Van Wacycenberghe ct al. 2013),
FLA could play a role in the persistence of this filamentous
fungus in a common environment, perhaps through produc-
tion of metabolites used as nutrients by the fungus.

In the attachment inhibitory assays, we show that mannose
plays a role in attachment to THP-1 cells, but not to FLA.
However, some authors have reported the implication of
mannose-binding proteins (Alsam et al. 2005) and/or
membrane-associated receptors of glucose or galactose in the
attachment of bacteria or yeasts to A. castellanii (Declerck
et al. 2007; Medina et al. 2014). Under the conditions in the
current study, the addition of mannose or mannan had an effect
on conidial uptake by the macrophagic cells only, indicating
the active role of these saccharide receptors in the attachment
process. In contrast with some studies concerning bacterial
uptake by 4. castellanii (Alsam et al. 2005), exogenous man-
nose did not block fungal phagocytosis. It can therefore be
hypothesized that other receptors are involved in the fungal
uptake by the tested FLA. Indeed, it is known that in amoebae,
scveral receptors can be involved in microorganism uptake:
carbohydrate binding protein(s), potential scavenger receptors
and other putative membrane proteins (Salvatore Bozzaro
2008) and that uptake is a complex process with two distinct
pathways to ingcst particles, a non-specific and a specific
receptor-mediated mechanism (Alsam et al, 2003).

The fact that during the first hour of the attachment assay,
the percentage of adhered conidia was higher with
A. castellanii could be explained by the presence of different
cell receptors or a different kinetic adhesion between this FLA
and V. vermiformis or THP-1 cells. Furthermore, after 4 h, our
results indicated the potential saturation of the different cell
receptors implicated in the uptake of 4. finrmigatus.

Concerning internalization, during the first hour of the as-
say, the percentage of I vermiformis that internalized conidia,
lower than that of 4. castellanii, is in agreement with the
results of attachment assays, but after 4 h of incubation, the
percentages for the two FLA strains arc comparable (between
90 and 100 %). However, a major difterence can be noted with
the conidial internalization by the THP-1 cells which reaches

only 40 % after 4 h of coincubation. Kraibooj et al. (2015)
have reported that phagocytosis of 4. fumigatus by macro-
phagic cells could reach 40 % after 1 h of coincubation, but
these authors used a MOI>5 and a rich medium.
Phagocytosis could even reach 100 % after 3 h of incubation
when the assay is carried out in medium with serum contain-
ing components that can enhance the cell response toward the
fungus (Slesiona et al. 2012). On the other hand, Van
Waeyenberghe et al. (2013) have shown that pigeon respira-
tory macrophages exhibited a moderate phagocytic capacity in
the first post-incubation hours.

Indeed, internalization seems to depend on the different
conditions used in the studies: media, strains or MOI. In the
current study, the tested phagocytic strains were all able to
internalize A. fumigatus conidia to varying dcgrecs.

In conclusion, this study has demonstrated for the first time
that the presence of ¥ vermiformis or its released compounds
could enhance A4. fumigatus growth in aquatic environments.
Regarding the high mortality linked to A. fimmigatus infections
in immunocompromised patients {Pagano et al. 2011), these
data could be relevant to control FLA presence in hospital
water networks. We also reported fungal toxicity for
V. vermiformis, and metabolites responsible for this toxicity
need to be highlighted in complementary studies. Other hab-
itats, such as soil, could be affected by amoebal behaviour in
contact with 4. fumigatus.

We have also studied the behavior of macrophagic strains
with 4. fumigatus: conidia arc able to adhere to the three cell
types used, with almost the same percentages, even if it seems
that they do not use the same receptors. The percentages of
internalization are similar for the two FLA, but the lower per-
centage of intermalization in THP-1 cells could be explained by
the insufficient quality of the medium used in the study. Van
Wacyenberghe ct al. (2013) have published that the interaction
of 4. fumigatus with 4. castellanii parallels macrophage-
fungus interactions. However, the differences in conidial up-
take and internalization between FLA and macrophagic cells
found in our study show that the results of studics using ame-
boid model systems should be interpreted with caution regard-
ing their extrapolation to pathogen-macrophage relationships.
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2.4. Etude des interactions entre adénovirus et cellulgghagocytaires

2.4.1. Article 3: Comparative study of human adenovirgplication in

Acanthamoebaastellaniiand Thp-1 macrophagic cells

L’article 3 présenté ci-dessous a été soumis eMae “Cellular Microbiology”.

Les adénovirus sont des virus principalement mnesgldles d’infections respiratoires et
de gastroentérites. Ce sont des virus non envedoppéqui leur permet de survivre dans
'environnement, ou ils peuvent étre en contacttales amibes libres. Lors d’'une infection,
ces virus peuvent interagir également avec les ophages. Le but de cette étude a été
d’étudier et de comparer les relations entre le&nadrus et les cellules phagocytaiks
castellaniiet les macrophages Thp-1.

La quantification de I'ADN viral par PCR quantits a été réalisée apres des
coculturesA. castellanii/ adénovirus. En présenceAd’castellanij la quantité d’ADN viral
est resté stable au cours du temps. A l'inverseprésence des macrophages, la quantité
d’ADN a augmenté au cours des 72 h de co-cultues. @emiers résultats suggerent une
multiplication du virus dans les macrophages, npais dans les amibes castellanii En
outre, lors de ces co-cultures, la présence dis anprovoqué une lyse des macrophages, mais
n'a pas affecté pas la viabilité amibienne.

L'immunofluorescence nous a permis de visualissr ddénovirus dans les cellules
phagocytaires. Une augmentation du nombre de damns les macrophages a été rapportée a
partir de 24 h de co-culture. En présenck dastellaniiles virus sont égalemeintternalisés,

mais sans augmentation de la fluorescence au chwutemps. Les images de microscopie



électronique a transmission confirment ces résukaitceux de la gqPCR en montrant une
multiplication des adénovirus uniquement dans é&disiles Thp-1, mais pas dans les amibes.
Cette étude a ainsi montré des différences danmteihalisation, la multiplication du
virus et leur conséquence pour la cellule, edtrecastellaniiet les macrophages Thp-1,
démontrant que les résultats d’expérimentationsratst avec les amibes ne devraient pas étre

extrapolés aux relations entre les adénovirussanigcrophages.
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Summary

