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1. Les cellules phagocytaires 

 

Les cellules phagocytaires sont, selon l’étymologie du mot, des cellules “mangeuses”. 

En effet, elles peuvent absorber et digérer des particules inorganiques (comme les nutriments) 

ou organiques (comme les micro-organismes). Les cellules phagocytaires les plus connues 

sont les cellules du système immunitaire et plus particulièrement les macrophages qui 

possèdent un rôle de défense de l’organisme. Les amibes représentent un autre type de 

cellules phagocytaires, pouvant être retrouvées dans l’environnement et se nourrissant 

principalement de micro-organismes. Certaines d’entre elles peuvent être pathogènes pour 

l’Homme. 

 

1.1. Les amibes libres : exemple d’Acanthamoeba castellanii 

 

1.1.1. Généralités 

 

Les amibes sont des protozoaires appartenant à la classe des Rhizopodes. Elles 

peuvent être classées en deux grandes catégories : 

� Les amibes parasites, qui sont à la recherche d’un hôte et se développent peu dans 

l’environnement, même si elles peuvent y survivre. 

� Les amibes libres ou telluriques qui se développent de manière autonome dans 

l’environnement, indépendamment de l’Homme ou des animaux. Certaines de ces amibes 

peuvent parasiter l’Homme, induisant alors des pathologies souvent graves. 
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1.1.1.1. Classification 

 

La classification des amibes libres a été un processus complexe ayant évolué au cours 

du temps en fonction des avancées techniques, biologiques et moléculaires. La classification 

des amibes libres a d’abord été basée sur la morphologie des cellules observées uniquement 

en microscopie optique (Schaeffer, 1926). Par la suite, la division nucléaire a été prise en 

compte pour différencier les amibes et donc proposer de nouvelles classifications (Singh, 

1952). Ensuite, le mode de locomotion des amibes ainsi que le mouvement de leur cytoplasme 

ont été pris en compte. Cependant tous ces critères se sont avérés être limitants dans la 

distinction des espèces (Jahn and Bovee, 1965 ; Jahn et al., 1974). 

Dans les années 80, l’utilisation de la microscopie électronique a permis la mise en 

évidence d’ultrastructures et de particularités du cycle de vie des amibes. Ces nouvelles 

observations ont conduit à une meilleure description des amibes déjà connues ainsi qu’à celle 

de nouvelles amibes. En 1987, Page proposa une nouvelle classification se basant ces 

nouvelles observations : ultra-structurales, biologiques et physiologiques (Page, 1987). 

Depuis, le développement des outils de biologie moléculaire a permis une révision régulière 

de cette classification. 

Une classification des eucaryotes avec une hiérarchie simplifiée pour chaque rang a 

été publiée en 2005 par Adl (Adl et al., 2005). Elle a été révisée en 2012 (Adl et al., 2012) 

puis en 2015 (Cavalier-Smith et al., 2015). La Figure 1 présente la place des principaux 

genres amibiens à l’intérieur des eucaryotes. 
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Figure 1 : Classification des principaux genres d’amibes libres  

(Adl et al., 2012 ; Cavalier-Smith et al., 2015) 

 

D’autre part, avant 2011, le genre Hartmannella comprenait de nombreuses espèces 

telles que H. cantabrigensis, H. lobifera mais aussi H. vermiformis, fréquemment rencontrée 

dans l’environnement. Cependant, certains auteurs ont montré que cette dernière espèce 

n’était pas liée aux autres espèces du genre et ont donc permis sa reclassification dans un 

nouveau genre appelé Vermamoeba dont elle constitue la seule espèce sous le nom de  V. 

vermiformis (Smirnov et al., 2011). 

 

1.1.1.2. Morphologie 

 
Les amibes Acanthamoeba castellanii sont des cellules eucaryotes, organisées en 

structures complexes, comprenant de nombreux types de vacuoles (Bowers and Korn, 1968). 

On retrouve les organites habituels des cellules eucaryotes : un noyau, un appareil de Golgi, 

un réticulum endoplasmique et des mitochondries (Figure 2). On décrit en outre :  

- les acanthapodes permettant la locomotion grâce aux filaments d’actine 
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- les vacuoles contractiles, capables d’expulser l’eau en excès de l’amibe afin de réguler 

l’osmose 

- les vacuoles alimentaires ou vacuoles de phagocytose permettant la digestion 

- le cytoplasme composé de deux parties : l’ectoplasme représentant la couche 

superficielle de l’amibe et l’endoplasme qui en est la partie centrale 

 

 
Figure 2 : Schéma de la structure d'Acanthamoeba  

(Reverey et al., 2015) 

 
 Ces amibes sont retrouvées sous deux formes : une forme végétative appelée 

trophozoïte et une forme dormante ou forme kystique. Les trophozoïtes (Figure 3) mesurent 

entre 25 et 40 µm et sont biologiquement actifs. Ils ont la capacité de se déplacer par des 

mouvements amoeboïdes et d’adhérer à certains substrats (Bowers and Korn, 1968). 

 

Figure 3 : Trophozoïte d'A. castellanii en microscopie électronique à balayage  

(Collection personnelle) 
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 Les kystes (Figure 4) mesurent entre 13 et 20 µm et sont biologiquement inactifs. Ils 

représentent la forme de résistance des amibes lorsque les conditions de l’environnement 

deviennent défavorables pour les trophozoïtes. L’activité métabolique des formes kystiques 

est réduite, leur permettant une survie prolongée (Bowers and Korn, 1969). 

 

 

Figure 4 : Kystes matures d'Acanthamoeba spp. en microscopie électronique à balayage  

(Lorenzo-Morales et al., 2008) 

 

1.1.2. Ecologie 

 

Les Acanthamoeba sont présentes dans tous les types d’environnements, qu’ils soient 

naturels ou artificiels telles que des constructions humaines. 

 Ces amibes peuvent être mises en évidence dans le sol, les poussières, les eaux douces 

comme les lacs, les rivières mais aussi dans les eaux salées (Rivera et al., 1987 ; Rodríguez-

Zaragoza, 1994 ; Marciano-Cabral and Cabral, 2003). On les retrouve également dans l’air 

sous forme kystique permettant ainsi leur dissémination. En effet, Lawande a pu isoler 38 

souches d’amibes libres sur des géloses recouvertes d’Escherichia coli exposées à 

l’harmattan, un vent soufflant du nord vers le sud-ouest africain (Lawande, 1983). 
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Les Acanthamoebae sont également retrouvées dans des environnements artificiels 

créés par l’Homme. En effet, les conditions de température, d’humidité et de nourriture 

peuvent y être favorables à leur développement. De nombreuses études ont montré leur 

présence dans les réseaux d’alimentation en eau des villes, avec une part plus importante pour 

le genre Acanthamoeba (Jacquemin et al., 1981 ; Delafont et al., 2013). Il est également 

possible de les retrouver dans les tours aéro-réfrigérantes des centrales nucléaires, les 

systèmes de climatisation mais aussi les piscines chauffées ou les aquariums (Rivera et al., 

1993 ; Barbeau and Buhler, 2001).  

Ces amibes ont également été isolées dans des environnements liés à la santé humaine 

tels que les unités de soins dentaires et les réseaux d’eau des hôpitaux. Elles sont aussi 

régulièrement retrouvées à la surface de lentilles de contact (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 vie d’Acanthamoeba ne se déroule que sous deux 

formes : les kystes et les trophozoïtes (Figure 5). Contrairement à Naegleria fowleri, autre 

amibe libre, il n’existe pas de stade flagellé. Les trophozoïtes qui sont les formes 

biologiquement actives de l’amibe se multiplient par mitose. Ils représentent également les 

formes infectieuses de ces protozoaires, même si les kystes sont eux aussi capables de 

pénétrer dans le corps humain par voie nasale, oculaire ou cutanée. Certaines espèces du 

genre Acanthamoeba sont responsables de pathologies comme la kératite chez le sujet 
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immunocompétent ou l’encéphalite amibienne granulomateuse chez le sujet immunodéficient 

(https://www.cdc.gov/parasites/acanthamoeba/biology.html, consulté le 01/06/2016). 

 

 

Figure 5 : Cycle d’Acanthamoeba  

(https://www.cdc.gov/parasites/acanthamoeba/biology.html, consulté le 01/06/2016) 

 

 Les trophozoïtes sont majoritaires dans les conditions optimales de croissances (Khan, 

2009). L’enkystement se produit lorsque les conditions environnementales deviennent 

défavorables (Marciano-Cabral and Cabral, 2003) et s’accompagne de changements 

morphologiques et d’un ralentissement du cycle cellulaire.  

 

Figure 6 : Les différentes étapes d'enkystement d'A. castellanii  

(a) Trophozoïte (b) Jeune kyste (c) Kyste mature (Khunkitti et al., 1998) 
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L’enkystement se déroule en trois étapes (Figure 6) (Khunkitti et al., 1998): 

� Pré-enkystement : le trophozoïte perd sa mobilité, s’arrondit et son diamètre diminue. 

� Début de la synthèse de la paroi : la paroi externe appelée ectokyste est synthétisée 

puis c’est au tour de la paroi interne, l’endokyste. 

� Phase de dormance 

 

Les kystes, très résistants, peuvent rester viables pendant de nombreuses années 

(Sriram et al., 2008). Cette forme permet également une meilleure dissémination de l’amibe 

dans l’environnement. Lorsque les conditions environnementales redeviennent favorables, les 

amibes se désenkystent pour redevenir des trophozoïtes (Figure 7). La vacuole contractile 

redevient tout d’abord visible et se déplace vers la paroi, permettant ainsi au trophozoïte de se 

séparer de l’endokyste puis de la totalité de la paroi du kyste pour reprendre son cycle de 

division (Murti and Shukla, 1984). 

 

 

Figure 7 : Les différentes étapes du désenkystement d'A. castellanii  

(1) Kyste mature, (2 à 4) Phase de pré-émergence, (5 à 8) Emergence du trophozoïte, (9-10) 

Trophozoïte libre. (protist.i.hosei.ac.jp/PDB/Images/Sarcodina/acanth/03.html consulté le 05/06/2016) 
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1.1.3.2. Nutrition 

 

Les amibes du genre Acanthamoeba spp. utilisent deux processus de nutrition : la 

phagocytose et la pinocytose. Elles se nourrissent dans l’environnement de micro-organismes 

tels que des bactéries, des champignons ou des virus. Le principal mode de nutrition alors 

retrouvé est la phagocytose qui permet la capture et l’ingestion de particules solides, par 

l’extension de pseudopodes qui vont entourer la particule puis former un phagosome (Bowers, 

1977). 

La pinocytose permet l’internalisation de liquides organiques et d’éléments nutritifs 

(Bowers, 1977) et se fait par invagination de la membrane plasmique. Ce phénomène, 

permettant la culture des amibes libres dans un milieu nutritif axénique en absence de micro-

organismes, est utilisé en laboratoire pour le maintien des souches. 

 

1.1.4. Pathogénicité 

 

A. castellanii peut être responsable de pathologies humaines comme la kératite 

amibienne ou l’encéphalite granulomateuse amibienne (GAE). Des atteintes cutanées ont 

également été rapportées. 

La kératite amibienne est une inflammation de la cornée pouvant évoluer vers la cécité 

(Seal et al., 2003). Elle est généralement retrouvée chez les porteurs de lentilles de contact et 

associée au mauvais entretien de ces matériels. La pathologie peut également survenir après 

un contact avec de l’eau contaminée. L’infection est causée par les trophozoïtes d’A. 

castellanii qui se développent après avoir adhéré à l’épithélium cornéen. Les trophozoïtes 

pénètrent alors l’épithélium, provoquant une inflammation du nerf optique puis une nécrose. 

L’étape suivante est une invasion du stroma, détruisant ainsi les fibres de collagène et les 
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kératinocytes (Garner, 1993 ; Kim et al., 2006). La symptomatologie de la kératite amibienne 

associe un œil rouge et une douleur oculaire généralement accompagnée de photophobie. 

Cependant, ces symptômes ne sont pas spécifiques car semblables à ceux retrouvés lors de 

kératites bactériennes, fongiques ou virales. La mise en évidence des amibes est donc 

nécessaire pour établir le diagnostic. 

La GAE est une infection du système nerveux central mortelle dans environ 90 % des 

cas et touchant principalement les patients immunodéprimés (Marciano-Cabral and Cabral, 

2003 ; Schuster and Visvesvara, 2004). La contamination se fait par voies respiratoire, 

cutanée ou oculaire, les amibes se propageant ensuite jusqu’à l’encéphale en traversant la 

barrière hémato-encéphalique. Les principaux symptômes retrouvés sont une fièvre, des 

nausées, des vomissements accompagnés d’une raideur de nuque, de céphalées et de troubles 

du comportement. Après quelques semaines à quelques mois, la pathologie évolue vers le 

coma et la mort du patient. Le diagnostic de la GAE étant difficile, il se fait souvent lors d’un 

examen post-mortem, révélant des œdèmes et des zones nécrosées. 

Des atteintes cutanées ont été rapportées, à type de lésions nodulaires et d’ulcères, 

touchant principalement les immunodéprimés (Steinberg et al., 2002). Sans traitement, ces 

ulcères peuvent évoluer vers des plaques de nécrose. Les infections localisées peuvent 

également permettre l’entrée d’A. castellanii dans la circulation sanguine, provoquant des 

lésions à distance et des affections systémiques. 
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1.2. Les macrophages  

 

1.2.1. Généralités 

 

Le nom macrophage vient du grec makros = gros et phagein = manger. Les 

macrophages sont des cellules phagocytaires participant à l’immunité innée. Ils ont un rôle de 

défense non-spécifique. Leur fonction principale est de phagocyter les micro-organismes 

pathogènes mais aussi les débris cellulaires.   

   

 

Figure 8 : Schéma de la structure d’un macrophage  

(http://www.doctorc.net/Labs/Lab5/lab5.htm consulté le 10/06/2016) 

 

Les macrophages peuvent mesurer de 25 à 50 µm de diamètre. Ce sont des cellules 

eucaryotes organisées en structure complexe possédant de nombreuses vacuoles (endosomes, 

lysosomes, phagosomes, phagolysosomes…). Le noyau est excentré dans la cellule et peut 

être réniforme ou arrondi. L’appareil de Golgi est retrouvé à côté du noyau et le réticulum 

endoplasmique rugueux est dispersé dans le cytoplasme. On observe de nombreuses 

mitochondries et des lysosomes situés près de la membrane cytoplasmique, pouvant se lier 
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aux phagosomes, formant ainsi des phagolysosomes (Figure 8). Les macrophages sont 

également des cellules adhérentes qui peuvent se déplacer grâce au cytosquelette formé de 

microtubules et de filaments d’actine (Auger and Ross, 1992). 

 

1.2.2. Cycle réplicatif et mode d’action 

 

1.2.2.1. Cycle réplicatif 

 

Les macrophages sont formés au cours de l’hématopoïèse, comme toutes les cellules 

sanguines (leucocytes, érythrocytes, thrombocytes), et ont pour origine la moelle osseuse chez 

les mammifères adultes (van Furth, 1989).  

 L’hématopoïèse (Figure 9) commence dans la moelle osseuse par les cellules souches 

hématopoïétiques (CSH) qui vont donner naissance aux différentes cellules sanguines 

(Birbrair and Frenette, 2016). Les CSH vont ainsi se différencier en progéniteurs qui subiront 

trois processus de différenciation :  

- l’érythropoïèse, processus permettant la fabrication des globules rouges ou 

érythrocytes 

- la leucopoïèse, processus permettant la fabrication des globules blancs ou leucocytes 

(polynucléaires, monocytes/macophages et lymphocytes) 

- la thrombocytopoïèse, processus permettant la fabrication des plaquettes ou 

thrombocytes 

Il existe deux types de progéniteurs primitifs provenant des CSH : les progéniteurs 

communs myéloïdes (CMP) et les progéniteurs communs lymphoïdes (CLP). Ces 

progéniteurs primitifs se différencient ensuite en progéniteurs différenciés. Les CLP 

aboutissent aux progéniteurs des lymphocytes et des cellules dendritiques. Les CMP sont à 
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l’origine des progéniteurs communs granulocytaires monocytaires (GMP) ainsi qu’à celle des 

progéniteurs communs mégacaryocytaires érythroblastiques (MEP). Les MEP sont les 

progéniteurs de l’érythropoïèse et de la thrombopoïèse. Les GMP sont les progéniteurs de la 

leucopoïèse qui nous intéresse ici. Les progéniteurs différenciés produisent ensuite des 

progéniteurs tardifs qui évolueront vers des précurseurs, premières cellules 

morphologiquement identifiables pour chaque lignée cellulaire (Fernández and de Alarcón, 

2013 ; http://www.hematocell.fr/index.php/enseignement-de-lhematologie-cellulaire consulté 

le 10/11/2016). 

 

 

Figure 9 : Schéma de l'hématopoïèse  

(http://www.hematocell.fr/index.php/enseignement-de-lhematologie-cellulaire consulté le 10/11/2016) 

 
Pour la lignée monocytaire, le progéniteur tardif est de type CFU-GM (Colony 

Forming Unit of Granulocyte - Macrophages), il aboutit aux monoblastes, précurseurs de la 

lignée, en présence de GM-CSF (Granulocyte Macrophage-colony stimulating factor), de M-

CSF (Macrophage-colony stimulating factor) ainsi que d’IL-3 (Interleukine 3) et d’IL-6 

(Interleukine 6) (Auger and Ross, 1992). Le monoblaste évolue ensuite vers les promonocytes 
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qui se diviseront pour donner des monocytes qui quitteront alors la moelle osseuse pour entrer 

dans la circulation sanguine, où ils circuleront pendant 1 à 3 jours avant de migrer dans les 

organes où ils se différencieront en macrophages (Bosque et al., 1997). 