Free living amoebae (FLA) includingcanthamoeba castellanigre protozoae that feed on
different microorganisms including viruses. Thesfiscshow remarkable similarities with
macrophages in cellular structures, physiology bititg to phagocyte preys, and some
authors have therefore wondered whetheanthamoeband macrophages are evolutionary
related. It has been considered that this amoeba bmaanin vitro model to investigate
relationships between pathogens and macrophagis. &b, we intended in this study to
compare the interactions between a human adenostragn andA. castellaniior Thp-1
macrophagic cells. The results of molecular andraswopical techniques following co-
cultures experiments have shown that the presdrtbe adenovirus decreased the viability of
macrophages, while it has no effect on amoebic ikigbOn another hand, the viral
replication occurred only in macrophages. Thesalteshowed that this amoebal model is
not relevant to explore the relationships betwedenaviruses and macrophagesnvitro

experiments.
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Introduction

Adenovirus are viruses infecting a broad rangeast$ifrom birds to fish. Human adenovirus
(HAdV) have been isolated for the first time by Roim 1953, in a sample of amygdala and
respiratory secretions (Rowe et al., 1953). Theyranenveloped viruses, constituted of an
icosahedral capsid enclosing a double-stranded [QBiAome of approximately 36,000 base
pairs (Russell, 2000). Resistant in external emvitent due to the absence of envelope,
HAdV can be transmitted via the feco-oral routehvatdirect or indirect transmission, when
the water is contaminated (Waye and Sing, 2010)dWA&an thus be used to monitor the
foecal contamination, so the virological qualitywsiter (Rames et al., 2016). They are also
responsible for a wide range of human pathologeesraing to their serotype. For example,
HAdV41l detected in wastewater and surface wateraideading cause of childhood
gastroenteritis (Rames et al., 2016). Pathologigs commonly encountered are respiratory
infections as well as eye infections (Toth et 2008; Jhanji et al., 2015; Tan et al., 2016). In
order to replicate, HAdV need a host cell in whitie viral cycle may occur, generally
leading to cell lysis.

In hydric environment, HAdV are mixed with otheramorganisms as Free-Living Amoebae
(FLA). FLA are ubiquitous protozoa, capable of fegdand prey bacteria, fungi, viruses or
protozoa (Bowers, 1977 ; Marciano-Cabral and Cal#@03 ; Greub and Raoult, 2004 ;
Delafont et al., 2013). Among the environmental FL#he genusAcanthamoebais
particularly represented. These amoebae are knowthéir capacity to serve as a reservoir
for multiplication but also for the disseminatiofh some pathogenic bacteria and viruses
(Greub and Raoult, 2004). Among amoeba-resistans@s, Mimivirus is a giant virus that
causes respiratory infections and is able to develod multiply in FLA of the genus

Acanthamoebgla Scola et al., 2008).




However, the relationships between FLA and HAdV r@oé well known. In 2007, Lorenzo-
Morales showed the presence of HAdV Aganthamoebastrains genotype T3, T4, et T7
(Lorenzo-Morales et al., 2007). More recently,aslbeen shown that HAdV do not replicate
in Acanthamoeba despite their presence in the amoeba cytoplasmhe{&c and
Schwarzenberger, 2012). Overall, the role of FLAI®RdV persistence in hydric environment
should be further clarified.

Given their ability to phagocyte microorganisms #melfact that some pathogens can resist to
destruction by FLA, these protozoa have been regutampared to macrophages (Siddiqui
and Khan, 2012; Cosson and Lima, 2014) which arefepsional phagocytic cells
participating in innate immunity and whose mairerid to phagocyte microorganisms as well
as cellular debris. Some authors have thereforederaa whether this amoeba may represent
an in vitro model to investigate relationships betw pathogens and macrophagic cells.

In this context, the first objective of this studyas to assess permissivity Af castellaniito
entry and replication of a HAdV strain isolatedrfr@ clinical sample. The second objective
of our work was then to compare the biology of HAolVA. castellaniiwith that in Thp-1
macrophagic cells to investigate the usédodnthamoeba castellardis a relevant model of

study of interplay between pathogens and macropleaiis.

Materials and methods

Organisms and culture media

The Adenovirus serotype B3 strain used in thisyshuks been isolated from an eye swab of a
patient suffering from keratitis and serotyped byusn neutralization assay (French National
Reference Center for enterovirus and parechoviyasLFrance). The virus was propagated

and titrated with the TCID50 assay protocol on Heplts in DMEM medium supplemented




with 10 % heat-inactivated fetal bovine serum, tféptomycin and 1% penicillin at 37°C in
the presence of 5% CO2 for 5 days.

A. castellaniiATCC 30234 was grown in 150 cm2 tissue culturskitain PYG broth at 27°C
(Schuster, 2002). When cells formed a monolayertrbphozoites were harvested by tapping
the flasks and washed three times in Page’s mddNieff's amoeba saline (PAS, containing
in 1 L of distilled water, 120 mg NaCl, 4 mg MgS@HA20, 4 mg CaCl2.2H20, 142 mg
Na2HPO4 and 36 mg KH2PO4).

Thp-1 macrophage cell line was maintained in RPBYA supplemented with 10% heat-
inactivated fetal bovine serum, 1% streptomycin &% penicillin at 37°C in the presence of
5% CO2. Thp-1 cells were differentiated for 72hhas0 ng/mL of phorbol-12-myristate-13-
acetate (PMA) in fresh RPMI 1640 medium with 10%S-Before use, the macrophages

were washed twice with RPMI 1640 medium in ordertmove PMA.

Co-culture experiments

Twentyfour-well plates were seeded with one pLh&# a&moebic trophozoite or macrophage
suspension (containing 1.105 cells) in PAS comairii0% RPMI (PAS-RPMI). The amoebic
trophozoites and the macrophages were allowedherado the wells for 2 hours at 27°C for
amoebae or at 37°C under 5% CO2 for macrophagbesnAred pL of the viral suspension at
1.105 TCID 50/mL were added in each well (MultigiydOf Infection of 0.1). Incubation was
then carried out during 24, 48, 72 and 96 h at Zét@moebae or at 37°C under 5% CO2 for
macrophages. Controls were realised with virusesealwithout amoebae or macrophages.
Microscopical examination of the co-cultures udirygpan blue (0.1mg/mL) staining was also
carried out in order to determine the viabilitytioé phagocytic cells.

All experiments have been reproduced three timas) 8me in triplicate.




gPCR assays

Replication of viral DNA was monitored in each agtare experiment and in each control at
24, 48, 72 and 96 h post-infection by real-time muiative PCR assay. Total DNA was
extracted separately from 200uL of the cell supamtaand from the cell pellet obtained after
centrifugation at 500g during 7 min of the amoetbophozoite or macrophage suspension.
Extraction was performed with the Qiagen kit QIA@NPNA mini and extracted DNA was
recovered in 50uL of elution buffer. One hundredaggams of DNA were then subjected to
the real-time gPCR using the ADENOVIRUS ELITe MGBTMKt according to the
manufacturer’s instructions. The viral load was resped as the number of virus genome
copies either per mL of cell supernatant or perrogam of extracted DNA if measured in

the cell pellet.