La dispersion des monocytes à travers l’organisme se déroule au hasard, de façon 

continue. Lors d’une infection ou d’un traumatisme, un afflux en monocytes est dû à 

l’expression accrue des adhésines à la surface des cellules endothéliales des vaisseaux (Auger 

and Ross, 1992). Les monocytes se différencient en macrophages lors de l’infiltration dans les 

différents organes et, suivant le tissu dans lequel ils se situent, ils prennent différents noms et 

morphologies (Figure 10). On les retrouve dans le foie (cellules de Kupffer), dans la rate, les 

tissus lymphoïdes, les poumons (macrophages alvéolaires), les os (ostéoclastes), les tissus 

conjonctifs (chrondroclastes), le système nerveux central (microglie)… (Bosque et al., 1997 ; 

Rickard and Young, 2009).  

 

Figure 10 : Développement et différenciation des macrophages  

(Rickard and Young, 2009) 
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Les monocytes en tant que réservoir réactif et les macrophages en tant qu’effecteurs 

immédiats sont des acteurss-clés de l’inflammation et sont essentiels à la défense innée vis-à-

vis des différents pathogènes. Ces cellules constituent ainsi la première ligne de défense de 

l’organisme contre les infections et font le lien avec l’immunité adaptative. 

 

1.2.2.2. Activation des macrophages 

 

L’inflammation lors des infections entraîne l’activation des macrophages résidents, 

augmentant la production de cytokines, de chemokines ainsi que le recrutement de 

monocytes. On distingue l’activation des macrophages M1 qui est une activation dite 

classique et l’activation des macrophages M2 qui est une activation dite alternative. 

 

 

Figure 11 : Activation des macrophages  

(a) Activation classique par les cytokines de type Th1 et les produits microbiens tel que le 

LPS (b) Activation alternative des macrophages par les cytokines de type Th2 (Chawla, 2010) 

 

Les macrophages M1 sont induits par les cytokines Th1, IFN-γ et TNF-α alors que les 

macrophages M2 sont induits par les cytokines Th2, IL-4 et IL-13 (Gordon, 2003; Mosser, 

2003; Gordon, 2008). L’activation des différents macrophages varie en fonction du micro-
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environnement dans lequel ils se trouvent ainsi que des récepteurs exprimés à leur surface 

(Figure 11). 

 

1.2.2.2.1. Activation classique 

 

L’activation classique des macrophages M1 est une différenciation induite par l’IFN-γ, 

associée à un stimulus microbien comme le lipopolysaccharide ou des cytokines comme le 

TNF-α (Mosser, 2003 ; Martinez et al., 2006). 

L’interaction entre les pathogènes et les senseurs cellulaires, les PRR (Pattern 

Recognition Receptors) entraîne la production de chimiokines par les macrophages. Cette 

production permet le recrutement des cellules de l’immunité innée comme les cellules natural 

killer (NK) produisant de l’IFN-γ. L’IFN-γ active les macrophages qui vont alors produire de 

l’IL-12 qui est un signal fort pour obtenir une réponse Th1. Ces cellules Th-1 vont à leur tour 

produire de l’IFN-γ, dont la production atteint ainsi un niveau plus élevé permettant alors une 

activation classique des macrophages, totale et de manière plus durable. Il s’agit ici d’une 

activation des macrophages lors d’une réponse immune à médiation cellulaire. L’activation 

des macrophages M1 va donc favoriser la phagocytose des pathogènes grâce aux 

immunoglobulines et au complément. En effet, la présence de l’IFN-γ augmente l’expression 

des TLR (Toll-Like Receptors) et des FcR (Récepteurs de la partie Fc des immunoglobulines) 

à la surface des macrophages, facilitant de ce fait les interactions avec les pathogènes 

(Schroder et al., 2006 ; Mantovani et al., 2007). 

 L’activation de cette voie permet la production de réactifs intermédiaires de l’oxygène 

et de l’azote, induisant une activité microbicide efficace. Cette activité est associée à la 

présentation de l’antigène par les molécules du complexe d’histocompatibilté de classe II 

(CHM II) dont l’expression est augmentée par l’IFN-γ.  
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L’activation des macrophages M1 permet la résistance contre les pathogènes 

intracellulaires comme certaines bactéries ou les virus et 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 autrement que de la manière 

classique comme les macrophages M1. L’utilisation du terme M2 est justifiée par des 

propriétés fonctionnelles similaires (comme un faible taux d’IL-12), leur implication dans 

l’immunorégulation ou encore le remodelage des tissus. Cependant, il existe trois formes de 

macrophages M2 bien définies : 

- M2a (a pour alternative) induite par l’IL-4 et l’IL-13 

- M2b induite par des complexes immuns et des agonistes de TLR 

- M2c induite par l’IL-10 et par des hormones glucocorticoïdes (Mantovani et al., 

2004). 

Les macrophages activés diffèrent au niveau de leurs récepteurs, de la production des 

cytokines mais aussi de leurs fonctions effectrices. Les macrophages M2 possèdent un grand 

nombre de récepteurs non opsoniques comme le récepteur au mannose. De plus, la voie de 

l’arginase prédomine dans les macrophages M2a et M2c, entraînant la production d’ornithine 

et de polyamines, ce qui n’est pas le cas pour les macrophages M2b. L’IL-10 qui induit les 

macrophages M2c inhibe l’expression de TLR4 et donc la voie de signalisation MyD88 

contrairement à l’IFN-γ qui permet l’activation des macrophages M1 (Bosisio et al., 2002 ; 

Mosser, 2003).  

La production de cytokines est différente en fonction de la polymérisation des 

macrophages. Les macrophages M2 ont un phénotype IL-12 faible et IL-10 haut permettant 
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l’expression du CMH II ainsi que la production de NO (Nitric Oxyde) (Gordon, 2003 ; 

Verreck et al., 2004). Les macrophages M2 produisent peu de cytokines pro-inflammatoires 

comme l’IL-1, le TNF ou encore l’IL-6. Cependant, les macrophages M2b sont une exception 

car ils conservent une production élevée de cytokines inflammatoires tout en favorisant la 

différenciation des Th2 et la production d’anticorps (Mosser and Karp, 1999 ; Mosser, 2003). 

 L’activation alternative est définie comme une réponse aux interleukines IL-4 et IL-

13. Ces molécules sont produites par les cellules de l’immunité innée telles que les 

polynucléaires éosinophiles ou basophiles, mais aussi par les cellules de l’immunité 

adaptative comme les lymphocytes Th2 (Gordon, 2003). Les macrophages M2 ajustent la 

réponse inflammatoire et l’immunité adaptative, éliminent les débris et favorisent 

l’angiogenèse ainsi que le remodelage et la réparation tissulaires. De plus, les variations de 

phénotype accentuent ces propriétés. L’intégration et la promotion des réponses de type II 

prédominent chez les macrophage M2a alors que la suppression et la régulation de 

l’inflammation et de l’immunité prédominent chez les macrophages M2b (Mantovani et al., 

2004). 

 
1.2.2.3. Mode d’action  

 

Les macrophages détruisent les corps étrangers comme les pathogènes et informent 

également le système immunitaire. Ceci se fait en quatre étapes : l’infiltration dans les tissus, 

la captation des particules étrangères, l’information du système immunitaire et enfin la 

régulation du système immunitaire (Degos, 1987). Les macrophages se retrouvent donc dans 

presque tous les tissus et exercent de nombreuses fonctions comme la défense de l’hôte, 

l’élimination des débris cellulaires, mais aussi le remodelage des tissus ainsi que la régulation 

de la réponse inflammatoire (Chawla, 2010) (Figure 12). 
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Figure 12 : Hétérogénéité fonctionnelle des macrophages  

(Chawla, 2010) 

  

Les macrophages captent par phagocytose des particules étrangères telles que les 

micro-organismes pathogènes. Ils phagocytent les micro-organismes en les digérant grâce aux 

peroxydases et aux estérases (Hume et al., 2002 ; Lee et al., 2003). Cette étape sera 

développée dans le paragraphe 3.2. La digestion n’est pas complète car les macrophages 

présentent les antigènes aux lymphocytes T, permettant l’information du système immunitaire 

en cas d’infection. La présentation des antigènes se fait de trois manières : 

- présentation de l’antigène exogène grâce aux molécules du CMH II aux lymphocytes 

T CD4+ 

- présentation de l’antigène endogène grâce aux molécules du CMH I aux lymphocytes 

T CD8+ 

- expression de molécules de co-stimulation permettant à la réponse des lymphocytes T 

de s’amplifier. Parmi ces molécules, on trouve des médiateurs de la réponse inflammatoire 

comme l’IL-1 ou les interférons, des molécules de co-stimulation comme les CD40, CD80, 
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mais aussi des cytokines permettant la modulation de fonctions effectrices comme l’IL-4 ou 

l’IL-12 (Medzhitov and Janeway, 1997). 

Un des rôles des macrophages est de phagocyter d’autres cellules ainsi que des tissus 

endommagés. Cette fonction permet en outre la cicatrisation des plaies. Pour cela, les 

macrophages sont stimulés par la faible teneur en oxygène dans l’environnement, leur 

permettant de produire des facteurs induisant et accélérant l’angiogenèse. Ils permettent 

également la création de tissu cicatriciel. Les macrophages sécrètent ensuite des facteurs de 

croissance ainsi que des cytokines impliquées dans la prolifération des cellules épithéliales 

(Mercandetti and Cohen, 2005 ; De la Torre and Sholar, 2006 ; Rosenberg and De la Torre, 

2008). 

La résorption osseuse est un autre rôle des macrophages et plus particulièrement des 

ostéoclastes qui sont les macrophages résidents du tissu osseux. La résorption osseuse est le 

mécanisme par lequel les ostéoclastes décomposent le tissu des os, libérant ainsi les minéraux 

et entrainant un transfert de calcium de l’os vers le sang (Teitelbaum, 2000). Pour cela, 

l’ostéoclaste se fixe sur l’ostéone puis sécrète de la collagénase ainsi que d’autres enzymes. 

Par la suite de fortes quantités de calcium, de magnésium, de phosphate ainsi que des produits 

de collagène sont libérés dans le milieu extracellulaire au fur et à mesure que les ostéoclastes 

avancent, formant un tunnel dans l’os. Les ostéoclastes ont un rôle majeur lors de certains 

troubles rhumatologiques (Mensah et al., 2008). Les récepteurs au calcium dans la 

parathyroïde en contrôlent la concentration sanguine. Une faible concentration de calcium 

stimule la libération de la PTH (Hormone ParaThyroïdienne), qui va alors augmenter le 

nombre et l’activité des ostéoclastes (Teitelbaum, 2000). 
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2. Les micro-organismes étudiés 

 

2.1. Les bactéries 

 

2.1.1. Klebsiella pneumoniae 

 

2.1.1.1. Généralités 

 

Le genre bactérien Klebsiella a été nommé ainsi en l’honneur des travaux du microbiologiste 

Edwin Klebs en 1877. 

 

2.1.1.1.1. Classification 

 

La classification du genre bactérien Klebsiella a évolué au cours du temps. L’espèce 

Klebsiella pneumoniae auparavant appelée bacille de Friedlander est constituée de trois sous-

espèces : K. pneumoniae ssp. pneumoniae, ozaenae et rhinoscleromatis. Les organismes 

pathogènes pour l’Homme sont présentés dans la figure 13.  

Les espèces K. planticola, K. terrigena et K. ornithinolytica étaient classées dans le 

genre Klebsiella mais font maintenant partie du genre Raoultella (Drancourt et al., 2001). De 

plus, K. trevisanii n’est plus reconnue car considérée comme un synonyme de Raoultella 

planticola. 
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Figure 13 : Classification du genre Klebsiella pathogène pour l’Homme  

(Euzéby, 1997) 

 

2.1.1.1.2. Morphologie 

 

Les bactéries du genre Klebsiella sont des bacilles à Gram négatif, immobiles et 

souvent encapsulés (Figure 14). Ce sont des bactéries anaérobies facultatives dont la taille 

varie de 0,3 à 1 µm de largeur et de 0,6 à 6 µm de longueur, formant souvent des colonies 

mucoïdes (Abbott, 2011). Le genre comprend 77 antigènes capsulaires appelés antigènes K, 

soit K1 à K72, K74, K79 à K82, donnant ainsi naissance à différents sérogroupes. Les espèces 

K. pneumoniae et K. oxytoca se répartissent dans un grand nombre de sérogroupes de par leur 

hétérogénéité capsulaire. 
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Figure 14 :  Klebsiella pneumoniae en (A) microscopie électronique à balayage (klebsiella-

pneumoniae.org consulté le 30/08/216) (B) coloration de Gram 

(http://www.easynotecards.com/print_list/7661?fs=0&dis=1&pi=on consulté le 30/08/2016) 

 

2.1.1.2. Ecologie 

 

K. pneumoniae est une espèce ubiquitaire. On la retrouve dans des environnements 

naturels comme les sols, les eaux de surface et les végétaux ainsi que dans des 

environnements artificiels tels que les réseaux d’eau et plus principalement les eaux usées. On 

la retrouve également aussi dans la flore commensale de l’Homme et des animaux (Bagley et 

al., 1978 ; Cooke et al., 1979). 

Elle colonise les individus au niveau des muqueuses digestives mais aussi 

nasopharyngées. Cependant, la colonisation augmente très fortement chez les patients 

hospitalisés (Haverkorn and Michel, 1979 ; Joly and Reynaud, 2003). K. pneumoniae est une 

espèce que l’on peut retrouver sur les mains du personnel et sur différents objets présents dans 

les services hospitaliers. 
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2.1.1.3. Pathogénicité 

 

2.1.1.3.1. Facteurs de pathogénicité 

 

Le terme pathogénicité définit la capacité de la bactérie à causer une maladie alors que 

la virulence est la mesure ou le degré de pathogénicité (Podschun and Ullmann, 1992). Cinq 

types de facteurs de pathogénicité ont fait l’objet d’études : les antigènes de surface, les 

adhésines, les sidérophores, l’ilot de pathogénicité et enfin l’élément d’intégration et de 

conjugaison (Figure 15). 

 

Figure 15 : Représentation des facteurs de pathogénicité de K. pneumoniae  

(Podschun et al., 1998) 

 
� Antigènes de surface : il existe deux types d’antigènes exprimés à la surface de 

la bactérie. Le premier est l’antigène O, composant du lipopolysaccharide (LPS) et le second 

l’antigène capsulaire K (Williams et al., 1983).  

o Le LPS est composé de deux parties : une partie lipidique (lipide A) et 

une partie oligosaccharidique (polysaccharide central et chaine latérale O). Il contribue 

à l’intégrité structurelle de la cellule. Il joue également un rôle dans l’adhérence aux 

surfaces (formation de biofilms) ainsi que dans l’interaction avec différentes cellules 

hôtes dont les amibes libres (Shevchuk et al., 2011). Le LPS se lie aux récepteurs 
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TLR4 déclenchant ainsi la cascade de la réponse inflammatoire (Friedman, 2002). Il a 

également été montré que la présence de LPS de haut poids moléculaire permet 

l’inhibition de la fusion phagosome-lysosome (Jamilloux et al., 2012).  

o La capsule est de nature polysaccharidique (Hennequin and Forestier, 

2007). Elle est essentielle à la virulence des bactéries en formant un épais faisceau de 

structure fibrillaire protégeant la bactérie de la phagocytose et de l’effet bactéricide de 

facteurs sériques (Highsmith and Jarvis, 1985 ; Simoons-Smit et al., 1986 ; Cryz et al., 

1990). Cependant, il existe des différences de virulence importantes en fonction des 

sérotypes capsulaires, corrélées avec le contenu en mannose de la capsule (Podschun 

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

 

� Adhésines : ces molécules jouent un rôle essentiel dans la première étape du 

processus infectieux. L’adhérence se fait principalement par les pili  ou fimbriae qui sont des 

structures protéiques non flagellaires et filamenteuses. Les plus rencontrés chez K. 

pneumoniae sont les pili  de type 1 et 3 (Podschun et al., 1998). Les pili  de type 1 ont la plus 

grande capacité d’adhérence par liaison aux résidus mannose (Schembri et al., 2005). Ils sont 

impliqués dans la colonisation des tractus respiratoire et urinaire (Struve et al., 2008), mais 

favorisent la phagocytose. Les pili  de type 3 permettent la liaison à la membrane basale des 

tissus humains, cependant leur rôle en tant que facteurs de virulence reste hypothétique (van 

Aartsen et al., 2012). 

 

� Sidérophores : ils permettent la captation du fer environnant, essentiel à la 

croissance et à la réplication des bactéries. Dans les cellules hôtes, le fer n’est pas libre mais 

associé à des glycoprotéines comme la lactoferrine d’où la nécessité d’un système avec une 

forte affinité pour le fer afin d’entrer en compétition avec ces glycoprotéines. Les 
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sidérophores sont des chélateurs de bas poids moléculaire se liant au fer Fe3+ en dehors de la 

cellule, formant ainsi des complexes permettant l’internalisation cellulaire du fer. Il en existe 

trois types : les entérobactines qui sont les plus souvent rencontrées, les aérobactines 

présentes dans une faible proportion de souches possédant une affinité plus faible pour le fer 

(Nassif and Sansonetti, 1986) et les yersiniabactines (Lawlor et al., 2007). 

 

� Ilot de pathogénicité : il s’agit d’un grand fragment d’ADN chromosomique 

(35 à 45 kb) qui porte les gènes de virulence. La présence de cet îlot dans le genre Klebsiella 

serait due à un transfert horizontal à partir du chromosome de Yersina chez qui il a d’abord 

été décrit (Koczura and Kaznowski, 2003).  

 

� Eléments d’intégration et de conjugaison (ICE) : ils sont associés aux îlots de 

pathogénicité. Ils contiennent des clusters de gènes associés à la virulence et sont reliés au 

caractère pathogène d’une souche bactérienne (Lin et al., 2008). 

 

2.1.1.3.2. Pathogénicité 

 

Les bactéries du genre Klebsiella sont des pathogènes opportunistes qui peuvent être 

transmises par contact cutané avec des objets, des surfaces ou du matériel contaminés 

(Podschun and Ullmann, 1998 ; Janda and Abbott, 2006). Elles peuvent également être 

transmises d’une personne à une autre.  

Ces bactéries, particulièrement redoutables chez les immunodéprimés, sont à l’origine 

de pneumonies nosocomiales, de septicémies, d’infections urinaires, d’infections de plaies 

mais aussi de septicémies néonatales (Bennet et al., 1985 ; Janda and Abbott, 2006).  
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K. pneumoniae est une cause importante de pneumopathies et d’abcès pulmonaires 

d’origine communautaire ou nosocomiale. Sa localisation la plus fréquente se situe au niveau 

des lobes supérieurs. Les symptômes les plus courants en sont la fièvre, les frissons, et il est 

possible de retrouver des crachats de type “gelée de groseille” (expectoration gélatineuse de 

teinte rose). Des complications peuvent survenir, comme une évolution de l’infection en 

nécrose de l’ensemble du lobe pulmonaire (Janda and Abbott, 2006). 

K. pneumoniae est également responsable de méningites et d’abcès cérébraux 

entraînant céphalées, fièvre, altération de l’état de conscience, crises convulsives avec choc 

septique. 

Cette bactérie est également un agent important d’abcès pyogènes du foie intéressant 

surtout le lobe droit. On note alors de la fièvre, des douleurs abdominales prédominant au 

niveau du quadrant supérieur droit, des nausées, des vomissements, ainsi qu’une diarrhée 

(Peng et al., 1991). 

 

2.1.1.3.3. Epidémiologie 

 

Les bactéries du genre Klebsiella sont cosmopolites et causent principalement des 

infections nosocomiales. Les espèces du genre Klebsiella sont endémiques dans les services 

de néonatologie. Les hommes adultes sont plus vulnérables aux infections par Klebsiella que 

les femmes (Janda and Abbott, 2006). Ces bactéries peuvent persister plusieurs mois chez les 

nouveau-nés mais seulement quelques jours à quelques semaines chez l’adulte. 

Le risque d’infection à Klebsiella augmente avec la durée du séjour à l’hôpital, et 

l’utilisation inappropriée d’antibiotiques a conduit à l’apparition de bêta-lactamases à large 

spectre (Janda and Abbott, 2006 ; Podschun and Ullmann, 1998).  
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K.  pneumoniae est l’espèce la plus pathogène pour l’Homme et les infections dont 

elle est responsable sont associées à une morbidité et mortalité importantes (Podschun and 

Ullmann, 1998). Les espèces du genre Klebsiella sont responsables de 16 à 43 % des 

infections du système nerveux central. Il est à noter que les souches de K. pneumoniae 

présentes dans l’environnement sont aussi virulentes que les souches cliniques (Podschun et 

al., 2001). 

 

2.1.2. Staphylococcus aureus 

 

2.1.2.1. Généralités 

 

Des cocci mis en évidence dans les années 1870 dans des pus et des abcès ont été tout 

d’abord dénommés Coccobacteria septicum par Billroth en 1874. L’espèce Staphyloccocus 

aureus a été décrite en 1884 par Rosenbach et nommée ainsi à cause de sa pigmentation en 

culture (Hill, 1981 ; Licitra, 2013). 

 

2.1.2.1.1. Classification 

 

Les genres Staphylococcus, Micrococcus et Neisseria ont été séparés en 1925 grâce à 

l’apparition progressive des tests biochimiques d’identification comme la capacité 

d’utilisation du mannitol ou du glucose. Les techniques génomiques, introduites dans les 

années 1970, ont permis de préciser les classifications, entraînant des modifications, amenant 

à la taxonomie actuelle. Le genre Staphylococcus a donc été définitivement différencié des 

Micrococcus en étudiant l’ADN et son contenu en guanine et cytosine, faible pour les 

Staphylococcus (30 à 38%) et élevé pour les Micrococcus (65 à 75%) (Hill, 1981 ; Bes and 
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Brun, 2002). Les principales bactéries du genre Staphylococcus retrouvées chez l’Homme 

sont représentées dans la figure 16.  

 

 

Figure 16 : Classification du genre Staphylococcus  

(Bes and Brun, 2002) 

 

 Grâce à l’analyse du gène 16S, le genre Staphylococcus est classé dans la famille des 

Staphylococcaceae tout comme les bactéries du genre Gemella, Macrococcus, Jeotgalicoccus 

ainsi que Salinococcus. Le genre Staphylococcus est composé de 47 espèces dont 17 peuvent 

être retrouvées chez l’Homme (Bes and Brun, 2002). 

 

2.1.2.1.2. Morphologie 

 

Les Staphylococcus sont des bactéries en forme de coque à coloration de Gram positif 

et généralement regroupées en amas ou en grappes. Elles ont un diamètre d’environ 1 µm, 

sont immobiles et ne produisent pas de spores (Figure 17). Ce sont des bactéries aérobies 

facultative, mésophiles, pouvant croître à des températures comprises entre 10 et 42 °C avec 
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un optimum à 37 °C. S. aureus se distingue des autres espèces par la production d’un pigment 

doré. 

 

 

Figure 17 : Staphylococcus aureus en (A) microscopie électronique à balayage 

(https://www.koshland-science-museum.org/sites/all/exhibits/exhib_infectious/ antibiotics_02.jsp consulté le 

25/08/2016) (B) coloration de Gram (https://microbitos.wordpress.com/2011/08/03/staphylococcus-

aureus-epidermidis-saprophyticus/ consulté le 25/08/2016) 

  

2.1.2.2. Ecologie 

 

Les Staphylococcus sont des bactéries ubiquitaires, que l’on peut retrouver dans de 

nombreux sites de l’environnement comme l’eau ou les sols, mais aussi de manière 

commensale chez l’Homme. La bactérie colonise la peau, le tube digestif ainsi que la région 

périnéale des nouveau-nés.  

De plus, l’Homme peut être porteur sain de la bactérie au niveau des cavités nasales, 

avec une fréquence de 15 % à 30 % de porteurs en fonction des pays (Sivaraman et al., 2009 ; 

Best et al., 2011). Ces porteurs sains servent alors de réservoirs pour la bactérie, permettant 

ainsi sa dissémination dans la population. Les personnes immunodéprimées ainsi que les 

personnes toxicomanes par voie intraveineuse semblent présenter un portage de la bactérie au 

niveau des cavités nasales plus important que le reste de la population (Sivaraman et al., 

2009). 

A B
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Les différents facteurs de risque d’infections à S. aureus sont le sexe (les hommes 

étant plus touchés que les femmes), l’âge, l’éthylisme, le diabète, mais aussi la présence d’une 

insuffisance rénale ou d’une pathologie pulmonaire. S. aureus peut être retrouvé sur la peau et 

disséminé par aérosol à partir du rhinopharynx. De plus, la bactérie peut être retrouvée sur les 

vêtements ainsi que dans les poussières permettant ainsi une transmission indirecte (Wertheim 

et al., 2005). 

 

2.1.2.3. Pathogénicité 

 

2.1.2.3.1. Facteurs de virulence 

 

Les infections à S. aureus sont dues à une succession d’étapes où la bactérie va mettre 

en œuvre des facteurs de virulence ainsi que des systèmes d’évitement des défenses de l’hôte 

(Caby et al., 2009). 

 

� Les protéines de surface : Les protéines de surface sont nombreuses et jouent 

un rôle initial dans l’infection à S. aureus. Elles possèdent une séquence signal sécrétrice, une 

partie dans le cytoplasme composée d’acides aminés chargés positivement, un domaine 

hydrophobe qui se trouve dans la membrane et enfin une zone d’ancrage dans la paroi 

cellulaire (Lowy, 1998).  

Certaines de ces protéines possèdent un domaine de liaison, leur permettant d’avoir 

des propriétés d’adhésine. La protéine A peut se lier à la partie Fc des immunoglobulines, ce 

qui lui confère des propriétés antiphagocytaires. Cette fixation crée une interférence entre la 

phagocytose et l’opsonisation rendant moins efficace l’action du système immunitaire 

(Flandrois, 1997). Les protéines MSCRAMM (Microbial Surface Components Reconizing 
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Adhesive Matrix Molecules) sont caractérisées par leur capacité à se lier à des éléments de la 

matrice extracellulaire comme la fibronectine, et jouent un rôle dans la capacité d’invasion 

des tissus de l’hôte par S. aureus, permettant la colonisation sans lésion préalable (Flandrois, 

1997). 

 

� Les protéines sécrétées : De nombreuses molécules sont produites par les 

staphylocoques et sont regroupées en fonction de leur mécanisme d’action. On retrouve des 

cytotoxines, des toxines et des enzymes. 

o Les cytotoxines : elles permettent la formation de pores ainsi que des 

modifications pro-inflammatoires dans la cellule. Ces modifications engendrent des 

dommages cellulaires et participent à l’infection microbienne (Lowy, 1998). 

o Les toxines : elles possèdent une action cytolytique détruisant des 

cellules immunitaires de l’hôte. On décrit une fixation aux cellules cibles, ce qui 

provoque la formation de canaux membranaires permettant l’échange d’ions. La fuite 

osmotique du contenu cellulaire, et plus particulièrement de l’ATP provoque 

l’apoptose cellulaire et favorise la dissémination bactérienne dans l’hôte (Bantel et al., 

2001). Les toxines les plus connues sont : 

- Les entérotoxines, responsables d’intoxications alimentaires et de chocs toxiques, 

se lient aux protéines du CMH II, ainsi qu’au TCR (T Cell Receptor) des 

lymphocytes T. Cette interaction entraîne une forte production de cytokines et de 

médiateurs de l’inflammation, responsables de la symptomatologie (Flandrois, 

1997 ; Vincenot et al., 2008). 

- La TSST-1 (toxine du syndrome du choc toxique 1) responsable du choc toxique 

staphylococcique (Flandrois, 1997). 



 

42 

- Les toxines exfoliatives responsables d’érythèmes et de décollements de la peau 

par fixation à des protéines cutanées intracellulaires (Flandrois, 1997; Vincenot et 

al., 2008). 

o Les enzymes : de nombreuses enzymes sont produites par S. aureus. 

Elles sont responsables de la destruction des tissus de l’hôte et permettent aux 

bactéries de disséminer dans les tissus mais leur rôle dans la pathogénicité n’est pas 

clairement défini. Parmi ces enzymes, on peut retrouver : 

- la béta-lactamase qui se trouve dans la membrane cytoplasmique. Elle permet 

l’inactivation de la pénicilline, entraînant la résistance des bactéries à cet 

antibiotique et à ses dérivés ainsi qu’aux céphalosporines (Lowy, 1998). 

- la coagulase qui se fixe à la prothrombine, formant un complexe appelé 

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

caillot qui permet une protection de S. aureus contre la phagocytose (Lowy, 1998). 

 

Les protéines de surface sont synthétisées lors de la phase exponentielle de croissance 

et sont sécrétées lors de la phase stationnaire. Ces différents facteurs de virulence sont régulés 

principalement par le système agr (accessory gene regulator) qui permet la répression de la 

transcription de protéines de la membrane cellulaire (coagulase, protéine A) mais aussi 

l’activation de la transcription de différentes exoprotéines (hémolysine, TSST-1).  Ce système 

permet, en fonction de la densité bactérienne, d’hyper-réguler 104 gènes et d’hypo-réguler 34 

autres. Lorsque la densité bactérienne est faible, le système agr n’est pas activé, entraînant 

majoritairement la synthèse des protéines d’adhérence alors que la forte densité bactérienne 

active le système agr permettant principalement la synthèse d’enzymes et d’hémolysines 

(Lowy, 1998 ; Dunman et al., 2001 ; Bronner et al., 2004). 
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2.1.2.3.2. Pathogénicité 

 

Il existe deux types d’infection à S. aureus : les IAH (infections acquises en milieu 

hospitalier) qui touchent principalement les personnes âgées et les IAC (infections acquises 

communautaires) impliquant principalement les enfants et les adolescents (Maltezou and 

Giamarellou, 2006).  

On retrouve deux types de syndromes : les toxémies staphylococciques (dues aux 

toxines produites lors d’une infection ou présentes dans les aliments ingérés) et les infections 

suppuratives (dues à une invasion des tissus, par la rupture des barrières physiologiques, puis 

une multiplication de la bactérie suivie d’une destruction des tissus) (Lowy, 1998 ; Batard et 

al., 2007). 

 

� Les infections suppuratives : ce sont des infections locales ou locorégionales, 

au niveau cutané, sous-cutané ou au niveau des muqueuses. Elles déterminent, entre autres, 

des panaris, des abcès ou des furoncles. Les plaies, quelle que soit leur origine, le diabète, les 

traitements immunosuppresseurs ainsi que les déficits immunitaires favorisent ces infections à 

partir d’une simple colonisation. S. aureus est également responsable d’infections ORL 

comme des otites, des sinusites ou des angines (Flandrois, 1997). Des infections profondes 

peuvent compliquer les infections superficielles, pouvant entraîner des septicémies, 

responsables d’abcès bulleux, d’ostéomyélites, d’endocardites ou d’abcès cérébraux 

(Vincenot et al., 2008). 

 

� Les toxémies : S. aureus est responsable d’intoxications alimentaires après 

l’ingestion de toxines présentes dans des aliments contaminés (viande, produits laitiers). Elles 

provoquent la synthèse d’acide arachidonique qui agit au niveau gastro-intestinal, entraînant 
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diarrhée et vomissements (Vincenot et al., 2008). Les toxines peuvent également être 

responsables d’entérocolites qui surviennent lors d’une antibiothérapie, responsables de fièvre 

et de diarrhée sanglante (http://cnr-staphylocoques.univ-lyon1.fr/webapp/website/ 

website.html?id=2021394&pageId=129389 consulté le 05/09/2016). Les autres infections 

causées par les toxines sont le syndrome de choc toxique staphylococcique, dû à la toxine 

TSST-1 (fièvre, hypotension, diarrhée, vomissements, myalgies…), des toxémies cutanées ou 

encore des pneumopathies nécrosantes (http://cnr-staphylocoques.univ-lyon1.fr/webapp/ 

website/website.html?id=2021394&pageId=129389 consulté le 05/09/2016). 

 

2.1.2.3.3. Epidémiologie 

 

Les infections à S. aureus ont augmenté au cours des dernières années dans le monde 

entier. En 2003, la bactérie a été responsable de 400 000 hospitalisations aux Etats-Unis dont 

19 000 décès.  S. aureus est la principale cause d’endocardites (30 %), et est responsable d’un 

nombre croissant de bactériémies dans les hôpitaux (Boucher and Corey, 2008). 

 Après une étape de colonisation, 20 % des individus sains deviennent porteurs 

chroniques de la bactérie et 30 à 50 % seront porteurs intermittents. Les porteurs chroniques 

sont colonisés par une seule souche présente en forte quantité alors que les porteurs 

intermittents sont colonisés par différentes souches au fil du temps, et en quantité plus faible 

(Wertheim et al., 2005). 
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2.2. Les champignons : Aspergillus fumigatus 

 

2.2.1. Généralités 

 

Micheli, en 1729, a donné le nom d’Aspergillus à ces champignons en référence à leur 

forme, ressemblant au goupillon (Aspergillum en latin) utilisé lors des messes pour la 

bénédiction. Aspergillus fumigatus a été décrit pour la première fois en 1896 par le botaniste 

Fresenius. 

 

2.2.1.1. Classification 

 

La première classification du genre Apergillus a été proposée en 1926 par Thorn et 

Church, regroupant alors 69 espèces (Thom and Church, 1926). De nombreuses 

classifications sont ensuite apparues, jusqu’à celle proposée par Pitt et toujours utilisée de nos 

jours (Pitt, 1994). Elle tient compte de la nomenclature publiée en 1965 par Raper et Fennell, 

mais aussi de la division du genre en sous-groupes proposée par Gams en 1985 (Figure 18) 

(Raper and Fennell, 1965 ; Gams et al., 1985). 

Les champignons sont classés en fonction de leur mode de reproduction sexuée ou 

asexuée. Une partie des espèces du genre Aspergillus est connue pour avoir une reproduction 

sexuée et est donc classée dans l’embranchement des Ascomycètes et l’autre partie, sans 

reproduction sexuée connue, est classée dans l’embranchement des Deutéromycètes. A. 

fumigatus appartient aux Ascomycètes car son mode de reproduction sexuée est connu depuis 

2008 (O’Gorman et al., 2009). 

A. fumigatus est l’espèce la plus fréquemment pathogène chez l’Homme et les oiseaux. 

D’autres champignons du genre Aspergillus comme A. terreus, A. niger ou encore A. flavus 
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peuvent également être responsables de pathologies humaines (Jones and Orosz, 2000 ; 

Kunkle, 2003). 

 

 

Figure 18 : Classification du genre Aspergillus pathogène pour l’Homme  

(Bennett, 2010) 

 

2.2.1.2. Morphologie 

 

A. fumigatus pousse en culture sous la forme de colonies blanches tout d’abord, puis 

qui prennent une coloration bleu-vert, virant ensuite au vert foncé (Figure 19). Ce sont des 

colonies extensives, de croissance rapide (48h) : elles peuvent croître de 4 cm en 7 jours à des 

températures avoisinant 37 °C (Schmidt and Wolff, 1997). 
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Figure 19 : Aspect d’une colonie d’Aspergillus fumigatus sur gélose  

(http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2008/miller_melo/Reproduction.htm consulté le 15/09/2016) 

 

A l’examen microscopique d’A. fumigatus on retrouve une vésicule hémisphérique de 

20 à 30 µm portant des phialides parallèles entre elles et se situant uniquement sur la partie 

supérieure de la vésicule. De ces phialides naissent des spores, ou conidies, vertes, 

globuleuses et échinulées d’un diamètre d’environ 3µm. Les têtes aspergillaires sont portées 

par des filaments appelés conidiophiores, qui, dans le cas d’A. fumigatus sont courts, lisses et 

incolores (Figure 20A) (Chermette and Bussiéras, 1993). Les filaments d’A. fumigatus ont un 

diamètre fin et constant, sont septés et présentent des ramifications régulières (Figure 20B) 

(McCormick et al., 2010).  

 

 

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

fumigatus  

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

 

A B
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A. fumigatus possède un métabolisme aérobie et participe au recyclage du carbone et 

de l’azote qui se trouvent dans son environnement. Ce champignon thermophile peut pousser 

jusqu’à 55°C (Pasanen et al., 1991). 