Immunofluorescence experiments

At each point of the time course of amoebic tromitez or macrophage infection, the
intracellular synthesis of viral antigens was moratl by immunofluorescence. Co-cultures
were washed three times in PAS and the supernatfinally removed. The obtained pellet
was then seeded onto slides that were dried. Mhaggs cells were fixed in cold acetone for
10 min and amoebic trophozoites in cold methanollto min, then 10 min in triton 0,2% to
permeabilize the membrane cells. After drying, shades were treated for 15 min at 37°C in
wet room with a monoclonal anti-adenovirus grouf &lantibody (Argene, bioMerieux).
After washing by PBS, samples were monted in odl @xamined with a fluorescence

microscope with a 40x lens objective.




Electron microscopy

The potential internalization of adenovirus by pb@&agdic cells was also investigated by
electron microscopy. Samples after 24 or 72 h efudtures were fixed for 1 h in phosphate
buffer 0.1 M, containing 4% glutaraldehyde at 43@lls were washed four times in PBS and
post-fixed with 1% OsO4 in phosphate buffer 0.1 & L h at 4°C. The samples were
dehydrated in an acetone series and embedded |ditanasin. Sections were stained with
uranyl acetate and lead nitrate before examinatith a Jeol 1010 transmission electron

microscope.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed using the MaAfmithey test. P<0.05 was considered
statistically significant. The analysis was perfednusing Prism5 for PC (GraphPad

Software).

Results

Viability of phagocytes in co-culture with HAdV B3

The viability of amoebae and macrophages was cldeakang trypan blue after incubation
with HAdV B3. The results showed that the viabildgfthe Thp-1 cells incubated with the
virus began to decrease after 48h of co-culturepmparison with Thp-1 alone (Fig.1A). At
the opposite, there was no effect of the virusAorAcastellaniiviability during the time of

experimentation (Fig. 1B).
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Fig. 1. Influence of Adenovirus on phagocytic cell vialyilafter 3h, 6h, 24h, 48h and 72h of
coculture: (A) macrophages or (B). castellanii Ac: A. castellanii control, Ac + B3
CoincubationA. castellanifadenovirus B3Thp-1: Thp-1 control, Thp-1 + B3: Coincubation
Thp-1/Adenovirus B3All values correspond to mean of nine replicatédues with stars are

significantly different (p<0.001 for ***)

Quantitative evaluation of viral DNA

The supernatants and the pellets of the viral dbv@s conducted with the two phagocytic
cells were recovered after the different timeshotibation. The viral DNA was then extracted
and quantified by gPCR. The results obtained from tiral co-culture with macrophages
Thp-1 showed that the amount of HAdV B3 DNA inceghsluring the 72h of the experiment,
in the culture supernatant as well as in the p@femacrophagic cells (Fig. 2A). On the

contrary, the presence of the amodba&astellaniihad no effect on the viral load. Indeed, the




amount of viral DNA remained stable during the #hthe assay, either in the co-culture

supernatant or in the amoebae pellet (Fig. 2B).
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Fig. 2. Quantification of adenovirus serotype B3 in supt@nior pellet of Macrophage Thp-
1 (A) or A. castellanii(B). All values correspond to mean of six repksatValues with stars

are significantly different (p < 0.05 for * and p0<01 for ** Mann-Whitney test)

Immunofluorescence observation

The presence of HAdV B3 into the two phagocytic Iscelvas tested by an

immunofluorescence assay. The microscopic obsenatshowed an increase of virus
antigens in macrophages over the time at 24, 487and (Fig. 3C to Fig. 3E), whereas no
virus antigen was visible in the cells at the bagig of the experiment (Fig. 3B). However,

during co-culture assays with. castellanij a few viruses were internalized as early as 24

L)
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hours, but afterthat, there was no increase irrdéismence over time (Figure 3G to 3J). These
results suggest that HAdV B3 is internalized by -Thpell as well as by. castellanij but
only multiply in Thp-1 cells. These results aretgqun agreement with gPCR results that also

showed the multiplication of HAdV B3 only in mactogges Thp-1.

Fig. 3. Immunofluorescence results (A-E) Macrophages Thf=1J) A. castellanij (A, F)
Negative control, (B, G) 1h, (C, H)24h, (D, I) 4§k, J) 72h. Phagocytics cells are colored in

red, adenovirus are visible in green.

Electron microscopy

The first observation of the co-cultures by elestnicroscopy after 24 h showed the absence
of adenovirus inside the two phagocytic celiscastellaniior macrophages (data not shown).
However, after 72 h of co-culture, viral particlegre observed inside Thp-1 cells likely
reflecting virus replication (Fig. 4A and 4B). Carsely, after 72 h of co-culture with.
castellanii no virion was found inside the amoebae (Fig. 4Qgse observations were also in

agreement with the molecular data and immunoflenese observations.




Fig. 4. Transmission electron microscopy igesof (A, B) Macrophages Thp-1 and (@)
castellanii trophozoites infected by Adenovirus serotype B®&raf7f2 h of co-culture

Adenovirus elements are indicated by arrows. Sealépm A, C and 0,2um B

Discussion

Acanthamoebds a genus found in the biosphere, frequentlyoihand natural or man made
aguatic environments (Trabelsi et al., 2012 ; A#hiD15). These FLA feed on bacteria,
algae, fungi, protozoa, viruses or other organitigdas (Marciano-Cabral and Cabral, 2003 ;
Greub and Raoult, 2004). It has been describedsdone bacteria, an adaptation to the
protozoan niche with survival and sometimes mutgilon of ingested bacteria with or
without amoeba lysis, leading to bacterial protactand colonization of other environments
(Thomas et al., 2011 ; Cateau et al., 2014). Skige and viruses can be found in the same
environments, some authors have also investigdtedgotential interactions between these
microorganisms in order to determine if FLA couldypa role in the viral multiplication and
spread. Most of the studies have recently concethedso called “giant viruses” like