 

2.2.2. Ecologie 

 

Les champignons du genre Aspergillus disséminent dans l’environnement grâce à leurs 

conidies. En effet, la petite taille de ces structures ainsi que leur hydrophobicité, entraîne une 

mise en suspension facile dans l’air, permettant ainsi de les retrouver dans de nombreux 

environnements, allant des milieux naturels à des milieux artificiels comme les systèmes de 

climatisation, la concentration des spores atteignant de 1 à 100 spores/m3 d’air (Desoubeau 

and Chandenier, 2010). On retrouve également les spores aspergillaires sur les plantes, que ce 

soit sur les feuilles, les fleurs ou les fruits, mais aussi dans la paille, dans les pots de fleurs et 

sur la surface des murs dans les locaux humides. 

Les champignons du genre Aspergillus sont des champignons saprophytes et possèdent 

une grande résistance aux agents extérieurs. En effet, il n’y a que la dessiccation et la forte 

chaleur (100 °C) qui peuvent tuer les spores aspergillaires. Les champignons du genre 

Aspergillus sont ubiquitaires mais on les retrouve plus particulièrement à la fin de l’été, en 

automne et en hiver dans les régions tempérées (Latgé, 1999). 
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2.2.3. Cycle de vie et cycle infectieux 

 

2.2.3.1. Cycle de vie 

 

Les champignons du genre Aspergillus se multiplient principalement de façon asexuée 

(Figure 21). Pour cela, les conidies germent pour former les hyphes donnant ainsi un 

mycélium qui se couvre de têtes aspergillaires. Ces têtes produisent de très nombreuses 

conidies qui seront libérées dans l’air, pouvant recommencer alors un nouveau cycle asexué 

de développement (Adams, 1995 ; Adams et al., 1998). 

Certaines espèces se reproduisent également de manière sexuée (Figure 21). Ce mode 

de reproduction fait suite à une méiose entrainant la formation d’asques contenant des spores 

appelées ascospores. Les asques sont regroupées dans une structure appelée ascocarpe 

(cléistothèce pour l’espèce A. nidulans) (O’Gorman et al., 2009). 

 

 

Figure 21 : Cycle de vie d’Aspergillus  

(Casselton and Zolan, 2002) 
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2.2.3.2. Cycle infectieux 

 

Le cycle infectieux d’Aspergillus commence par la production de conidies qui sont 

secondairement dispersées dans l’air. Les conidies peuvent ainsi être retrouvées aussi bien 

dans le milieu extérieur que dans le milieu intérieur. La principale voie d’infection de 

l’Homme est l’inhalation des conidies présentes dans l’air. Ces conidies vont ensuite parcourir 

l’arbre bronchique jusqu’aux bronchioles (Figure 22) (Morris et al., 2000). 

Chez les individus sains, les conidies, qui ne sont pas évacuées par le mucus sécrété 

dans les poumons, vont rencontrer les cellules épithéliales ou les macrophages alvéolaires qui 

assureront leur phagocytose et de leur destruction. Les conidies échappant à la phagocytose 

par les macrophages peuvent germer, devenant ainsi la cible des polynucléaires neutrophiles. 

Cependant, lorsqu’il existe un dysfonctionnement des défenses immunitaires de l’hôte, une 

aspergillose invasive peut se développer (Dagenais and Keller, 2009). 

 

 

Figure 22 : Cycle infectieux d’A. fumigatus  

(Dagenais and Keller, 2009) 
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2.2.4. Pathogénicité 

 

2.2.4.1. Facteurs de virulence 

 

Il existe de nombreux facteurs de virulence chez A. fumigatus (Abad et al., 2010) qui 

vont lui permettre de survivre et de se développer au niveau pulmonaire (Dagenais and Keller, 

2009). 

 

� La paroi : elle assure la protection du champignon. Il s’agit d’une paroi rigide 

qui intervient dans la virulence d’A. fumigatus en lui permettant de franchir les barrières 

anatomiques. De plus, la paroi est impliquée dans les principales interactions avec l’hôte et 

représente la cible première du système immunitaire. La paroi agit donc comme une armure 

pour le champignon, mais aussi comme une arme contre l’hôte (Latgé, 2007, 2010). Elle est 

constituée à 90% de polysaccharides comme les α-1,3-glucanes ou les (1�3)-β-D glucanes 

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

 

� Capacité d’adaptation : A. fumigatus a la capacité de croître jusqu’à 55 °C et de 

survivre à des températures allant jusqu’à 75°C. Cette thermotolérance lui permet d’infecter 

l’Homme et de s’y développer (Dagenais and Keller, 2009). A. fumigatus est également 

capable d’adaptations nutritionnelles. En effet, la disponibilité en nutriments est essentielle 

pour la survie et la croissance du champignon. Pour trouver les nutriments qui lui sont 

nécessaires, Aspergillus est capable de lyser les tissus grâce à des enzymes comme les 

phospholipases. Le champignon utilise également des sidérophores afin d’absorber le fer 

présent chez l’hôte et qui lui est nécessaire pour sa croissance (Abad et al., 2010 ; Moore, 

2013). 
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� Echappement au système immunitaire : la paroi, la mélanine, les 

hydrophobines, mais aussi certaines enzymes favorisent l’échappement du champignon au 

système immunitaire. Les conidies ont, grâce à leur petite taille, la capacité d’atteindre 

directement les alvéoles pulmonaires (McCormick et al., 2010). De plus, les cellules 

épithéliales ne semblent pas pouvoir les détruire par phagocytose, créant un point de départ 

potentiel pour la dissémination (Abad et al., 2010). La mélanine est également importante 

dans la virulence. La pigmentation des conidies permet d’inhiber l’activation des 

polynucléaires neutrophiles et de protéger le champignon contre les ROS (Reactive Oxygen 

Species) (Abad et al., 2010). Les hydrophobines sont des protéines constituant une couche 

hydrophobe sur la paroi des conidies, protégeant le champignon du stress oxydant pouvant le 

détruire, principalement dans les macrophages alvéolaires (Paris et al., 2003). 

 

� Capacité d’invasion : l’angiotropisme d’A. fumigatus est favorisé par un 

gradient en oxygène et en sucre existant entre le tissu pulmonaire et le sang et qui permet la 

stimulation de la croissance du champignon dans le sang (McCormick et al., 2010). 

 

� Résistance aux antifongiques : A. fumigatus est un champignon capable de 

former des biofilms composés de structures fongiques entourées d’une matrice extracellulaire 

complexe. Cette structure peut conférer au champignon une résistance aux antifongiques 

participant ainsi à sa virulence (Seidler et al., 2008 ; Kaur and Singh, 2014).  

 

� Propriétés allergisantes : A. fumigatus synthétise des protéines allergènes qui 

sont au nombre de 23 (Asp f-1 à Asp f-34), pouvant entraîner une réponse immunitaire de 

type allergique chez certains malades (Abad et al., 2010). 
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2.2.4.2. Pathogénicité 

 

A. fumigatus peut être responsable de phénomènes immuno-allergiques, de formes 

chroniques, d’infections localisées ou d’infections disséminées selon le terrain (Tell, 2005). 

 Les voies respiratoires sont le premier site de colonisation et d’infection. Cependant, 

les infections aspergillaires sont peu fréquentes chez un individu sain, si l’on excepte les 

infections des sinus et plus rarement du conduit auditif (Saint germain and Summerbell, 1996; 

Kosalec and Pepeljnjak, 2005). On distingue : 

 

� Les aspergilloses immuno-allergiques : elles comprennent l’aspergillose 

broncho-pulmonaire allergique ou ABPA, l’asthme aspergillaire, la rhinosinusite fongique et 

l’alvéolite allergique extrinsèque qui surviennent le plus souvent en cas de contacts répétés 

avec les spores aspergillaires (Latgé, 1999). 

 

� Les aspergilloses pulmonaires chroniques :  

o L’aspergillome : A. fumigatus se développe dans une cavité pulmonaire 

pré-existante (tuberculose…). Les spores pénètrent alors dans la cavité et la tapissent 

formant secondairement une balle fongique. Cette forme est le plus souvent 

asymptomatique mais peut engendrer une toux, des expectorations et des hémoptysies 

(Riscili and Wood, 2009). 

o L’aspergillose pulmonaire chronique cavitaire est définie par la 

formation de cavités contenant ou non un aspergillome, responsable de symptômes 

pulmonaires mais aussi de fièvre et d’une altération de l’état général du patient 

(ANOFEL, 2016). 



 

54 

o L’aspergillose pulmonaire chronique fibrosante est une complication de 

l’aspergillose pulmonaire chronique cavitaire, entraînant une destruction fibrotique 

sévère et une perte de la fonctionnalité du poumon infecté (ANOFEL, 2016). 

o L’aspergillose pulmonaire chronique nécrosante est une forme rare 

d’infection aspergillaire, entre la forme invasive et la forme chronique de 

l’aspergillose. Elle concerne les patients présentant une immunodépression modérée 

qui souffrent d’une pathologie pulmonaire sous-jacente. Il s’agit d’une invasion locale 

du parenchyme pulmonaire aboutissant à la destruction tissulaire, d’évolution lente 

sans invasion vasculaire ni dissémination. Les principaux symptômes sont une toux 

productive, des hémoptysies, de la fièvre, une asthénie et un amaigrissement 

(Yahyaoui et al., 2014). 

 
� Les aspergilloses localisées : 

o Les infections sinusiennes et les otomycoses peuvent être retrouvées 

ainsi que de rares localisations oculaires ou cutanées. 

o L’aspergillose pulmonaire invasive est une pathologie grave et de 

mauvais pronostic, touchant les sujets immunodéprimés. Les patients atteints 

présentent une neutropénie profonde et prolongée ou une immunodépression 

thérapeutique (corticothérapie, anti–TNF, chimiothérapie anticancéreuse). La 

symptomatologie est peu spécifique, pouvant associer fièvre, toux et douleurs 

thoraciques. La mortalité malgré le traitement avoisine les 50%. L’évolution de la 

pathologie peut entraîner une dissémination fongique dans d’autres organes comme le 

cerveau ou la peau (Dagenais and Keller, 2009).  
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� Autres infections : 

o Les mycotoxicoses : elles sont dues aux mycotoxines produites par A. 

fumigatus. L’exposition par voie alimentaire ou par inhalation à ces mycotoxines peut 

engendrer des affections chroniques (allergies) ou des atteintes plus aigües chez 

l’Homme ou chez les animaux, souvent plus touchés à cause de leur alimentation riche 

en céréales (Nieminen et al., 2002 ; Reijula and Tuomi, 2003). 

 

2.2.4.3. Epidémiologie 

 

L’aspergillose est une maladie qui touche l’Homme mais aussi les animaux 

(principalement les oiseaux). Les pathologies déterminées par le champignon ne sont pas 

transmissibles. Chez l’Homme, il s’agit de la deuxième cause de maladie nosocomiale 

d’origine fongique après les candidoses (Guillot and Chermette, 2001). L’aspergillose est une 

maladie qui survient lors d’une contamination de l’environnement. En milieu hospitalier, le 

nombre d’aspergilloses invasives augmente lorsque des travaux de construction ou de 

rénovation ont lieu à proximité des services hébergeant des patients immunodéprimés 

(Vonberg and Gastmeier, 2006). Des spores aspergillaires ont également été retrouvés dans 

les réseaux d’eau hospitaliers (Anaissie et al., 2002).  

 

2.3. Les adénovirus 

 

2.3.1. Généralités 

 

Le premier adénovirus (AdV) a été découvert en 1953 par Rowe à partir d’un 

prélèvement amygdalien et de sécrétions respiratoires (Rowe et al., 1953). Une cinquantaine 
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de sérotypes d’adénovirus humains ont été ensuite isolés et répartis en 6 sous-groupes (notés 

de A à F).  La famille des Adenoviridae, définie en 1976, n’était composée à l’origine que de 

deux genres : les Mastadenovirus et les Aviadenovirus (Norrby et al., 1976). Le genre 

Mastadenovirus comprend les AdV qui infectent de nombreux mammifères, incluant 

l’Homme. Les virus du genre Aviadenovirus infectent uniquement des oiseaux. En 1998, 

Benko a mis en évidence un troisième genre du nom d’Atadenovirus possédant un fort taux de 

bases A et T dans son génome. Les hôtes de ce genre sont similaires à ceux des 

Mastadenovirus (Benkö and Harrach, 1998 ; Davison et al., 2003). Le quatrième genre de la 

famille appelé Siadenovirus décrit en 2003 n’est composé que de deux espèces isolées chez 

une grenouille et différents oiseaux (Davison et al., 2003). 

 

2.3.2. Morphologie 

 

Les adénovirus ont un diamètre de 60 à 110 nm. Ils sont non enveloppés et constitués 

d’une capside icosaédrique (Figure 23). La capside est composée de trois protéines de 

structure : l’hexon qui est le constituant des faces de l’icosaèdre, la base du penton et la fibre 

qui s’associe à la base du penton pour former un complexe à chacun des douze sommets 

(Russell, 2000). 

Une particule virale comporte plus de 2700 polypeptides avec une masse molaire 

d’environ 150 MDa. Le génome viral est un ADN double brin linéaire d’environ 36000 paires 

de base (36 kpdb) non segmenté et représente 13 % de la masse totale du virus (Roberts et al., 

1984). 
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Figure 23 : Structure d'un adénovirus  

(https://fr.dreamstime.com/images-libres-de-droits-structure-d-adnovirus-diagramme-de-vecteur-image34731829 

consulté le 15/08/216) 

 

2.3.2.1. Structure de la capside 

 

La capside des adénovirus est composée de trois grandes parties : les protéines de 

capside, le core protéique et enfin les protéines mineures ou protéines ciment (Figure 24). 

Les protéines de capside sont l’hexon, la base du penton et la fibre qui forment chacune des 

faces de la capside. Les différentes protéines mineures permettent la stabilisation de la 

capside. Les protéines du core protéique sont associées au génome viral.  

La capside est composée de 20 faces et 12 sommets. Chaque face est formée par douze 

hexons à l’état trimérique. Les sommets sont formés par les bases du penton, sous forme de 

pentamère (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 capside est aussi appelé protéine II. C’est 

la protéine la plus abondante des protéines structurales du virus, représentant 63% de la masse 

totale des protéines (Rux et al., 2003). Au cours de la réplication, l’hexon a un rôle important 

dans le transport du virus du cytoplasme vers le noyau (Suomalainen et al., 1999).  

La base du penton ou protéine III est la deuxième protéine majeure de la capside des 

adénovirus. Elle est présente en 60 copies mais toujours sous forme de pentamère. Elle permet 

une association avec la fibre qui se projette à partir du sommet vers l’extérieur du virus. Cette 

association représente le penton qui est responsable de l’attachement et de l’entrée du virus 

dans la cellule. La base du penton semble être impliquée dans la libération des particules 

virales des endosomes (Greber et al., 1993).  
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La fibre ou protéine IV est la dernière protéine majeure de la capside. Il en existe 36 

copies, assemblées en trimères au niveau des 12 sommets de la capside. Cette protéine permet 

l’interaction avec le récepteur primaire lors de la reconnaissance de la cellule. La fibre est 

composé de trois parties : la queue N-terminale qui est flexible et permet l’interaction avec la 

base du penton, la tige qui est rigide et de longueur variable en fonction du sérotype, et enfin 

la tête C-terminale qui permet l’interaction avec le récepteur primaire (van Raaij et al., 1999). 

 

 Les protéines mineures sont des protéines ciment, qui permettent le maintien et 

l’étanchéité de la capside. Elles jouent également un rôle pendant son assemblage et la 

décapsidation (Burnett, 1985). Les protéines mineures sont les protéines IIIa, IX, VI et VIII. 

La protéine IIIa se trouve en 60 exemplaires et à l’état monomérique dans la capside (van 

Oostrum and Burnett, 1985). Cette protéine est associée à la base du penton du côté interne de 

la capside et joue un rôle dans l’assemblage des particules virales (Chroboczek et al., 1986).  

La protéine IX est la plus petite des protéines mineures et est spécifique des 

mastadénovirus. Il existe douze copies de cette protéine par face, réparties en quatre trimères 

(Colby and Shenk, 1981 ; Fabry et al., 2005). Cette protéine possède un rôle structural, en 

augmentant la stabilité du virus (Colby and Shenk, 1981). La protéine VI se trouve du côté 

interne de la capside. Cette protéine permet de connecter la capside avec la nucléocapside du 

virion. En effet, elle est associée à l’hexon ainsi qu’à l’ADN du virus (Matthews and Russell, 

1994, 1995). De plus, cette protéine joue un rôle dans les étapes de propagation et maturation 

du virus. La protéine VIII joue un rôle dans la stabilisation structurale du virion (Liu et al., 

1985). 
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2.3.2.2. Structure du génome 

 

Le génome des adénovirus est constitué d’un ADN double brin linéaire d’environ 36 

kpb. Il est encadré par deux séquences utiles pour l’initiation de la réplication : les ITRs 

(Inverted Terminal Repeats). De plus, le génome est associé à quatre protéines qui sont les 

protéines du core (protéines V, VII, µ et la protéine TP [Terminal Protein]), formant ainsi le 

nucléoïde. Le génome est organisé en plusieurs unités transcriptionnelles, retrouvées dans les 

deux sens de lecture (Figure 25). Leur expression a lieu différemment en fonction du moment 

du cycle viral. On retrouve deux sortes de gènes : les gènes précoces (E pour early) transcrits 

avant la réplication virale et les gènes tardifs (L pour late) transcrits après la réplication virale 

(Russell, 2000). 

La région E1A du génome code pour des protéines responsables d’une activité 

transcriptionnelle et d’une induction des cellules vers la phase S. La région E1B code pour 

des protéines inhibant l’apoptose, la région E2 pour des protéines impliquées dans la 

réplication de l’ADN viral : la polymérase, la protéine TP et la DBP (DNA Binding Protein). 

La région E3 permet de coder des protéines impliquées dans l’évasion du virus vis- à- vis de 

la réponse immunitaire, et la région E4 pour des protéines mises en jeu lors de la réplication, 

la transcription de l’ARNm, le transport membranaire, la traduction et la résistance à 

l’apoptose. Les gènes tardifs, eux, codent pour les protéines 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 associée aux extrémités 5’ du 

génome viral, permettant sa circularisation par formation d’un dimère. Elle est impliquée dans 

la réplication initiale de l’ADN (Mysiak et al., 2004). La protéine V, de 42 kDa, interagit avec 

la base du penton, ainsi qu’avec des protéines mineures permettant la liaison entre la capside 

et le cœur du virion (Chatterjee et al., 1985). Elle est également impliquée dans le transport de 

l’ADN viral vers le noyau cellulaire (Matthews and Russell, 1998). 

 La protéine VII d’environ 17 kDa est produite à des phases tardives de la maturation. 

La protéine VII se lie à l’ADN non encapsidé, puis ce complexe sera encapsidé dans la 

particule virale (Zhang and Arcos, 2005). Le rôle de la protéine µ, d’environ 5 kDa, n’est pas 

encore connu mais elle pourrait être impliquée dans l’encapsidation du génome viral 

(Chatterjee et al., 1986). 
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2.3.3. Pathogénicité 

 

2.3.3.1. Cycle viral 

 

Le cycle viral complet des adénovirus dure de 30 à 36 heures, produisant un grand 

nombre de nouveaux virions. Il se découpe en plusieurs grandes phases (Figure 26) :  

� La reconnaissance et la fixation du virus à son récepteur 

� L’internalisation 

� La phase précoce d’infection 

� La phase de réplication de l’ADN viral 

� La phase tardive d’infection 

� La lyse cellulaire et le relargage des virus néoformés 

 

La reconnaissance et la fixation du virus ainsi que l’internalisation dans la cellule cible 

se font par l’intermédiaire de récepteurs primaires et secondaires se trouvant sur la cellule. 

Cependant, trois types de cycles peuvent être réalisés par les adénovirus :  

- Le cycle lytique entraînant la production de particules virales et la lyse de la 

cellule infectée,  

- Le cycle abortif qui est un cycle lytique n’aboutissant pas, donc ne produisant 

pas de particule virale 

- Le cycle transformant, qui se déroule lorsque le virus infecte une cellule non 

permissive, immortalisant ainsi la cellule infectée et déclenchant le développement de 

tumeurs cancéreuses. 
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Figure 26 : Cycle d’infection et de multiplication des adénovirus  

(Waye and Sing, 2010) 

 

 Entrée du virus dans la cellule 

 Le premier évènement du cycle viral est l’attachement du virus à la cellule cible, par 

l’intermédiaire de la tête de la fibre. En effet, celle-ci permet la liaison du virus à la membrane 

cellulaire par l’intermédiaire d’un récepteur primaire. Le récepteur primaire sera différent en 

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

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

groupe D utilise l’acide sialique, et le récepteur membranaire CD46 est utilisé pour les virus 

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

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

reconnues par les adénovirus sont les intégrines ανβ3 et ανβ5 (Wickham et al., 1993). La base 

du penton interagit avec la sous-unité α de ces intégrines. Cette interaction permet l’entrée du 

virus dans la cellule par endocytose. Par la suite, l’endosome va fusionner avec un lysosome 
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entrainant une acidification de la vésicule. Cette acidification va ainsi permettre une 

déstabilisation de la structure de la capside (Greber et al., 1993), suivie de l’action de la 

protéase virale permettant la libération du génome viral dans le cytoplasme (Wiethoff et al., 

2005). Une fois dans le cytoplasme, ce génome sera transporté vers le noyau où il va pénétrer 

(Greber et al., 1997). 

 

 Phase précoce d’infection 

 Lorsque le génome viral est entré dans le noyau, les gènes précoces sont exprimés, 

permettant la préparation de la cellule à la réplication virale mais la protégeant également 

contre les mécanismes de défense immunitaire. Cette étape permet d’entraîner la cellule en 

phase S qui est la phase de synthèse de l’ADN. De plus, lors de cette étape, des protéines 

bloquant l’apoptose sont synthétisées, afin d’empêcher l’arrêt du cycle cellulaire (Berk, 1986 ; 

Chiou et al., 1994). 

 

 Réplication du génome viral 

 Le début de la réplication du génome viral est le début de la phase tardive d’infection. 

Cette réplication débute au niveau des ITRs et la polymérase virale utilise le précurseur de la 

protéine TP comme amorce. L’initiation de la réplication débute par la liaison entre la 

protéine TP et un nucléotide désoxycytidine monophosphate. La polymérase va ensuite copier 

le brin d’ADN pendant la phase d’élongation aidée de la protéine DBP qui permet le 

déroulement de la molécule d’ADN (Dekker et al., 1997). 

 

 Phase tardive d’infection 

 Les régions tardives du génome viral sont exprimées. Les protéines de la capside sont 

produites et transportées dans le noyau. Les protéines de la capside vont alors s’assembler 
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dans le noyau pour former des procapsides où le génome viral sera incorporé (Perez-Romero 

et al., 2006). Les capsides vont ensuite subir une maturation grâce à 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 déclencher la lyse de la cellule 

infectée libérant ainsi les virus néoformés dans le milieu extracellulaire. Ces virus pourront 

alors infecter de nouvelles cellules et recommencer un nouveau cycle viral (Tollefson et al., 

1996). 

 

2.3.3.2. Pathogénicité 

 

Les adénovirus se transmettent par contact direct ou féco-oral, par voie respiratoire, 

par les sécrétions conjonctivales et plus rarement par immersion dans une eau contaminée. 

Ils sont responsables de maladies bénignes : infections respiratoires, gastroentérites, 

infections oculaires… Les principales pathologies sont répertoriées dans le tableau 1. 

Les tableaux cliniques des atteintes respiratoires sont divers : rhinites, pneumopathies 

ou bronchopathies. Les patients immuno-déprimés peuvent souffrir de complications sévères.  

 La maladie associée à certains sérotypes dépend de la voie d’infection par le virus. En 

effet, l’inhalation de l’adénovirus de sérotype 7 est responsable d’une infection sévère des 

voies respiratoires inférieures, mais sa transmission orale n’entraîne qu’une maladie bénigne 

(Toth et al., 2008). 
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Tableau 1 : Principales pathologies classées en fonction des sous-groupes d’adénovirus 

Pathologies Sous-groupe (sérotype) 

Infections respiratoires B - C 

Maladies respiratoires aiguës B (7, 21) - E (4) 

Maladies des voies respiratoires 

inférieures 
B (3, 7, 21) - E (4) 

Fièvre pharyngoconjonctivale B (3, 7) - E (4) 

Conjonctivites et kératoconjonctivites 

épidémiques 
D (8, 19a, 37) 

Conjonctivite aiguë 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 extérieur grâce à l’absence d’enveloppe. Les 

sérotypes les plus rencontrés dans les infections respiratoires sont les sérotypes 1, 2, 3, 5 et 7 

tandis que les sérotypes 40 et 41 sont le plus souvent responsables de diarrhées. 

Les adénovirus du sous-groupe A (sérotypes 12, 18 et 31) sont difficiles à isoler bien 

que les infections soient courantes. Ils sont retrouvés en majorité chez l’enfant où ils 

provoquent dans 60 % des cas des gastroentérites. Les adénovirus du sous-groupe B 

(sérotypes 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50 et 55) sont divisés en deux groupes : B1 qui 

provoque des maladies respiratoires et B2 qui est responsable d’infections des voies urinaires. 

Certains sérotypes du groupe B sont responsables d’infections rénales pouvant être fatales 

chez les patients immunodéprimés (Li et al., 1991 ; Leen and Rooney, 2005). 
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Plus de 80% de la population a déjà été infectée par les adénovirus du sous-groupe C 

(sérotypes 1, 2, 5, 6 et 57). Ils sont endémiques dans certaines parties du monde et la primo-

infection remonte généralement à l’enfance (Garnett et al., 2002). Le sous-groupe D englobe 

la majeure partie des sérotypes (sérotypes 8 à 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22 à 30, 32, 33, 36 à 39, 

42 à 49, 51, 53, 54 et 56). Les sérotypes 8, 19 et 37 sont les plus fréquemment rencontrés et 

responsables de kératoconjonctivites. Les autres sérotypes de ce sous-groupe sont de plus en 

plus fréquemment retrouvés chez des patients immunodéprimés (Hierholzer et al., 1988 ; De 

Jong et al., 1999). 

Le sous-groupe E (sérotype 4) est constitué d’un seul sérotype, principalement 

responsable de maladies respiratoires aiguës. Enfin, le sous-groupe F (sérotype 40 et 41) 

cause généralement des gastroentérites pouvant être fatales chez l’enfant (Aoki et al., 1982 ; 

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

 

3. Interactions avec les micro-organismes et phagocytose 

 

3.1. Interactions des amibes libres avec les micro-organismes 

 

Comme nous l’avons déjà évoqué, les amibes libres se nourrissent par pinocytose ou 

par phagocytose, ingérant et digérant des micro-organismes retrouvés dans leur 

environnement (Bowers, 1977). Cependant, certains d’entre eux sont capables de résister à la 

phagocytose amibienne, et sont dénommés ARB (Amoeba-Resisting Bacteria). Environ 20 % 

des bactéries reconnues comme pathogènes pour l’Homme, sont capables de vivre et de se 

multiplier dans les amibes libres (Greub and Raoult, 2004 ; Thomas et al., 2010). 
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Il a été montré qu’A. castellanii se nourrit préférentiellement de bactéries Gram négatif 

(Weekers et al., 1993 ; Rosenberg et al., 2009), avec des préférences pour certaines d’entre 

elles (E.coli et E. aerogenes), sans que ce phénomène ne soit pour l’instant expliqué. 

Schuster et Levandowsky (Schuster and Levandowsky, 1996) ont rapporté la présence, 

sur la membrane d’A. castellanii, de récepteurs membranaires lui permettant de détecter des 

chimioattractants. Cette espèce amibienne est capable de se diriger activement vers divers 

composants bactériens. La « mannose binding protein » est également impliquée dans la 

liaison entre les amibes et les bactéries en présence.  

Des récepteurs ont également été identifiés chez l’amibe Dictyostelium discoideum, 

qui s’est montrée, quant à elle, attirée par de l’acide folique ou ses dérivés. Cependant, le 

comportement cellulaire semble différent chez A. castellanii et chez D. discoideum (Kuburich 

et al., 2016). Nous n’avons pas retrouvé dans la littérature d’études concernant la préférence 

trophique de V. vermiformis.  

 

3.1.1. Les bactéries 

 

Il existe plusieurs types d’interactions entre les amibes et les bactéries. L’amibe peut 

servir de réservoir où les bactéries pourront ou non se multiplier. Dans ce cas, l’amibe joue un 

rôle de vecteur et permet la dissémination bactérienne dans l’environnement. Elle peut 

également jouer un rôle protecteur pour les bactéries vis-à-vis de l’environnement extérieur et 

de potentielles agressions physiques ou chimiques (King et al., 1988 ; Kilvington and Price, 

1990 ; Barker et al., 1992).  

En 1956, Drozanski a découvert les endosymbiontes des amibes libres (Drozanski, 

1956). L’intérêt des scientifiques pour les interactions entre les amibes libres et les bactéries 

n’est toutefois apparu qu’avec l’émergence de la bactérie Legionella pneumophila. En effet, 
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suite à de nombreuses épidémies de légionellose, des études ont permis de mettre en évidence 

des interactions entre L. pneumophila et les amibes libres, en particulier la possibilité pour la 

bactérie de se multiplier principalement dans les genres Acanthamoeba, Vermamoeba et 

Naegleria (Rowbotham, 1980 ; Fields, 1996 ; Philippe et al., 2006). Les amibes permettent 

également la survie et la dissémination de la bactérie dans l’environnement et la protègent des 

stress extérieurs comme les agressions chimiques ou physiques (Biddick et al., 1984 ; Greub 

and Raoult, 2004). 

A la suite de ces travaux, d’autres interactions entre les bactéries et les amibes du 

genre Acanthamoeba ont été mises en évidence, montrant qu’environ 25 % des 

Acanthamoeba isolées dans l’environnement ou dans des réseaux d’eau sont infectées par un 

endosymbionte. Cependant, les amibes isolées de réseaux d’eau sembleraient plus souvent 

infectées par des bactéries (55%) que les amibes environnementales (7,5%) (Fritsche et al., 

1993 ; Berk et al., 2006). 

 

Des espèces comme Listeria monocytogenes sont également capables de se multiplier 

dans les amibes libres et de les lyser, les bactéries étant alors libérées dans l’environnement, 

permettant leur dissémination. Cependant, certaines amibes infectées par L. monocytogenes 

vont s’enkyster capturant ainsi les bactéries (Ly and Müller, 1990). Il existe néanmoins des 

bactéries capables de se multiplier dans les amibes sans les lyser comme la bactérie Vibrio 

cholerae, capable de survivre également lors du processus d’enkystement et retrouvée dans le 

cytoplasme ou entre les deux parois des kystes d’ Acanthamoeba (Abd et al., 2005).  

Les bactéries du genre Mycobacterium peuvent également survivre dans les amibes 

sous forme trophozoïte ou sous forme kystique. La première mycobactérie dont l’interaction 

avec les amibes libres a été décrite est Mycobacterium leprae, qui peut survivre à l’intérieur 

des amibes sans multiplication bactérienne ni lyse de l’hôte (Jadin, 1975). D’autres 
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mycobactéries ont, quant à elles, la capacité de se multiplier dans les amibes du genre 

Acanthamoeba sans altérer leur viabilité. Leur passage dans les amibes permettrait 

d’augmenter leur virulence (Cirillo et al., 1997) et impliquerait une meilleure résistance aux 

agents antimicrobiens et aux différents traitements de désinfection (Adékambi et al., 2006 ; 

Whan et al., 2006 ; Yu et al., 2007).  

D’autres bactéries pathogènes pour l’Homme comme Helicobacter pilori ou les 

bactéries du genre Pseudomonas sont capables de se multiplier dans les amibes libres sans les 

lyser (Marciano-Cabral and Cabral, 2003 ; Greub and Raoult, 2004). Les Chlamydia-like, 

pathogènes émergeants, interagissent également avec les amibes libres (Greub, 2009). 

 

3.1.2. Les champignons 

 

Peu d’études ont été réalisées sur les interactions entre les amibes libres et les 

champignons. Cependant, les principales études sur ce sujet ont porté principalement sur les 

levures. 

En 2004, il a été montré que Cryptococcus neoformans, levure capsulée responsable 

d’atteintes neurologiques, est capable de se multiplier à l’intérieur d’A. castellanii, conduisant 

à la mort de l’hôte (Malliaris et al., 2004). Cependant, une souche de C. neoformans ne 

possédant pas de capsule ne peut pas survivre en présence d’amibes libres. De plus, comme de 

nombreux champignons, C. neoformans produit de la mélanine qui lui confère une protection 

contre les amibes (Steenbergen et al., 2001 ; Khan, 2009). 

En 2006, Yli-Pirilä a montré que le champignon filamenteux Penicillium spinulosum 

se multiplie en présence d’amibes sans avoir d’effet sur leur viabilité. Il a également montré 

que le nombre de spores d’Aspergillus versicolor, autre champignon filamenteux, était 

augmenté en présence d’amibes (Yli-Pirilä et al., 2006). 
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Fusarium oxysporum, retrouvé dans le sol et l’eau, acquiert une croissance plus 

marquée en présence d’amibes libres. Cependant, comme P. spinulosum, F. oxysporum n’a 

pas d’influence sur la viabilité des amibes hôtes (Cateau et al., 2014a). Ces observations sont 

similaires à celles de Hobson en 2000 qui avait mis en évidence le fait qu’A. fumigatus n’a 

aucun effet sur la viabilité d’A. castellanii (Hobson, 2000). 

 

3.1.3. Les virus 

 

Le mimivirus est capable de se développer dans les amibes libres du genre 

Acanthamoeba (La Scola et al., 2008). Un autre virus encore plus gros a été retrouvé dans une 

souche d’A. castellanii isolée d’un système de climatisation : le mamavirus, lui-même infecté 

par un autre virus, le virus sputnik (La Scola et al., 2008). Cependant, d’autre virus géants ont 

été retrouvés dans les amibes libres comme les Marseille virus ou encore les Lausanne virus 

(Thomas et al., 2011). 

D’autres virus comme le coxsachievirus B3 du genre Enterovirus peuvent persister 

dans les amibes, qu’elles soient sous forme trophozoïte ou sous forme kystique, mais aussi les 

utiliser comme vecteur de transmission. Ce virus a été retrouvé à la surface des amibes et des 

particules virales ont été retrouvées accumulées dans le cytoplasme amibien. Lors d’un 

contact entre des amibes libres contaminées et des macrophages, il a été montré que les virus 

pouvaient être libérés dans l’hôte contribuant ainsi à leur survie mais aussi à leur transmission 

à l’Homme (Mattana et al., 2006). 

Lorenzo-Morales a démontré en 2007 par PCR (Polymérase Chain Reaction) la 

présence d’adénovirus dans des souches d’amibes libres. Là encore, ces résultats suggèrent 

que les amibes libres peuvent servir de réservoir pour les adénovirus, facilitant ainsi leur 

transmission à l’Homme (Lorenzo-Morales et al., 2007). En 2012, Scheid a confirmé que les 
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adénovirus sont ingérés par les amibes, et sont retrouvés dans des phagosomes. Néanmoins, il 

n’y aurait pas de réplication virale dans les amibes du genre Acanthamoeba (Scheid and 

Schwarzenberger, 2012). 

D’autres virus ont la capacité d’utiliser la présence d’amibes libres. Les echovirus du 

genre Enterovirus se fixent à la surface des amibes ce qui leur permet de disséminer dans 

l’environnement. Cette capacité de fixation des entérovirus, leur permettait ainsi de persister 

plus facilement dans l’environnement, plus particulièrement lorsque les conditions leur sont 

défavorables (Baron et al., 1980 ; Greub and Raoult, 2004). 