Mimiviruses or Pandoraviruses which are endocytatsiovithin FLA (Scheid, 2015). Besides




the giant viruses, a few studies have been condueith other viruses, in particular those
infecting humans. As Human Noroviruses (HuNoVs)iawlved in virus-related waterborne
disease outbreaks, Huesh et al have studied titerractions withAcanthamoebapp and
demonstrated tha#. castellaniiis able to interact with these enteric virusesugis and
Gibson, 2015). After adhesion, HUNoV is internadize A. castellaniitrophozoites that could
therefore play the role of viral reservoir in watgystems. HAdV, for their part, are
responsible for 24% of the virus-related waterboonébreaks (Sinclair et al., 2009). They
have been detected in various water environmenkdwate (Mena and Gerba, 2009) where
they can survive longer than other nonenvelopedses such as Enteroviruses (Enriquez et
al., 1995). HAdVs were found to be one of the npysimising human specific viral markers
in microbial source tracking (Wong et al., 2010prénzo-Morales et al. have reported that
four different HAdV serotypes (HAdV-1, 2, 8, and)3vave been detected Atanthamoeba
strains from water sources in the Canary islanfleateng human contamination (Lorenzo-
Morales et al., 2007). More recently, HadV genoras &lso been detected and quantified in
62% of Acanthamoebasolates from brasilian swimming pools. In thisidgst, Scheid et al.
demonstrated the intake of HAdV serotypes 11 andydifferent Acanthamoebastrains,
which can therefore act as carriers or vectors Afl¥lin the same environment (Scheid and
Schwarzenberger, 2012). Moreover, according to Mexhal, Acanthamoebaolyphagacan
even protect HAdVs from sodium hypochlorite watesirdection treatment (Verani et al.,
2016). In all these studies, even it can be prakattHAdVs can survive inside FLA, no viral
replication within these protozoa has been dematesir This is also the case in the present
work where we demonstrated by molecular methods l##dV DNA can persist in or
attached toA. castellaniiduring co-culture experiments, but without inceead the viral
DNA load and thus without viral replication. Moreay immunofluorescence assay using

specific anti-HAdV antibodies allowed us to findeaviral antigen expression in amoebae,




which do not influence the viability of their hostowever, only not “infectedA. castellanii
trophozoite has been observed using electronicostopy, probably because of the low
sensitivity of this method. Finally, from our expeents and those of others, we can conclude
that if A. castellaniican internalize HadV by expressing yet-unknownepéars on its
membrane able to interact with viral capsid, thespzoa does not have the cellular machinery
necessary for HAdV replicatio®. castellaniican consequently act only as a carrier but not
as a booster of the viral load in the environment.

Macrophages are described as “professional” phdmgocells which express receptors on
their surfaces that detect signals normally nontbin healthy tissues. They have a central
role in protecting the host by destroying the pg#rs after their internalisation through the
merger between phagosomes and lysosomes (MurraWgnd, 2011). Macrophages play a
significant role in the innate immune response fdM in vivo, although the mecanism by
which they might internalise these viruses arewslt known (Zaiss et al., 2009). Given that
phagocytosis is specified for particles typicallyger than 0.5-1 mm, viruses smaller than 0.5
mm are internalised by endocytosis rather than ptygsis. HAdV are quickly taken up and
internalised into macrophages but 100-1000-fold tean into epithelial cells that express the
cell surface receptor CAR (coxsackievirus adensviaceptor). The internalisation of HAdV
in macrophages could require a cell surface integnd be modulated by the availability of
low-affinity, high avidity receptors, such as scager receptors (Zsengellér et al., 2000;
Mercer and Greber, 2013). Moreover, macrophageg h@en shown to be permissive to
HadV replication in vitro (Mastroeni et al., 198%5ome data also reported that HAdV can
persistently infect monocytes in vivo, providingeservoir for latent infection (Chu et al.,
1992). Finally, Di paolo et al. presented data destrating that, after interaction of the virus,

Kipffer cells undergo rapid death (Di Paolo et @D13). In this report, we showed by




molecular and microscopical methods that HAdVs iaternalized and replicate in Thp-1
cells, leading to the cell lysis.

Some authors have previously compasethnthamoebao human macrophages in some
structures or behavior, like surface receptorshagpcytic activity (Yan et al., 2004 ; Khan,
2009). However, we demonstrated that, in our erpental conditions, interactions between
HAdV and macrophages are quite different from Btéons between HAdV and\.
castellanii In conclusion, thé\. castellaniimodel do not seem to be relevant to explore the

relationships between HAdV and immune cells likecrophages in in vitro experiments.
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Chapitre 5 : Discussion



Le premier objectif de cette étude a été de détennsi les amibes libres ont une
préférence trophique et d’essayer d’en comprereariécanismes. Pour cela, un panel de
micro-organismes (six bactéries et un champignotgua d’abord été mis en présence des

amibesA. castellaniietV. vermiformis.

Les premiers résultats ont montré que I'amibevermiformisne s’est déplacée vers
aucun des micro-organismes testés. L'amibeastellaniis’est déplacée préférentiellement
vers trois bactéries : deux bactéries Gram nédatifpneumoniaeet S. maltophiliaet une
bactérie Gram positi6. aureus L'étude de la préférence trophique s’est ensuitgrsuivie
en ne conservant qu’une bactérie Gram négatif.eNdtoix s’est porté suf. pneumoniage
d’utilisation plus facile, puisqu’elle présente umeilleure sensibilité aux antibiotiques. Les
mémes résultats ont ensuite été observés lorsgseifrageants de culture bactérienne ont été
testés en présence Ad’ castellanij suggérant ainsi la sécrétion, par les bactéKes
pneumoniaet S. aureusde molécules ayant un pouvoir chimioattractant ligquges dans la
communication inter-cellulaire. Il est a noter qoentrairement a certaines études, I'anmfbe
castellanii n’a pas étéattirée ici préférentiellement pdt. coli (Weekers et al., 1993 ;
Rosenberg et al., 2009).

Les surnageants de culture des bactéries séleétsrunt ensuite été purifiés par deux
étapes successives : un fractionnement par exineeti phase solide puis une purification par
HPLC. Cing fractions attractives ont été ainsi miea évidence pou€. pneumoniaet trois

pourS. aureusdifférentes les unes des autres, mais touteatdeenpeptidique.

Des études antérieures ont montré la présence capteirs membranaires sAr
castellanii permettant de détecter des chimioattractants tiaese En effet, le traitement de

'amibe par la trypsine ayant eu pour conséqueaddirhinution de sa réponse a la présence
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bactérienne, a suggéré la présence de réceptasibles aux chimioattractants, différents par
ailleurs de la « mannose binding protein », impdiga la fois dans la phagocytose et dans la
liaison aux cellules hotes (Schuster and Levandpwk$96).

Kuburich et al. ont rapporté qu®ictyostelium discoideungutre amibe attirée par
I'acide foliqueou les composés apparentésAetastellaniiprésentaient des comportements
différents quant a leur déplacement dans le miti&is aussi concernant leurs réactions en
présence de molécules chimioattractives (Milne@adkell, 1991 ; Kuburich et al., 201®).
discoideumest capable de distinction entre différentes espéte bactéries, mais répond
également differemment a des bactéries Gram pasitifGram négatif, faisant émettre
'hypothése d’une activation différentielle de gen&hez cette amibe, I'exposition aux
bactéries régule I'expression de génes potentielerimpliqués dans la reconnaissance et la
destruction des bactéries. C’est le cas du genantdel TIR Toll/Interleukine- 1 receptor, qui
joue un role dans l'interaction avec les MAMPs Baens (Kuburich et al., 2016).