Néanmoins, d’autres entérovirus comme les poliovirus ou le virus de la stomatite 

vésiculeuse ne sont pas adsorbés par les trophozoïtes du genre Acanthamoeba. Ils ne semblent 

pas non plus s’accumuler ni en surface ni dans les Acanthamoeba même après une longue 

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

 

3.2. Résistance des micro-organismes à la phagocytose 

 

3.2.1. Mécanisme de phagocytose 

 

3.2.1.1. Définition et généralités 

 

Définition : la phagocytose est un processus cellulaire par lequel les cellules 

phagocytaires ingèrent des particules solides. Elle se distingue d’autres formes 

d’internalisation (endocytose et pinocytose) par un contact physique entre la particule et le 

phagocyte ainsi que par la taille de la particule ingérée, supérieure à 0,5 µm. 
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 La phagocytose a été découverte par Elie Metchnikoff à la fin du 19ème siècle.  Elle 

permet l’ingestion de particules comme des cellules apoptotiques ou des micro-organismes. 

La phagocytose est utilisée à des fins différentes en fonction de l’organisme qui l’utilise. Elle 

est reconnue comme une composante essentielle de la réponse immunitaire contre des agents 

pathogènes. En effet, la phagocytose permet la destruction des pathogènes ainsi que 

l’activation du système immunitaire (Jutras and Desjardins, 2005 ; Flannagan et al., 2012). 

 Pour les amibes libres, la phagocytose est le mode de nutrition principal dans 

l’environnement. En effet, elle leur permet de se nourrir de bactéries, d’algues, de 

champignons ou encore de virus (Bowers, 1977). Concernant les amibes du genre 

Acanthamoeba, la taille optimale de la particule pour l’ingestion est de l’ordre de 1 à 3 µm 

(Korn and Weisman, 1967). Ces amibes peuvent aussi ingérer des particules inertes comme 

des billes de latex. Cependant, elles sont capables de distinguer les particules digérables ou 

non (Bowers and Olszewski, 1983). 

 

3.2.1.2. Processus de phagocytose 

 

La phagocytose se décompose en trois grandes phases : la reconnaissance et 

l’adhérence, l’ingestion et enfin la digestion du pathogène (Figure 27). 
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Figure 27 : Schéma de la phagocytose dans les macrophages  

(©Benjamin Cummings) 

 

� Reconnaissance et adhérence des pathogènes : 

o La reconnaissance des pathogènes : c’est la première étape de la 

phagocytose. Elle est réalisée grâce à des récepteurs situés à la surface des phagocytes, 

appelés PRR (Pattern Recognition Receptors), qui se lient aux PAMPs (Pathogen-

Associated Molecular Patterns) qui sont des motifs moléculaires retrouvés à la surface 

des micro-organismes. L’activation des PRR permet l’amplification de la réponse 

inflammatoire (Aderem and Underhill, 1999 ; Underhill and Ozinsky, 2002). Chez 

l’Homme, on retrouve des TLR (Toll-Like Receptors) reconnaissant, en fonction de 

leur type, certains motifs des micro-organismes (TLR4 reconnait le LPS des bactéries 

Gram négatif, TLR2 les peptidoglycanes des bactéries Gram positif). Les TLR vont 

permettre l’activation de facteurs de signalisation que sont les cytokines, induisant 

ainsi une inflammation (Kawai and Akira, 2005).  
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o L’adhérence : les particules étrangères vont ensuite être fixées à la 

surface des cellules phagocytaires. L’accumulation des particules à la surface des 

phagocytes induit une polymérisation de l’actine au site de liaison pour aider à 

l’internalisation. La fixation va être facilitée par des opsonines et plus particulièrement 

par des immunoglobulines ainsi que par les protéines du complément. Les 

immunoglobulines se fixent de façon spécifique sur les épitopes des pathogènes par 

leur site anticorps et leur fragment Fc sur les récepteurs Fcγ. Les protéines issues de 

l’activation du complément vont se déposer à la surface du pathogène se liant ainsi à la 

surface des cellules phagocytaires (Aderem and Underhill, 1999 ; Ravetch and 

Bolland, 2001 ; Underhill and Ozinsky, 2002). 

 

� L’ingestion des pathogènes : elle se produit grâce à la formation d’un 

phagosome contenant le pathogène. Le phagosome va alors pouvoir fusionner avec des 

lysosomes, formant un phagolysosome contenant des molécules lysosomales acides comme 

les cathepsines et des enzymes, l’ensemble permettant ainsi une digestion partielle des 

pathogènes (Tjelle et al., 2000). 

 

� Digestion des pathogènes : les pathogènes vont être détruits par différents 

mécanismes : une dégranulation qui entraîne un déversement de substances bactéricides dans 

le phagolysosome, permettant la destruction de presque toutes les structures biologiques et la 

production de formes réactives toxiques de l’oxygène, qui altèrent la structure des protéines, 

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

Ozinsky, 2002). 
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3.2.2. Mécanismes d’échappement à la phagocytose 

 

Certains micro-organismes ont la capacité d’échapper à la phagocytose. Pour cela, ils 

ont mis en place des stratégies comme l’évitement du contact avec les phagocytes, l’inhibition 

de l’internalisation, la survie dans les phagocytes, mais aussi l’induction de l’apoptose de ces 

phagocytes. 

 

3.2.2.1. Evitement de contact avec les phagocytes 

 

Quatre stratégies principales sont mises en oeuvre par les micro-organismes. La 

première est d’envahir des régions inaccessibles aux phagocytes. En effet, certains tissus 

comme la vessie ou la peau intacte ne sont pas protégés par des cellules phagocytaires. La 

deuxième stratégie consiste à éviter de provoquer une réponse inflammatoire, ce qui empêche 

l’hôte infecté de mobiliser ses défenses sur le lieu de l’infection 

(http://textbookofbacteriology.net/antiphago.htm consulté le 20/11/2016). 

D’autres bactéries, comme celles du genre Streptococcus ou leurs produits, la 

streptolysine par exemple, ont la capacité d’inhiber la chimiotaxie phagocytaire, même à de 

faibles concentrations. Les mycobactéries M. tuberculosis sont elles aussi des bactéries 

pouvant inhiber la migration des leucocytes. Enfin, la dernière stratégie mise en oeuvre afin 

d’éviter le contact avec les cellules phagocytaires est de masquer la surface antigénique de la 

bactérie. Pour cela, les bactéries pathogènes se recouvrent d’un composant considéré comme 

“soi” par les phagocytes de l’hôte, entraînant une non-reconnaissance bactérienne. C’est le cas 

des Streptococcus qui synthétisent une capsule composée d’acide hyaluronique, composant 

principal du tissu conjonctif (http://textbookofbacteriology.net/antiphago.htm consulté le 

20/11/2016). 



 

77 

. 

3.2.2.2. Inhibition de l’internalisation 

 

Certaines bactéries qui n’évitent pas la reconnaissance par les phagocytes ont mis en 

place des stratégies d’échappement à la phagocytose par un mécanisme d’inhibition de 

l’internalisation par la cellule phagocytaire. Ces bactéries portent des substances 

antiphagocytaires à leur surface, capables d’inhiber leur internalisation par la cellule 

phagocytaire (http://textbookofbacteriology.net/antiphago.htm consulté le 20/11/2016). Ce 

sont :  

- les capsules, retrouvées chez Haemophilus influenzae, Treponema pallidum ou 

encore Streptococcus pneumoniae 

- la protéine M et les fimbriae des Streptococcus du groupe A  

- les polysaccharides de surface, souvent produits sous forme de biofilm par 

Pseudomonas aeruginosa 

- le polysaccharide O du LPS pour Escherichia coli, par exemple 

- l’antigène K chez E. coli ou l’antigène Vi chez Salmonella typhi. 

 

3.2.2.3. Survie dans les phagocytes 

 

La survie dans les cellules phagocytaires constitue la stratégie d’échappement à la 

phagocytose la plus couramment utilisée par les micro-organismes. Plusieurs tactiques sont 

utilisées : l’inhibition de la maturation des phagosomes, la survie dans les phagolysosomes ou 

encore l’échappement du phagosome. 
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3.2.2.3.1. Inhibition de la maturation des phagosomes 

 

De nombreux micro-organismes pathogènes ont développé des mécanismes pour 

interrompre, arrêter ou même réorienter la voie de maturation du phagosome. Les agents 

pathogènes vont alors être capables de rester en sommeil dans la cellule phagocytaire, 

protégés du système immunitaire. Les voies principalement utilisées pour inhiber la 

maturation des phagosomes sont : l’inhibition de la fusion phagosome / lysosome, le blocage 

de l’acidification et l’utilisation de vacuoles réplicatives (Figure 28). 

 

 

Figure 28 : Stratégies utilisées par différents micro-organismes pour inhiber la 

maturation des phagosomes  

(Smith and May, 2013) 

 

� Inhibition de la fusion phagosome / lysosome : il s’agit du mécanisme 

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

pathogènes. Parmi ces derniers, il est possible de retrouver Streptococcus pyogenes, 
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Histoplasma capsulatum, Leishmania spp., Bartonella henselae, Rhodococcus, Coccidioides 

spp. ou encore Aspergillus spp. (Smith and May, 2013). 

S. pyogenes est une bactérie Gram positif. La protéine M1, un de ses facteurs de 

virulence, joue un rôle dans le contrôle du trafic des vésicules et prévient la fusion entre le 

phagosome et les lysosomes. Cette protéine est également connue pour jouer un rôle dans la 

suppression de la réponse inflammatoire des macrophages par la voie de signalisation de NF-

κB (Hertzén et al., 2010).  

Les protozoaires du genre Leishmania spp. existent sous deux formes : promastigote et 

amastigote. Lors de l’internalisation, les promastigotes insèrent des lipophosphoglycanes dans 

la membrane du phagosome, inhibant la dépolymérisation de l’actine, ce qui bloque la fusion 

lysosomale et permet la transformation du protozoaire en amastigote qui possède la capacité 

de réplication dans le phagosome (Winberg et al., 2009 ; Rodríguez et al., 2011). 

Il a récemment été montré qu’une minorité de conidies d’A. fumigatus ont la capacité 

de supprimer la fusion entre le phagosome et les lysosomes, permettant au champignon de 

germer et de lyser les macrophages. Cependant, le processus n’est pas encore parfaitement 

connu, bien que la mélanine semble jouer un rôle dans le détournement de la maturation des 

phagosomes ainsi que dans la fusion avec les lysosomes (Thywißen et al., 2011 ; Morton et 

al., 2012).  

 

� Blocage de l’acidification : il s’agit du deuxième mécanisme d’inhibition de la 

maturation du phagosome le plus utilisé par les micro-organismes pathogènes comme 

Yersinia pestis, Histoplasma capsulatum ou encore Rhodococcus (Smith and May, 2013).  

Lors de son ingestion, Y. pestis régule positivement un opéron induit par le stress. La 

délétion de cet opéron ou du gène orfX induit une régulation négative de la sécrétion de type 

III et une réplication intracellulaire plus élevée. Ensuite, les vacuoles contenant la bactérie 
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fusionnent avec les lysosomes, tandis que le pH reste neutre à l’intérieur des vacuoles. Les 

étapes de maturation qui sont interrompues restent cependant encore inconnues (Pujol et al., 

2009 ; Fukuto et al., 2010). 

 H. capsulatum est un champignon retrouvé dans les phagosomes des macrophages 

lors d’une infection. Le champignon modifie la vacuole en maintenant son pH intérieur à 6,5 

et en bloquant l’acidification de la V-ATPase, donc la fusion phagosome/lysosome (Strasser 

et al., 1999). 

 

� Mise en place de vacuoles réplicatives : c’est le troisième mécanisme 

d’inhibition de la maturation du phagosome, mis en place par certains micro-organismes 

pathogènes comme Legionella pneumophila ou Brucella spp.  (Smith and May, 2013). 

L. pneumophila est connue pour sa capacité à se reproduire dans les macrophages 

alvéolaires humains. En 1983, Horwitz a montré que les phagosomes dans lesquels se 

trouvent les bactéries sont moins acides que les autres et ne fusionnent pas avec les 

lysosomes. De plus, les phagosomes contenant les légionnelles ont la capacité de s’associer 

aux mitochondries ainsi qu’au réticulum endoplasmique rugueux, ce qui permet au 

phagosome d’être recouvert de ribosomes (Horwitz, 1983a, 1983b). Plus récemment, il a été 

montré que le détournement de la maturation des phagosomes par Legionella se fait 

rapidement après l’ingestion, par l’intermédiaire de la protéine membranaire DotA. Cette 

protéine semble nécessaire à la formation d’un complexe macromoléculaire dirigeant le 

phagosome vers une forme de vacuole réplicative. Cette vacuole va alors être incapable de 

sécréter des facteurs de virulence, d’acquérir des marqueurs lysosomaux et se retrouver 

appauvrie en nutriments. Les cellules vont par la suite éclater. Cependant, la cause de ce 

phénomène n’est pas connue, il pourrait être dû à l’apoptose cellulaire ou aux limites 

physiques de la membrane du phagocyte (Roy et al., 1998 ; Swanson and Hammer, 2000). 
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3.2.2.3.2. Survie dans les phagosomes 

 

La survie dans le phagosome est une méthode complexe d’échappement à la 

phagocytose nécessitant la mise en place de nombreux mécanismes par quelques micro-

organismes. Les plus étudiés sont présentés dans la Figure 29 (Smith and May, 2013). 

 

Streptococcus agalactiae est une bactérie Gram positif qui utilise de nombreux 

facteurs afin de mimer les molécules hôtes et d’interrompre la cascade du complément. Il a 

été montré que cette bactérie est capable de survivre dans les macrophages pendant une 

longue période. Pour cela, l’acidification du phagosome semble être nécessaire, agissant 

comme un signal de stress induisant les gènes de survie. D’autres facteurs sont nécessaires à 

la survie de la bactérie dans le phagosome. On retrouve notamment la superoxyde dismutase, 

mécanisme de défense contre l’éclatement oxydatif du phagosome. Cependant, S. agalactiae 

semble seulement persister dans les cellules phagocytaires, sans multiplication bactérienne 

(Valentin-Weigand et al., 1996 ; Maisey et al., 2008 ; Rajagopal, 2009). 

Blastomyces dermatitidis est un champignon capable d’éviter la destruction par les 

macrophages alvéolaires. Le rôle du NO reste flou mais ce champignon est capable de réduire 

cette molécule dans le milieu, diminuant ainsi la quantité produite par les macrophages. Il 

existerait un mécanisme d’inhibition de l’enzyme iNOS (inducible nitric oxide synthase), 

mais encore mal connu (Brummer et al., 1981 ; Rocco et al., 2011). 
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Figure 29 : Pathogènes persistant dans le phagosome  

(Smith and May, 2013) 

   

Helicobacter pylori est une bactérie Gram négatif capable de persister dans les 

macrophages, formant des “mégasomes” par fusion de nombreux phagosomes contenant la 

bactérie. L’uréase produite par H. pylori est nécessaire à la formation des mégasomes et la 

catalase également produite par la bactérie est responsable de sa longévité dans les 

macrophages. En effet, la catalase associée à la superoxyde dismutase transforme le 

superoxyde en eau et en oxygène. De plus, cette bactérie est capable de retarder la 

phagocytose par activation de la PKCζ (Protéine Kinase C) régulant positivement les facteurs 

de virulence nécessaires à la survie dans les phagosomes (Allen and Allgood, 2002 ; Schwartz 

and Allen, 2006 ; Borlace et al., 2012). 
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3.2.2.3.3. Echappement du phagosome 

 

De nombreuses méthodes ont été mises en place par les micro-organismes afin de 

s’échapper du phagosome, sans mécanisme spécifique en fonction des catégories de 

pathogènes. C. neoformans est capable d’échapper au phagosome par vomocytose qui est un 

phénomène d’extrusion active. Les bactéries Gram négatif comme Shigella flexneri ou les 

rickettsies ont la capacité de perméabiliser le phagosome et d’utiliser les queues d’actine 

présentes dans la cellule comme moyen d’échappement à la phagocytose. La bactérie 

Francisella tularensis peut s’échapper du cytosol mais aussi utiliser la voie de l’autophagie 

(Smith and May, 2013)(Figure 30).  Les mécanismes mis en place pour échapper au 

phagosome par les bactéries Listeria monocytogenes et Burkholderia pseudomallei, les 

champignons du genre Candida ou encore le protozoaire Trypanosoma cruzi sont détaillés ci-

après. 

 

 
Figure 30 : Stratégies utilisées par différents micro-organismes pour échapper aux 

phagosomes  

(Smith and May, 2013) 
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La bactérie Gram positif L. monocytogenes est capable de se multiplier dans les 

différentes cellules phagocytaires en s’échappant du phagosome. Ce phénomène comprend 

plusieurs étapes allant de la perméabilisation du phagosome à sa rupture. Pour cela, la bactérie 

produit une toxine, la listeriolysine O (LLO) qui forme des pores perméabilisant le 

phagosome. Des molécules produites par l’hôte comme le CFTR (cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator) ou le GILT (γ-inducible lysosomal thiol reductase) 

sont nécessaires à la régulation de la LLO qui, surexprimée, peut entrainer une lyse cellulaire, 

exposant ainsi la bactérie au système immunitaire. Une fois les pores formés dans la 

membrane du phagosome, une combinaison de phospholipases bactériennes associées à des 

molécules produites par l’hôte permet une dégradation complète de la membrane du 

phagosome libérant ainsi la bactérie dans le cytoplasme de la cellule phagocytaire (Portnoy et 

al., 2002 ; Singh et al., 2008 ; Radtke et al., 2011). 

  Burkholderia pseudomallei est une bactérie Gram négatif qui provoque elle-

même son internalisation dans les cellules hôtes. Une fois internalisée, la bactérie se multiplie 

dans le cytoplasme de la cellule et induit la fusion cellule/cellule afin de former des cellules 

géantes multi-nucléées (MNGC). Le mécanisme de survie de la bactérie est encore mal connu, 

cependant, elle utilise le système Inv/Mxi-Spa comme système de sécrétion de type 3 qui ne 

joue qu’un faible rôle dans la perturbation de la maturation du phagosome. Une fois dans le 

cytosol, la bactérie produit et utilise le facteur RpoS pour induire des protrusions 

membranaires associées aux actines, une fois les MNGC formées (Stevens et al., 2002, 2005). 

 Trypanosoma cruzi est un protozoaire majoritairement tué dans les cellules hôtes 

humaines. Cependant, une faible proportion du parasite réussit à persister dans les cellules. Le 

protozoaire peut être phagocyté par les macrophages mais également être internalisé dans des 

cellules non phagocytaires. Contrairement aux autres micro-organismes, T. cruzi est 

internalisé de manière indépendante de l’actine. L’entrée dans la cellule implique également 
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la polymérisation de microtubules et de la membrane d’autophagosomes contribuant à la 

formation de vacuoles parasitaires. Une fois dans la vacuole, le protozoaire s’en échappe en 

utilisant une molécule formant des pores, Tc-TOX active à pH acide (Romano et al., 2009 ; 

Fernandes et al., 2011). 

Les champignons du genre Candida une fois internalisés par la cellule phagocytaire 

filamentent rapidement avant d’induire une lyse éventuelle de la cellule hôte. Pour cela, au 

cours de sa croissance, le champignon est capable d’inhiber la production de ROS, le 

mécanisme d’action restant à ce jour inconnu. La levure est également capable de sortir du 

phagocyte de manière non lytique comme le champignon C. neoformans (Wellington et al., 

2009 ; Bain et al., 2012). 

 

3.2.2.4. Induction de l’apoptose des cellules phagocytaires 

 

La quatrième stratégie d’échappement à la phagocytose est l’attaque des cellules 

phagocytaires par les pathogènes, avant ou après leur ingestion, par une induction de leur 

apoptose. 

Avant l’ingestion, les pathogènes, particulièrement des bactéries Gram positif sont 

capables d’induire l’apoptose des cellules grâce à des molécules qui vont agir comme des 

enzymes en formant des pores entrainant la lyse de la membrane de la cellule phagocytaire. 

La streptolysine de Streptococcus se lie au cholestérol des membranes et provoque 

l’explosion des granules lysosomaux des neutrophiles, libérant ainsi leur contenu létal dans le 

cytoplasme cellulaire. La leucocide de Staphylococcus agit quant à elle sur la membrane des 

polynucléaires neutrophiles.  D’autres protéines, comme l’exotoxine A de Pseudomonas 

aeruginosa, inhibent la phagocytose en tuant les macrophages, et des exotoxines comme celle 

de Bordetella pertussis diminuent l’activité phagocytaire en rompant l’équilibre cellulaire et 
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en consommant les réserves d’ATP (http://textbookofbacteriology.net/antiphago.htm consulté 

le 30/11/2016). 

D’autres bactéries sont capables de tuer les cellules phagocytaires après leur ingestion. 

Pour cela, elles vont se développer dans la cellule phagocytaire avant de sécréter des 

molécules pouvant traverser la membrane des phagosomes, libérant ainsi les granules 

lysosomales. D’autres bactéries vont sécréter des molécules toxiques après leur croissance 

dans les phagocytes. Ces molécules toxiques vont alors passer à travers la membrane du 

phagolysosome pour se diriger vers d’autres cibles dans la cellule phagocytaire. Cependant, 

les mécanismes ne sont actuellement pas bien compris 

(http://textbookofbacteriology.net/antiphago.htm consulté le 30/11/2016). 
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Chapitre 2 : Objectifs de la thèse
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 Les amibes libres sont des protozoaires ubiquitaires, retrouvées dans de nombreux 

environnements où elles ingèrent par phagocytose des bactéries, des champignons, des virus 

ou d’autres protozoaires (Bowers, 1977). Cependant, certains de ces micro-organismes sont 

capables de résister à la phagocytose et acquièrent ainsi une meilleure résistance aux agents 

antimicrobiens (Greub and Raoult, 2004 ; Adékambi et al., 2006). Dans ce contexte, nous 

nous intéressons à la nutrition des amibes et à certains mécanismes pouvant s’y rapporter. 

La première partie de la thèse concerne la préférence trophique des amibes. Pour y 

répondre, deux amibes libres A. castellanii et V. vermiformis sont mises en présence de 

différents micro-organismes, en particulier de bactéries Gram négatif et Gram positif. Après 

avoir déterminé lesquelles d’entre elles possèdent le meilleur pouvoir attractif, on explore le 

fait que cette attractivité puisse être liée à des molécules diffusibles. Les composants 

bactériens d’intérêt sont ensuite fractionnés grâce à différentes méthodes séparatives et leur 

nature moléculaire déterminée.   

D’autre part, dans la littérature, les amibes et les macrophages sont régulièrement 

comparés, principalement pour leur capacité à phagocyter les micro-organismes (Siddiqui and 

Khan, 2012). Certains auteurs évoquent même la possibilité d’utiliser un modèle amibe pour 

étudier les interactions de différents pathogènes avec les macrophages, qui sont également des 

cellules phagocytaires (Cardas et al., 2012). La deuxième partie de la thèse concerne donc la 

comparaison des comportements d’A. castellanii et de la lignée macrophagique Thp-1 vis-à-

vis de quatre micro-organismes pathogènes : les bactéries Klebsiella pneumoniae et 

Staphylococcus aureus, le champignon filamenteux Aspergillus fumigatus et un adénovirus 

humain de sérotype B3, à travers des expérimentations de 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, deux souches fongiques ainsi qu’une 

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

 

Tableau 2 : Souches de micro-organismes utilisés dans l’étude 

Micro-organismes pathogènes Sources 

Stenotrophomonas maltophilia Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers) 

Staphylococcus aureus Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers) 

Staphylococcus epidermidis Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers) 

Escherichia coli Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers) 

Streptococcus pneumoniae Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers) 

Klebsiella pneumoniae Laboratoire de Bactériologie (CHU de Poitiers) 

Candida albicans Laboratoire de Parasitologie (CHU de Poitiers) 

Aspergillus fumigatus Institut Scientifique de Santé Publique (Belgique) 

adénovirus sérotype B3 Laboratoire de Virologie (CHU de Poitiers) 

 

 Les souches bactériennes et la souche de C. albicans utilisées dans cette étude sont 

issues de prélèvements de patients et identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF 

(VITEK MS, BioMérieux). Le virus correspond également à une souche clinique isolée d’un 

patient. Le sérotypage de la souche d’Adénovirus a été effectué par le Centre National de 

Référence des Enterovirus/Parechovirus (Laboratoire de virologie, hôpital de la Croix 
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Rousse, Hospices Civils de Lyon). Le champignon filamenteux A. fumigatus provient de 

l’environnement. 

 

1.2. Lignées Cellulaires  

 

Une lignée de monocytes ainsi qu’une lignée de cellules humaines sont utilisées dans 

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

aiguë monocytaire. Les cellules humaines utilisées sont des cellules Hep-2, lignée cellulaire 

issue d’un carcinome laryngé humain. 

 

1.3. Souches amibiennes 

 

Deux souches amibiennes sont utilisées dans cette étude : Acanthamoeba castellanii 

ATCC 30234 et Vermamoeba vermiformis ATCC 50256. Il s’agit d’amibes libres que l’on 

peut retrouver dans différents environnements et plus particulièrement dans l’eau.  

 

1.4. Conditions de culture 

 

1.4.1. Micro-organismes  

 

1.4.1.1. Bactéries 

 

Les six bactéries utilisées dans cette étude sont cultivées avant expérimentation sur 

milieu gélosé Mueller Hinton (MH) pendant 24 h à 37° C. Le milieu MH est composé pour 

1L d’eau de 300 mL d’infusion de viande de bœuf, 17,5 g de caséine, 1,5 g d’amidon de maïs 
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et 17 g d’agar, à un pH = 7,4. Le milieu est ensuite autoclavé pendant 15 min à 121° C, puis 

coulé en boîtes de Pétri. Les bactéries sont ensuite récoltées dans le milieu d’expérimentation. 

Pour certaines études, les bactéries sont également cultivées en milieu liquide 

lysogeny broth (LB) pendant 24 h à 37° C sous agitation à 180 rpm. Le milieu LB est 

composé pour 1 litre de milieu de 10 g de peptone, 5 g d’extrait de levures et 10 g de NaCl. Il 

est ensuite autoclavé pendant 15 min à 121° C. 

 

1.4.1.2. Surnageant de culture bactérienne 

 

Après incubation des bactéries en milieu liquide LB pendant 24 h à 37° C sous 

agitation à 180 rpm, la culture est centrifugée pendant 10 min à 10000 g. Le surnageant ainsi 

obtenu est récupéré puis filtré (porosité de 0,22 µm) afin d’éliminer les bactéries 

potentiellement restantes. Ce surnageant est utilisé pour certaines expérimentations. 

 

1.4.1.3. Souches fongiques 

 

C. albicans est cultivé sur milieu gélosé Sabouraud pendant 48h à 37°C. A. fumigatus 

est cultivé sur le même milieu, mais pendant 5 jours à 27°C. Les levures ou les conodies 

aspergillaires sont ensuite récoltées dans du PBS, lavées deux fois puis remises en suspension 

dans le milieu d’expérimentation. Dans le cas d’A. fumigatus, une filtration (70 µm) permet 

d’éliminer les hyphes. Le milieu Sabouraud est composé pour 1 L de milieu de 10 g de 

peptone, 35 g de glucose, 15 g d’agar à un pH = 6. Il est ensuite autoclavé pendant 15 min à 

121°C et coulé en boîtes de Pétri.  
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1.4.1.4. Virus 

 

La souche d’adénovirus de sérotype B3 a été isolée sur cellules Hep-2 et conservée au 

congélateur à -80°C. Après décongélation, le virus est cultivé sur cellules Hep-2 pendant 5 

jours à 37 °C sous 5 % de CO2, afin de permettre sa multiplication, puis sa titration. 

 

1.4.1.5. Amibes 

 

A. castellanii est cultivé en flasques de 150 cm² dans du milieu PYG (Proteose 

peptone, Yeast extract, Glucose) à 27°C. Le PYG est composé de : 2 % de protéose peptone, 

0,1 % d’extrait de levure et 0,1 % de glucose supplémentés avec MgSO4·7H2O 4 mmol.L-1, 

CaCl2·2H2O 0,4 mmol.L-1, citrate de sodium dihydraté 3,4 mmol.L-1, Na2HPO3·2H2O 2,5 

mmol.L-1, KH2PO4 2,5 mmol.L-1 et Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O à 0,5 mmol.L-1 à un pH = 6,5. 

V. vermiformis est cultivé en flasques de 150 cm² dans du milieu PYNFH (Peptone - 

Yeast  extract- Nucelic acid - Folic acid – Hemin) à 27°C. Le PYNFH est composé pour 1 L 

d’eau de : 10 g de proteose peptone, 10 g d’extrait de levure supplémentés avec 1 g d’acide 

ribonucléique, 15 mg d’acide folique, 1 mg d’hémine, 0.2 g Na2HPO4·2H2O, 0.36 g KH2PO4 

et 100 mL SVF (Sérum de Veau Fœtal) inactivé par la chaleur, à un pH = 6,5 

Pour certaines expérimentations, les deux souches amibiennes sont également 

incubées dans de l’eau provenant du réseau hospitalier et filtrée à 0,22 µm (cette partie 

concernant les relations A. fumigatus et amibes libres) ou dans du PAS (Page’s modified 

Neff’s amoeba saline). Le PAS est composé pour 1 L d’eau de 120 mg NaCl, 4 mg 

MgSO4·7H2O, 4 mg CaCl2·2H2O, 142 mg Na2HPO4 et 36 mg KH2PO4. 
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1.4.2. Lignées cellulaires 

 

1.4.2.1. Macrophages 

 

Les monocytes Thp-1 sont cultivés en flasques de 150 cm² dans du RPMI-1640 

supplémenté avec 10 % de SVF inactivé par la chaleur, 1% de streptomycine et 1 % de 

pénicilline, à 37°C en présence de 5 % de CO2. Les monocytes Thp-1 sont différenciés en 

macrophages pendant 72 h dans du milieu RPMI-1640, avec 50 ng/mL de phorbol-12-

myristate-13-acetate (PMA). Avant utilisation, les macrophages 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 de 150 cm² dans du milieu DMEM 

supplémenté avec 10 % de SVF inactivé par la chaleur, 1 % de streptomycine et 1 % 

pénicilline, à 37°C en présence de 5 % de CO2 pendant 5 jours. 

 

2. Méthodes de microbiologie 

 

2.1. Tests de préférence trophique 

 

Les tests de préférence trophique sont réalisés sur des géloses non nutritives NNA 

(milieu composé pour 1 L d’eau distillée de 20 g d’agar, autoclavé pendant 15 min à 121° C, 

puis coulé en boite de Pétri). Pour cela, un panel de micro-organismes est utilisé (voir tableau 

2). Une goutte de 10 µL de suspension d’A. castellanii contenant 103 trophozoïtes est déposée 
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au centre de la gélose. Chaque micro-organisme testé est alors déposé en une goutte de 10 µL 

(contenant 105 bactéries ou levures) placée à 2 cm de chaque côté des amibes (Figure 31). Les 

géloses sont ensuite incubées à 37° C pendant 72 h et observées toutes les 24 h au microscope 

optique inversé, afin d’observer le déplacement des amibes sur la gélose.  

 

 

Figure 31 : Schéma du test de préférence trophique  

Les pathogènes sont placés à deux cm de chaque côté des amibes 

 

Les mêmes tests sont réalisés avec les bactéries tuées ainsi qu’avec leur surnageant de 

culture, obtenu dans du milieu LB. Ces tests permettent de déterminer si l’attraction des 

amibes est due aux micro-organismes eux-mêmes ou à des molécules qu’ils produiraient.  

 

2.2. Tests de diffusibilité 

 

Les tests de diffusibilité des molécules sont réalisés afin de déterminer si les molécules 

produites par les micro-organismes testés sont diffusibles ou volatiles. Pour cela, une petite 

boite de Pétri contenant du milieu gélosé LB est disposée dans une gélose NNA. Une goutte 

de 10 µL de suspension de trophozoïtes d’A. castellanii (contenant 103 amibes) est déposée 

sur cette même gélose NNA à 2 cm de la gélose LB. Les différents micro-organismes testés, 

2cm2cm

Amibes

Pathogène
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vivants, morts ainsi que leur surnageant sont déposés en une goutte de 10 µL (contenant 105 

micro-organismes) sur la gélose LB (Figure 32). Les boites intérieures sont fermées ou non et 

les géloses sont ensuite incubées à 37° C pendant 72 h et observées toutes les 24 h au 

microscope optique inversé, afin d’observer le déplacement ou non des amibes sur la gélose 

NNA.  

 

 

Figure 32 : Schéma du test de diffusibilité 

Les pathogènes ou leur surnageant sont placés à 2 cm des amibes 

 

2.3. Tests de co-culture 

 

2.3.1. Co-culture cellules phagocytaires et bactéries 

 

Les co-cultures sont réalisées dans des microplaques de 96 puits. Pour cela, 100 µL 

d’une suspension de trophozoïtes d’amibes ou de macrophages (contenant 105 cellules) 

réalisée dans du PAS contenant 10% de RPMI (PAS-RPMI) sont distribués dans chacun des 

puits de la microplaque. Les microplaques sont incubées pendant 2 h à 27° C pour les amibes 

et à 37° C sous 5% de CO2 pour les macrophages, afin de permettre aux cellules d’adhérer au 

fond des puits. Les bactéries sont, quant à elles, récoltées dans ce même milieu PAS-RPMI, 

Amibes

Pathogène
2cm
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puis 100 µL de la suspension contenant 104 bactéries (soit une multiplicité d’infection (MOI) 

de 0,1) sont ajoutés dans les puits. Les co-cultures sont ensuite incubées pendant 3, 6, 24 et 48 

h à 27° C pour les amibes ou à 37° C sous 5% de CO2 pour les macrophages. Après 

incubation, 20 µL de la co-culture sont prélevés dans chaque puits et des dilutions en séries 

réalisées dans du PBS. Ces suspensions sont ensuite ensemencées sur des géloses MH et 

incubées à 37° C pendant 24 h avant dénombrement des colonies. Les témoins sont réalisés en 

incubant des bactéries dans du PAS-RPMI sans amibe ni macrophage. Chaque expérience est 

reproduite trois fois, en triplicate. 

 

2.3.2. Co-culture cellules phagocytaires et A. fumigatus 

 

Les co-cultures sont réalisées dans des microplaques 96 puits. Pour cela, 100 µL de 

suspension de trophozoïtes amibiens ou de macrophages (contenant 105 cellules) réalisée soit 

dans du PAS-RPMI soit dans de l’eau du réseau hospitalier sont distribués dans chacun des 

puits de la microplaque. Les microplaques sont incubées pendant 2 h à 27° C pour les amibes 

et à 37°C sous 5% de CO2 pour les macrophages, afin de permettre aux cellules d’adhérer au 

fond des puits. Les conidies d’A. fumigatus sont récoltées dans le milieu PAS-RPMI ou dans 

de l’eau du réseau hospitalier, puis 100 µL de la suspension fongique contenant 105 conidies 

(MOI = 1) sont ajoutés dans les puits. Les co-cultures sont ensuite incubées pendant 48 et 96 

h à 27° C pour les amibes ou à 37° C sous 5% de CO2 pour les macrophages. Après 

incubation, 20 µL de la co-culture sont prélevés dans chaque puits et des dilutions en séries 

sont réalisées dans du PBS. Les suspensions sont ensuite ensemencées sur des géloses 

Sabouraud et incubées à 37° C pendant 72 à 96 h avant dénombrement des colonies. Les 

témoins sont réalisés en incubant A. fumigatus dans du PAS-RPMI ou de l’eau du réseau 
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hospitalier sans amibe ni macrophage. Chaque expérience est reproduite trois fois, en 

triplicate. 