Nasseret al ont ainsi étudié le transcriptome de mutants @ngincapables de se
nourrir soit de bactéries Gram positif, soit detédes Gram négatif. Deux mécanismes
distincts ont été décrits : i) en présence de bastéGram négatif vivantes, les amili@s
discoideunsont stimulées par la protéine TirA et ii) la rApe aux bactéries Gram positif est
stimulée par Swpl, enzyme impliquée dans la glyatisp et par deux autres enzymes,
NagB1 et Gpi impliquées dans le métabolisme duigeglycane (Nasser et al., 2013).

Nous avons déja signalé du’ castellaniise nourrit préférentiellement de bactéries
Gram négatif (Weekers et al., 1993 ; Rosenberd.ef@09) et qu'elle est capable de se
diriger vers des composants bactériens comme le leRiBide A, I'acide lipoteichoique ou le
N-acétyl glucosamine (Schuster and Levandowsky6)13@ette amibe montre une préférence
nutritive si elle a le choix. Si elle ne I'a padleese nourrira de n'importe quelle bactérie

disponible. Actuellement, s’il est établi qu’il sk un phénomene permettari.acastellanii
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de localiser sa proie et de se diriger vers edle,rhécanismes précis n’en sont pas encore
élucidés. Des hypothéses ont cependant été ényisésence de terpénes ou de phéromones
produites par les bactéries qui attireraient owusperaient I'amibe, présence ou absence de
chimiorecepteurs sur la surface extracellulaire laebactérie, taille et caractéristiques
morphologiques des bactéries, caractéristigueshimogues des éléments de surface de
'amibe (LPS, capsule...), absence ou présence deegyytiques chez I'amibe capables de
dégrader telle ou telle proie (Khan, 2009).

La recherche de bactéries pour leur nourrituredigigtrente cheD. discoideunet A.
castellanii D. discoideumse dirige directement vers les folates ou lesémst méme s'il
existe quelques déviations de parcours, alordA.quastellaniise dirige dans toutes les
directions, avec un mouvement de plus faible inténgers la source bactérienne, suggérant
gue le mécanisme de recherche bactérien est gltsssanté par un mouvement aléatoire que
par un réel chimiotactisme. Ce mécanisme existeeggmt cheD. discoideunen I'absence
de signal chimiotactique (Kuburich et al., 2016).

Le plus souvent, les cellules eucaryotes percoivientprésence des stimuli
chimiotactiquewia des récepteurs de 7 domaines transmembranairpes@ux protéines G.
Ces récepteurs, capables de reconnaitre la cAMRgepeaussi étre stimulés par des peptides
formylés d’origine bactérienne. La N-formylmethidigucyl-phenylalanine a par exemple un
effet chimioattractant sur les polynucléaires raphtiles et les monocytes (Cavicchioni et al.,
2006).

Quatre récepteurs ont ainsi été identifiés ddediscoideundont CAR1, couplé aux
protéines G hétérotrimériques (Pan et al., 201@tivation des protéines G va conduire a la
polymérisation de I'actine, impliquée dans I'extiensdes pseudopodes. Ces récepteurs sont
ainsi capables de traduire en signal intracellelam signal externe, comme par exemple un

chimioattractant. La majorité de ces molécules sestpeptides formylés et des chimiokines.




Nos résultats ont également mis en évidence larengieptidique des fractions attiraris

castellanii

La seconde grande partie de la thése a été comsacFétude des interactions de
pathogenes avec les amibes libres et la comparde®imteractions existant entre ces mémes
pathogenes et une lignée macrophagique. Quatreogeaths ont ainsi été étudiék:
pneumoniaeyne bactérie Gram négat8, aureusune bactérie Gram positd. fumigatusun
champignon filamenteux et un adénovirus humainédetgpe B3.

Les bactérie&. pneumoniaeont ubiquitaires dans différents environnemeatarne
les sols, les réservoirs d’eau naturels et amiiccomme les réseaux d’eau hospitaliers ou les
réseaux de distribution d'eau potable (Podschual.et2001). Ces bactéries, capables de
résister a des conditions hostiles, sont des pattesy opportunistes pouvant induire des
pathologies graves, en particulier chez les immaépddhés (Venieri et al., 2015). Les amibes
libres étant également retrouvées dans les ménveemmements, nous avons réalisé des co-
cultures afin d’explorer les interactions pouvaxister entreA. castellaniiet K. pneumoniae
Nous avons ainsi montré que la présence des anmidessait une augmentation de la
croissance bactérienne. Des résultats similairésétinretrouvés en utilisant le surnageant
amibien. L'utilisation de gentamicine dans les odtwres, puis les images obtenues en MET
ont montré qué. pneumoniaa’était pas internalisée et se multipliait en dshaes amibes.
Des expérimentations identiques ont été menées Sveaureus bactérie Gram positif,
commensale chez ’'Homme (Best et al., 2011), ubadye, et elle aussi en contact potentiel
avec les amibes libres dans certains réseaux dleawencore, la présence des amibes a
engendré une augmentation de la concentration rimmé. L’'ajout de gentamicine nous a
permis de conclure a la non internalisation dedetdrie par les amibes. Il a déja été prouvé

gu’A. castellaniifavorise la croissance de certains micro-organssigi@&eub and Raoult,




2004) ainsi que leur protection dans des conditimstiles (King et al., 1988). Cependant, les
relations entre bactéries et amibes dépendentatetions dans lesquelles elles se déroulent.
En effet, la présence A! castellaniipeut induire une diminution de la concentrationkde
pneumoniaalans les biofilms (Huws et al., 2005). Il a égataimété démontré par March que
la richesse du milieu peut affecter la prédatiorKd@neumoniagar des amibes comnie
discoideum(March et al., 2013). ConcernaBit aureuscertains auteurs ont rapporté que la
présence dt. castellaniipermettait une faible croissance bactérienne deaso-cultures, en
utilisant un milieu riche (RPMI) et une concentatiélevée de bactéries FIOFU/mL), sans
gu’une MOI précise soit indiquée. La survie et laltiplication bactérienne était par ailleurs
plus importante avec les bactéries MSSA (MethieilensitiveS. aureu} plutdét qu’avec les
MRSA (Methicillin-resistantS. aureus La méme étude a montré que les MRSA et MSSA
étaient internalisés p#. castellaniiet pouvaient y survivre (Cardas et al., 2012).

Les résultats obtenus dans nos conditions expéraesnnous permettent d’émettre
'hypothése que la croissance #e pneumoniaeet de S. aureuspourrait étre due a la
libération de métabolites amibiens utilisés comm&iments par les bactéries. Nous n'avons
pas mis en évidence d'internalisation des bactéi@pendant, la phagocytose semble
dépendre des différentes conditions utilisées dem#tudes : milieux, souches bactériennes
ou amibiennes, ou MOI. La capsuleEdtherichia coliK1l, par exemple, semble impliquée
dans linternalisation et la survie de la bactétans des amibes du genkeanthamoeba
(Jung et al., 2007). Méme si la plupart d’entre mEpportent des bénéfices pour les bactéries
dans leur relation avec les amibes, il reste diéfide comparer précisément les résultats des
différentes études menées sur les interactionsemmhthogénes. Nous pouvons cependant
affirmer que la présenceAl castellaniifavorise dans certaines conditions la croissaedé. d
pneumoniaet deS. aureussi elles sont présentes dans les mémes enviromtgnsans pour

autant nécessiter de relation étroite.




Les amibes du genrkcanthamoeba&ont régulierement comparées aux macrophages,
en particulier par leur capacité a la phagocytdsm (et al., 2004), et certains pathogénes sont
capables de se multiplier dans les macrophagessetrhibes de la méme maniére (Siddiqui
and Khan, 2012 ; Cosson and Lima, 2014). Si nogltedés de co-cultur&. pneumoniae/A.
castellanii et K. pneumoniagacrophages Thp-1 ont été comparables au niveau de
'augmentation de croissance bactérienne, noussasgpendant montré une internalisation de
K. pneumoniaepar les macrophages. Dans de nombreux cas, ap@®alisation d’un
pathogéne, il y a fusion entre phagosome et lysesoentrainant la destruction de ce
pathogéne (Murray and Wynn, 2011). Nous confirmgumsnt & nous quk. pneumoniaest
capable de survivre dans les macrophages, commied&a décrit certains auteurs (Cano et
al., 2015). En ce qui concerfe aureusles résultats des co-cultures de cette bacteee/a
castellaniiet Thp-1 suggérent une internalisation précocé&daureugpar les macrophages.
Cependant, les bactéries sont incapables de semiute se multiplier dans ces cellules apres
24 h de co-culture. Ces résultats sont toutefoisogrtradiction avec ceux de Caradsal. qui
ont rapporté une survie et une multiplication baetée dans les macrophages Thp-1 (Cardas
et al.,, 2012). La encore, cette différence de tasulpourrait étre expliguée par des
différences de conditions utilisées dans les étu@sl'on s’intéresse au phénomene
d’adhérence des bactéries aux différentes celluless avons montré gu€. pneumoniae
était capable de se fixer a 'amibe grace a desptéars au mannose comme cela a déja été
décrit pour d’autres bactéries (Alsam et al., 20@®me si le processus reste incomplet dans
notre étude car il n'y a pas d'internalisation debactérie. Dans les mémes conditions
expérimentales, ces récepteurs ne sont pas impliags I'adhérence de la bactérie aux
cellules Thp-1.S. aureusest, quant a elle, capable de se fixek.acastellaniigrace a des
récepteurs au glucose, au fructose ainsi qu’au osamnconfirmant une adhérence 8e

aureusa A. castellaniiprécédemment visualisée en MET par Bottehal. (Bottone et al.,
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1994). Ces récepteurs ne semblent cependant péigigg dans I'adhérence de la bactérie
aux cellules Thp-1.

Si I'on considére que i), dans les mémes conditexpérimentales, nous n'avons pas
mis en évidence d’internalisation He pneumonia®u deS. aureuslans les amibes et qu’au
contraire les macrophages étaient capables de pytagdes deux especes, et que ii), que ce
soit pour I'adhérence ou pour l'internalisation destéries, les résultats retrouvés dans notre
étude different entre les amib@s castellaniiet les macrophages, nous pouvons conclure
gu’un modeéle utilisant cette espece amibienne negttrait pas d’en extrapoler les résultats

a I'étude des interactions entre certaines bastétiées macrophages.

Nous nous sommes intéressés également au regnguerdpns I'étude pathogénes-
cellules phagocytaires, en nous focalisant Aurfumigatus Les Aspergillus sont des
moisissures saprophytes trés répandues dans lelas@igétation en décomposition, la
poussiére, les bioaérosols et differents milieuxaséiques (Pearson et al., 2018).fumigatus
est responsable de pathologies sévéres chez lesiat les oiseaux (Van Waeyenberghe et
al., 2013) et a été retrouvé dans les réseaux dieapitaliers (Hayette et al., 2010). Les
résultats des co-culture&. fumigatus/ amibes libres ont montré que la présenca. d’
castellanii n'influe pas sur la croissance fongique a la dififce de son surnageant qui
'augmente aprés 48 h de co-incubation. En oudrerésence de conidiesAd’fumigatusdans
le milieu n'a pas d’influence sur la viabilitéAl’ castellanii.

Quelques études ont déja concerné les relatione das amibes libres et les
champignons, mais leur grande majorité a impliqus devures. L’incubation deC.
neoformansavec des amibes entraine une phagocytose degdegtiune augmentation du
nombre de cellules fongiques (Steenbergen et @01)2 Notre équipe a rapporté que la

présence d. castellaniin’influait pas sur la croissance @e albicans(Vanessa et al., 2012).




Ces observations sont similaires a celles faitass dzette étude. Concernant la viabilité
amibienne, Steenbergeat al. ont montré que l'ingestion de levures provoquaityle des
amibes (Steenbergen et al.,, 2001). Cependant, degltats sont différents avec les
champignons filamenteux, que ce sbiisarium oxyporum(Cateau et al., 2014b) oA.
fumigatuspour lequel nous confirmonss résultats de Hobsat al, qui ne retrouvaient pas
d’effet sur la viabilité dA. castellanii(Hobson, 2000).

Dans les essais d'inhibition de I'adhérence, neussamontré que le mannose joue un
réle dans l'attachement aux cellules Thp-1, massgga castellanii Certains auteurs ont déja
rapporté l'implication de protéines de liaison aanmose (Alsam et al., 2005) et/ou des
récepteurs membranaires du glucose ou du galadasse |'attachement de levuresAa
castellanii (Declerck et al.,, 2007 ; Medina et al., 2014). ®aros conditions, l'ajout de
mannose ou de mannane n'a eu un effet que surétandte des conidies aux cellules
macrophagiques. Contrairement a certaines étud@gs dées concernant l'adhérence
bactérienne &A. castellanii (Alsam et al., 2005), le mannose exogéne n'a jpagué la
phagocytose fongique. D’autres récepteurs doivemic cEtre mis en jeu dans l'adhérence
fongique aA. castellanii On sait en effet que plusieurs récepteurs peldtemimpliqués dans
'adhérence des micro-organismes aux amibes, corde®e protéines de liaison aux
carbohydrates, des récepteurs scavengers ou dqurtotines membranaires (Bozzaro et al.,
2008) et que l'absorption est un processus commere deux voies distinctes pour ingérer
les particules, un mécanisme non spécifique et écamisme spécifigue médié par des
récepteurs (Alsam et al., 2005). Ceci pourrait iggar que, pendant la premiére heure de
I'essai de fixation, le pourcentage de conidiesiagdhéré était plus élevé awkccastellanii
gu’avec les cellules Thp-1. Aprés 4 h, nos réssiliatliquent la saturation potentielle des

différents récepteurs cellulaires impliqués danshiénomeéne.




En ce qui concerne linternalisation, le pourceatdg trophozoites 4. castellanii
ayant phagocyté les conidies est de I'ordre de 1008¢é différence majeure peut étre notée
avec l'internalisation des conidies par les cedldlibp-1 qui n'atteint que 40% aprés 4 h de co-
incubation. Kraiboogt al. ont par ailleurs rapporté que la phagocytos@.demigatugar les
cellules macrophagiques pouvait atteindre 40% aprésie co-incubation, mais ces auteurs
ont utilisé une MOI supérieure a 5 et un milielnei¢Kraibooj et al., 2015). D'autre part, Van
Waeyenberghet al.ont montré que les macrophages alvéolaires despigprésentaient une
capacité phagocytaire modérée dans les premiérasreshepost-incubation (Van
Waeyenberghe et al., 2013). Ainsi, l'internalisatiles champignons semble dépendre des
différentes conditions utilisées dans les étudedlieux, souches ou MOI. Dans la présente
étude, les souches phagocytaires testées étaidas toapables d'internaliser les conidies. d’
fumigatusa des degrés divers.

Ce travail, impliguant cette fois un champignomrfilenteux, a également montré des
différences importantes dans les relationa. dumigatusavec A. castellaniiou avec les

cellules Thp-1.

Le dernier pathogéne dont les interactions avecédules phagocytaires ont
été testées est un adénovirus. Les adénovirusretmuves dans I'environnement ou ils
peuvent étre en contact avec des amibes libres eomimcastellanii Ils entrainent
principalement des infections respiratoires et destroentérites, mais également des
infections oculaires. D’'une maniére générale, aestairus sont capables de s’adapter a
ingestion par les amibes, permettant ainsi leurvie ainsi que leur multiplication
intracellulaire. Certains auteurs ont ainsi étuldi® interactions potentielles entre virus et
amibes libres afin de déterminer si ces protozeapeuvaient jouer un réle dans la

transmission virale. La plupart des études ontméeent concerné les virus géants comme les




mimivirus ou les pandoravirus (Scheid, 2015). Quefgautres ont été menées avec certains
virus pouvant infecter ’lHomme. C’est le cas desrdvous, capables d’interagir avet
castellanii (Hsueh and Gibson, 2015). Les coxsackievirus pguggalement survivre dans
les amibes mais aussi les utiliser comme vecteutralesmission (Mattana et al., 2006).
Concernant les adénovirus, Lorenzo-Morales a d&tpar PCR leur présence dans des
souches d’amibes libres, suggérant que ces anmgbeservant de réservoir aux adénovirus,
faciliteraient leur transmission a 'Homme (Lorerdorales et al., 2007). En 2012, Scheid et
Schwarzenberger ont confirmé que des adénoviruartgmant aux sérotypes 11 et 41 sont
ingérés par les amibes, et retrouvés dans leuplagme, plus particulierement dans des
phagosomes (Scheid and Schwarzenberger, 2012)ni\&tral. ont quant a eux, montré que
A. polyphagapeut protéger les adénovirus des traitements siafdétion de I'eau. (Verani et
al., 2016). Dans toutes ces études, on ne notdgegplication du virus dans les amibes. Les
résultats de co-culture amibes / adénovirus datre @bude ont montré que la présenck. d’
castellaniidans la co-culture n’avait aucun effet sur la iplittation ou sur la survie du virus.
Ces résultats, montrant une internalisation des@dgis parA. castellaniiavec persistance
du virus mais sans multiplication virale, sont doen adéquation avec les études
préecédemment publiées. De notre étude et de aBHesres auteurs, nous pouvons conclure
gue siA. castellaniiinternalise les adénovirus, cette amibe ne pospadela machinerie
cellulaire nécessaire a la réplication virale. Anttaire, la présence de macrophages dans la
co-culture a permis une augmentation de la quamt&évirus, résultats confirmés par
immunofluorescence, puis par MET, permettant dealiser les adénovirus dans les cellules
phagocytaires. Les macrophages jouent un rolelammsunité innée contre les adénovirns
vivo, bien que le mécanisme d’internalisation viralesoit pas bien connu (Zaiss et al., 2009).
Les adénovirus sont internalisés dans les macreshagais 100 a 1000 fois moins que dans

les cellules épithéliales, qui expriment des rémeqst spécifiques (Zsengellér et al., 2000 ;
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Mercer and Greber, 2013Fertains auteurs ont préalablement rapporté la ipsivité des
macrophages et des monocytes pour la réplicatisradénovirusn vitro (Mastroeni et al.,
1985; Chu et al., 1992). Di paokt al. (Di Paolo et al.,, 2013) ont présenté des données
démontrant que les cellules de Kupffer infectéeslgs adénovirus mouraient rapidement.
Nous présentons ici également des résultats man&rdyse des macrophages infectés. Dans
ce troisieme modele, nous démontrons une nouveitedes différences de comportement
entreA. castellaniiet la lignée Thp-1, infectées par un adénovirusdas mémes conditions

expérimentales.

Enfin, au cours de ces différentes expérimentatinongs nous sommes intéressés de
facon parallele & une autre amibe libve vermiformis Kuiperet al. (Kuiper et al., 2006) ont
montré que cette amibe était fréequemment retrodeés les eaux de surface. Elle peut aussi
proliférer dans des environnements lié a 'Homnoenmme les systémes de distribution d’eau,
'eau du robinet, ou les piscines (Valster et 2009 ; Cgkun et al., 2013 ; Delafont et al.,
2013 ; Armand et al., 2016).

Nous nous sommes particulierement intéress@g. &ermiformis, puisqu’elle est
'espece dominante dans les réseaux d’eau hogpgdPagnier et al., 2015), surtout dans les
réseaux d’eau chaude, (Thomas et al., 2006; Owrshkl., 2013) car il s'agit d'une espéce
thermotolérante (Rhoads et al., 2015).

Ainsi, nous avons exploré les interactions existantre cette amibe et trois des
pathogénes de I'étudeé<: pneumoniageS. aureuset A. fumigatusV. vermiformisest capable
de favoriser la croissance He pneumoniaga l'instar des deux autres cellules phagocytaires
étudiées, mais aussi de les internaliser. Nostegsude rapprochent de ceux de Picktipl.
en 2007 obtenus avec d’autres especdslelesiells montrant que/. vermiformisse nourrit

de ces bactéries (Pickup et al., 2007). La crossaeS. aureusest, elle aussi, favorisée par




la présence d¥. vermiformismais sans internalisation. |l est possible de ss@pgue la
croissance bactérienne peut étre due a la lib@ralBométabolites amibiens utilisés comme
nutriments par les bactéries. D'autre part, la gmés deV. vermiformisainsi que son
surnageantinduisent une augmentation de la croissanok. dumigatus comparée a la
croissance fongique sans amibe. Il est a noter gjua,présence de conidiesAd’fumigatus
dans le milieu n'a pas d’influence sur la viabilité\. castellanij elle diminue fortement celle
de V. vermiformis résultats se rapprochant de ceux de Steenbetgah montrant que la
croissance d€. neoformansvait un effet négatif sur la viabilité amibien{B&eenbergen et
al., 2001).V. vermiformispourrait étre sensible, comnie discoideuma certaines toxines
sécrétées pah. fumigatus comme la gliotoxine ou la trypacidine (Hillmant a., 2015;
Chotirmall et al., 2014).

Nos résultats démontrent que la présenc¥.deermiformisou d’A. castellaniidans
les réseaux d’eau hospitaliers peut représenteriaque de développement d’infections
associées aux soins et que la surveillance réguligr ces réseaux pourrait inclure la

recherche et la détection des amibes libres.







Chapitre 6 : Conclusion et perspectives



Les principaux objectifs de notre étude ont étéddeerminer si les amibes libres
avaient une préférence trophique et si elles pamvaervir de modele expérimental pour

I'exploration des interactions macrophages / mmrganismes.

Nos résultats montrent qu’il existe bien une pefiée trophique des amibes libkes
castellanii pour certaines bactéries qui sécretent des commpd#éusibles permettant
I'attraction des amibes. Différentes molécules daure peptidique et de petite taille ont été
isolées, allant de six a une vingtaine d’acidesnas)i dont la caractérisation doit se
poursuivre, en particulier par la détermination leler séquence peptidique. De plus, une
analyse du sécrétome des bactéikiepneumoniaet S. aureuspermettrait de déterminer si
les molécules purifiées sont connues pour leuroactiCette étude doit toutefois étre
complétée. En effet, les tests ayant été réalinésré&sence d’'un seul micro-organisme, ils
devront étre reproduits en plagaht castellaniien présence de plusieurs micro-organismes
simultanément, afin de permettre aux amibes unxchoiritionnel et confirmer ou non nos
résultats. Le désenkystement amibien en présenamesidactéries devrait également étre
exploré. D’autre part, il conviendra de purifierdet caractériser les molécules présentes dans
les surnageants de culture d’amibes et capabladudfe une augmentation de la croissance
bactérienne. Ces premiers résultats sont doncvenifal’'une communication inter-cellulaire

entre les bactérids. pneumoniaetS. aureugtA. castellanii

Dans la seconde partie de I'étude, nous avonsoexpé role des amibes dans la
croissance de micro-organismes, confirmant I'iték leur surveillance et de leur controle
au sein des réseaux d'eau. Ces résultats devrétemt confirmés par des co-cultures
amibes/bactéries dans des dispositifs se rapproae conditions environnementales. En

effet, mieux connaitre les interactions micro-oigares / amibes pourrait permettre une



optimisation du traitement des réseaux d’eau, @dr®rement dans les hopitaux. D’autre part,
nous avons mis en évidence des mécanismes d’adkérdtinternalisation et de survie
différents entre les micro-organismes étudiés, Esgnce dA. castellanii,mais aussi en
présence des cellules macrophagiques. S'il existe dbes similitudes entre les interactions
micro-organismes/amibes libres et les interactiongro-organismes/macrophages, des
différences importantes subsistent, ne permettastdfutiliser ce modelé. castellaniipour

I'extrapolation aux interactions avec les macro@sagdes résultats obtenus avec I'amibe.
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Résumé

Les amibes libres sont des protozoaires retroda@s de nombreux environnements
ou ils ingérent par phagocytose des bactéries, ctl@snpignons, des virus ou d’autres
protozoaires. Le modeéle d’étude principal de cidse, divisée en deux grandes parties, a été
Acanthamoeba castellaniiLa premiére partie de la these a concerné I'étedka préférence
trophiqgue des amibes, en présence de différentsorarganismes. Parmi ceux-ci, deux
bactéries,Klebsiella pneumoniaest Staphylococcus aureuse sont montrées les plus
attractives pour les protozoaires étudiés. Desaggtbactériens ont été fractionnés et leur
étude a permis de mettre en évidence la naturetiguat des composés chimioattractifs
impliqués dans ce dialogue intergenre.

Certaines données de la littérature ont rappodssimilitudes entré\. castellaniiet
d’autres cellules phagocytaires que sont les maaggs. La seconde partie de la thése a
permis de comparer les activitts de phagocytosk. dastellanii et de la lignée
macrophagique Thp-1 vis-a-vis de quatre micro-ogyaes : le champignon filamenteux
Aspergillus fumigatuysles bactérieKlebsiella pneumoniaet Staphylococcus aureust un
adénovirus de sérotype B3. L'influence des deuxesype cellules phagocytaires sur la
croissance des micro-organismes a également @i€et€es travaux ont permis de mettre en
évidence des différences de comportements des adilives par rapport aux macrophages
vis-a-vis de micro-organismes pathogenes, montuiti n’est pas toujours possible
d’extrapoler les résultats d’études amibes librésiirorganismes aux relations
macrophages/micro-organismes.

Mots-clés : Amibes libre, nutrition, communication inter-celiife, macrophages,
phagocytes, micro-organismes, interactions

Abstract

Free living amoebae (FLA) are protoza found inous environments where they can
feed by phagocytosis on bacteria, fungi, virusestber protozoaAcanthamoebae castellanii
was used as the main model in this thesis, dividevo parts. The first part of the thesis
relied on the trophic preference of amoebae, irsgree of different microorganisms.
Amongst them, two bacteri&lebsiella pneumoniaand Staphylococcus aureuappeared as
the most attractive for the studied protozoa. Badtextracts have been fractionned and their
study has shown the protein nature of the chenamadtnts involved in this interspecies
crosstalk.

Literature data have reported similarities betw@eastellaniiand other phagocytic
cells such as macrophages. The second part ohéséstallowed us to compare phagocytic
activities of A. castellaniiand Thp-1 macrophagic cells towards four microoigas: the
filamentous fungusAspergillus fumigatus the bacteria Klebsiella pneumoniaeand
Staphylococcus aurewmd an adenovirus B3 serotype. The influence efttévo phagocytic
cells on the microorganisms’ growth has also beeredtigated. This has evidenced the
behavior differences between FLA and macrophagesrtts pathogenic microorganisms,
showing that results obtained by studying amoelmaknaicroorganisms relationships could
not be extrapolated in all cases to the relatigpgsshbetween macrophages and
microorganisms.

Key words: Free living amoebae, nutrition, inter-cellular gommication, macrophages,
phagocytes, microorganisms, interactions