 

2.3.3. Co-culture cellules phagocytaires et virus 

 

Les co-cultures sont réalisées dans des microplaques 24 puits. Pour cela, 1 mL de 

suspension de trophozoïtes amibiens ou de macrophages (contenant 5.105 cellules) réalisée 

dans du RPMI est distribué dans chacun des puits de la microplaque. Les microplaques sont 

incubées pendant 2 h à 27° C pour les amibes et à 37°C sous 5% de CO2 pour les 

macrophages afin de permettre aux cellules d’adhérer au fond des puits. 100 µL d’une 

suspension d’adénovirus réalisée en RPMI contenant 5.104 doses infectieuses (DICT50), soit 

une multiplicité d’infection (MOI) de 0,1, sont ensuite ajoutés dans les puits. Les co-cultures 

sont ensuite incubées pendant 1, 24, 48 et 72 h à 27° C pour les amibes ou à 37° C sous 5% de 

CO2 pour les macrophages. Chaque expérience est reproduite trois fois, en triplicate. 

 

2.4. Tests de co-incubation 

 

2.4.1. Co-incubation de K. pneumoniae avec le surnageant amibien 

 

Des trophozoïtes (5.105/ mL) d'A. castellanii sont incubés à 27 ° C pendant 72 h dans 

du PAS. La suspension amibienne est ensuite centrifugée (1500 t/min pendant 7 min) et le 

surnageant récupéré. 100 µL de ce surnageant de culture amibienne vont alors être distribués 

dans les puits d’une microplaque 96 puits et 100 µL d’une suspension de K. pneumoniae 

(contenant 5.104 bactéries) réalisée en PAS sont ajoutés au surnageant ou dans du PAS en tant 

que témoin. On réalise alors une incubation à 27 ° C pendant 3, 6, 24 et 48 h. Pour estimer la 
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viabilité bactérienne, 20 µL de la co-incubation sont ensuite prélevés dans chaque puits et des 

dilutions en séries sont réalisées dans du PBS. Les suspensions sont ensuite ensemencées sur 

des géloses MH et incubées à 37° C pendant 24 h avant dénombrement des colonies. Chaque 

expérience est reproduite trois fois, en triplicate. 

 

2.4.2. Co-incubation d’A. fumigatus avec le surnageant amibien 

 

Des trophozoïtes (5.105 / mL) de chaque souche d'amibes libres ont été incubés à 27° 

C pendant 72 h dans du PAS ou dans l'eau du réseau hospitalier filtrée. Les suspensions 

amibiennes sont ensuite centrifugées (1500 t/min pendant 7 min) et le surnageant récupéré.  

100 µL de ces surnageants sont distribués dans les puits d’une microplaque 96 puits et 100 µL 

de suspension d’A. fumigatus (contenant 5.104 conidies) réalisée en PAS ou dans de l’eau du 

réseau hospitalier sont ajoutés au surnageant amibien, au PAS ou à l’eau de l’hopital, puis 

incubés à 27° C pendant 48 et 96 h. Après incubation, 20 µL sont prélevés dans chaque puits 

et des dilutions en séries sont réalisées dans du PBS. Les suspensions sont ensuite 

ensemencées sur des géloses Sabouraud et incubées à 37° C pendant 72 à 96 h avant 

dénombrement des colonies. Chaque expérience est reproduite trois fois, en triplicate. 

 

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

cellules phagocytaires 

 

100 µL d'une suspension de cellules phagocytaires en PAS-RPMI (contenant 105 

cellules) sont déposés dans chaque puits d'une microplaque de 96 puits. Puis, 100 µl de PAS-

RPMI contenant 104 bactéries (MOI = 0,1) sont ajoutés. Après 3 ou 24 h d'incubation, 50 µg / 

mL de gentamicine sont ajoutés et les co-cultures sont incubées 2 h à température ambiante 



 

100 

(Akya et al., 2009). Chaque puits est ensuite lavé trois fois avec du PAS pour éliminer 

l'antibiotique, puis son contenu est remis en suspension dans 100 µL de PAS-RPMI et les 

plaques sont incubées 24 ou 48 h à 27 ° C pour les amibes ou à 37 ° C sous 5% pour les 

macrophages Thp-1. Les témoins sont réalisés en incubant des bactéries dans du PAS-RPMI 

sans cellule phagocytaire et sans gentamicine. 

Après cette incubation, 20 µL de la co-culture sont prélevés dans chaque puits et des 

dilutions en séries sont réalisées dans du PAS-RPMI. Les suspensions sont ensuite étalées sur 

des géloses MH et incubées à 37° C pendant 24 h avant dénombrement 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 peut être estimée par 

spectrophotométrie (longueur d’onde : 600 nm). Cette méthode est utilisée pour la préparation 

des suspensions bactériennes utilisées dans les différentes expérimentations. Une densité 

optique (DO) égale à 1 correspond à une concentration de 109 bactéries / mL. 

 

2.6.2. Par numération des unités formant colonies (UFC) 

 

La numération bactérienne ou fongique après les expérimentations est réalisée par 

dénombrement des UFC. Pour cela, un volume de 10 µL des dilutions des différents 

échantillons est ensemencé sur milieu gélosé adéquat, puis incubé pendant 24 h à 37° C pour 

les bactéries et pendant 72 à 96 h à 27°C pour A. fumigatus.  Le nombre de colonies est 
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ensuite compté, correspondant au nombre de micro-organismes cultivables présents dans 

l’échantillon. 

 

2.6.3. Par numération sur cellule de comptage 

 

La numération des amibes, des monocytes mais aussi des conidies est réalisée sur des 

cellules de comptage Kova d’un volume global estimé à 1 µL. Après remplissage, la cellule 

est observée au microscope optique, à l’objectif x20 pour permettre le dénombrement des 

cellules 

 

2.7. Viabilité des cellules 

 

La viabilité des amibes ou des macrophages est déterminée par ajout de bleu de trypan 

0,4% aux cultures ou co-cultures. Puis les suspensions de cellules phagocytaires sont 

déposées dans une cellule de Kova observée ensuite au microscope optique. Les cellules 

vivantes apparaissent sans coloration alors que les cellules mortes sont visualisées en bleu. 

 

2.8. Titrage des virus  

 

Le titrage est réalisé en plaque 96 puits. Les solutions de virus à titrer sont diluées en 

DMEM supplémenté en SVF et antibiotiques en séries de raison 10, de 10-1 à 10-9. Chacune 

des dilutions est distribuée en colonne dans la plaque à hauteur de 25 µL par puits. 100 µL 

d’une suspension de cellules Hep-2 à 100 000 cellules / mL en DMEM supplémenté en SVF 

et antibiotiques sont ajoutés dans les puits. La plaque est ensuite agitée pour assurer une 

répartition harmonieuse des cellules dans le puits et incubée pendant 4 jours à 37° C sous 5 % 
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de CO2 avec une observation quotidienne de la nappe cellulaire au microscope optique 

inversé. Les puits montrant un effet cytopathique (ECP) constitué de cellules chutées sont 

considérés comme positifs tandis que les puits où la nappe cellulaire est intacte sont négatifs. 

Lorsque l’ECP a cessé de progresser, on calcule le titre infectieux des adénovirus par la 

méthode de Reed et Muench (Reed and Muench, 1938) permettant de déterminer la dilution 

théorique de suspension virale produisant un ECP chez 50% des puits inoculés et qui 

correspond à une TCID50 (Tissue Culture Infective Dose). 

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

 

Tableau 3 : Exemple de calcul du titre des virus 

 
 

 Dans ce cas, la dilution pour laquelle on retrouve 50 % de puits avec un ECP se trouve 

entre 10-b et 10-c. La formule alors appliquée pour obtenir le titre du virus est : 

 

Soit ici, la TCID50 correspond à une dilution de la suspension virale de 10-b,6. Le titre 

de la suspension virale est donc de 10b,6 TCID50 dans 25µl de virus soit 40x10b,6 TCID50 / mL.  

 

 

Dilutions virales
Nombre de puits 

ECP+

Nombre de puits 

intacts

Réponses 

cumulées ECP+

Réponses 

cumulées intacts

% de réponses + 

cumulées

10-a 8 0 17 0 17/17=100 %

10-b 6 2 9 2 9/11 = 82 %

10-c 3 5 3 7 3/10 = 30 %

10-d 0 8 0 15 0/15 = 0 %

% supérieur à 50 % -50

% supérieur à 50 % - % inférieur à 50 %



 

103 

2.9. Inhibition de l’adhérence 

 

Ces tests sont réalisés suivant le protocole de Medina et al. (Medina et al., 2014). Des 

monocouches de trophozoïtes d'amibes ou des cellules THP-1 réalisées dans des microplaques 

24 puits sont traitées pendant 90 min avec du PAS-RPMI contenant 100 mM de glucose, de 

galactose, de mannose, de rhamnose, de fructose ou de mannane, à 27 ° C pour les amibes ou 

à 37 ° C sous 5% de CO2 pour les macrophages. Après trois lavages avec du PAS-RPMI les 

pathogènes (A. fumigatus, K. pneumoniae et S. aureus) sont ajoutés à une MOI de 5 aux 

cellules prétraitées par les sucres ou non puis les microplaques sont incubées à 27 ° C (pour 

les amibes) ou à 37 ° C sous 5% de CO2 (pour les macrophages) pendant 1 h. Les puits sont 

ensuite lavés trois fois avec du PBS, pour éliminer les pathogènes non adhérés aux cellules. 

Afin d’estimer le nombre de pathogènes restants, donc ayant adhéré aux cellules 

phagocytaires, le contenu des puits est dilué en série et les dilutions ensemencées sur des 

géloses Sabouraud à 27° C pendant 72 à 96 h pour A. fumigatus et des géloses MH pendant 24 

h à 37° C avant dénombrement des colonies. Les témoins sont réalisés dans le même milieu 

en absence de sucres. Chaque expérience est reproduite trois fois, en triplicate. 

 

2.10. Test d’adhérence et d’internalisation 

 

Les tests d’adhérence et d’internalisation sont réalisés uniquement avec A. fumigatus. 

Des monocouches de trophozoïtes d'amibes ou de macrophages sont réalisées dans du PAS 

(amibes) ou du PAS-RPMI (marophages). Une suspension de conidies d’A. fumigatus réalisée 

soit en PAS soit en PAS-RPMI leur est ajoutée à une MOI de 5. Ces co-cultures sont ensuite 

incubées pendant 15 min, 30 min, 1 h, 2 h et 4 h à 27 ° C pour les amibes ou à 37 ° C sous 5% 

de CO2 pour les macrophages. A chaque temps d’incubation, le surnageant de culture est 
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éliminé, et les puits lavés deux fois avec du PAS afin d'éliminer les conidies non adhérentes. 

Le contenu des puits est ensuite fixé à froid avec du méthanol puis coloré au Giemsa. Deux 

cents cellules par puits sont alors observées afin de déterminer le pourcentage de (i) conidies 

adhérentes et (ii) de conidies internalisées.  

Le marquage des conidies avec 5 µg / mL de CalcoFluor White (CFW) pendant 30 

min à 27 ° C permet une meilleure visualisation des conidies internalisées. Après trois lavages 

avec du PAS, les conidies marquées sont ajoutées aux cellules phagocytaires (trophozoïtes et 

macrophages) à une MOI de 5. Après 15 min, 30 min, 1 h, 2 h et 4 h d'incubation, le 

surnageant de culture est éliminé et les puits sont lavés deux fois avec du PAS afin d'éliminer 

les conidies non adhérentes. Pour déterminer le taux de conidies internalisées, on ajoute du 

bleu de trypan, qui va permettre d’éteindre la fluorescence des conidies non internalisées, 

facilitant le repérage des conidies internalisées (Scott and Woods, 2000 ; Dementhon et al., 

2012). Chaque expérience est reproduite trois fois, en triplicate. 

 

3. Méthodes de biologie moléculaire 

 

3.1. Extraction d’ADN 

 

Les co-cultures cellules phagocytaires-virus sont centrifugées à 1500 rpm pendant 7 

min pour les amibes et 250 rpm pendant 5 min pour les macrophages. L’ADN total contenu 

dans les co-cultures est extrait de 200µl de surnageant et de la totalité du culot cellulaire grâce 

à la trousse QIAamp® DNA mini de Qiagen, selon les instructions du fabricant. A la fin de 

l’extraction, l’ADN est élué dans 200 µL de tampon d’extraction et stocké à -20°C avant 

analyse. 
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3.2. PCR quantitative (qPCR) 

 

La trousse ADENOVIRUS ELITe MGBTM de BioSystems permet la détection et la 

quantification par PCR en temps réel de l'ADN des adénovirus. 20µl de la solution d’ADN 

extrait du surnageant ou du culot cellulaire sont ajoutés au mélange réactionnel de PCR fourni 

dans la trousse, contenant deux amorces et une sonde hybridant la totalité des sérotypes du 

genre Adenovirus, puis soumis à amplification génique selon la technologie TaqManTM sur le 

thermocycleur ABI Prism 7500 (Applied Biosystems). Une gamme de dilution, de 2*107 à 

2*103 copies/ml, d’une solution d’ADN viral de concentration connue est utilisée pour 

concevoir une droite d’étalonnage permettant la quantification absolue du virus dans les 

échantillons testés.  

Un programme d’amplification de 45 cycles est réalisé sur le thermocycleur suivant le 

protocole décrit ci-dessous : 

2 minutes       50°C 
2 minutes      95°C       

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

Dans la technologie TaqManTM, la sonde porte en 5’ un fluorophore donneur appelé 

reporter et en 3’ le fluorophore accepteur appelé également quencher. Lorsque cette sonde 

d’hybridation est intacte, le quencher absorbe l’énergie qui lui est transmise suite à 

l’excitation du reporter mais n’émet aucune fluorescence. 

Au cours de la phase d’élongation, l’activité exonucléasique de la Taq polymérase 

entraine une hydrolyse de la sonde. L’éloignement des 2 fluorophores libère alors le donneur 

du quenching, et le photon d’émission qu’il émet peut alors être détecté. L’intensité de la 

fluorescence proportionnelle à la quantité de sonde hydrolysée est mesurée à la fin de chaque 

cycle d’amplification et est fonction de la quantité d’ADN amplifiée. 
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4. Méthodes biochimiques 

 

4.1. Extraction en phase solide 

 

Cette étape va permettre le fractionnement des molécules présentes dans les 

surnageants de culture de K. pneumoniae et S. aureus sur une cartouche C18 d’extraction en 

phase solide (Sep-Pak plus Cartridges, Waters). La cartouche est fixée sur une seringue en 

verre, lavée avec 10 mL d’éthanol puis conditionnée par 5 mL d’acétonitrile (ACN) et 10 mL 

d’eau. 10 mL de surnageant de culture non filtré sont alors chargés sur cette cartouche. Pour 

cela, le surnageant est placé dans la seringue puis élué en goutte à goutte permettant ainsi la 

fixation des molécules présentes dans le surnageant sur la silice se trouvant dans la cartouche. 

L’élution des molécules fixées sur la cartouche est ensuite réalisée avec 10 mL d’un 

mélange (v:v) d’acétate d’ammonium 20 mM et d’ACN à différentes concentrations (0 %, 10 

%, 20 %, 40 %, 60 %, 80 %, et 100 %). Cette étape permet le fractionnement des molécules 

contenues dans le surnageant de culture en fonction de leur polarité. Les différentes fractions 

récoltées sont ensuite lyophilisées puis reprises dans 1 mL d’un mélange eau / acétonitrile 

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

 

4.2. Chromatographie liquide haute performance en phase inverse (HPLC) 

 

Les molécules contenues dans les fractions d’intérêt attirant les amibes et obtenues par 

extraction en phase solide sont séparées par HPLC en phase inverse avec une colonne 

analytique C18 Acclaim® 120 (5 µm, 120 Å, 4,6x150 mm). L’élution est réalisée avec un 

gradient eau-TFA (0,1%) / ACN-TFA (0,1%) et un débit de 0,8 mL / minute. La détection des 
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molécules est réalisée à 205, 220 et 280 nm. Deux gradients sont utilisés : un pour K. 

pneumoniae et un pour S. aureus. Les fractions récoltées sont ensuite lyophilisées puis 

reprises dans un mélange eau / acétonitrile (90:10) afin de les concentrer dix fois et de tester 

leur activité. 

Le gradient utilisé pour K. pneumoniae débute à 20 % d’ACN pendant 5 min puis 

augmente jusqu’à 40 % de façon linéaire pendant 60 min, enfin, il atteint en 5 min un plateau 

à 80 % où il reste constant pendant 5 min. 

Le gradient utilisé pour S. aureus débute à 15 % d’ACN pendant 5 min puis augmente 

jusqu’à 45 % de façon linéaire pendant 45 min, enfin, il atteint en 5 min un plateau à 60 % où 

il reste constant pendant 5 min. 

 

4.3. Spectrométrie de masse 

 

Les molécules purifiées par HPLC en phase inverse sont analysées par spectrométrie 

de masse en électrospray (ESI-MS), sur un appareil Xevo Q-TOF (Waters). L’analyse se fait 

en injection directe dans un mélange eau-acide formique (0,1%) / ACN-acide formique 

(0,1%). L’analyse est effectuée pendant 5 min à 50 % d’ACN. L’acquisition en masse a été 

réalisée avec les paramètres suivants : mode positif ou négatif, voltage du cône = 30 V, 

détection entre 100 et 3000 Da. 
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4.4. Détermination de la nature des molécules d’intérêt 

 

4.4.1. Détection des sucres 

 

La détection des sucres se fait à l’aide d’une solution d’anthrone. Cette méthode est 

basée sur la déshydratation intramoléculaire des oses en milieu acide à chaud. Des différences 

de couleurs sont observables (bleu-vert pour les hexoses et brun-rouge pour les pentoses) 

rendant la technique assez spécifique. 

Une solution d’anthrone à 0,2 % est préparée dans un mélange eau / acide sulfurique 

dans un rapport 1 : 3. Un volume de 10 µL d’échantillon à tester est déposé sur une plaque de 

silice (TLC Silica gel 60 F254, Merck) pour chromatographie sur couche mince. Lorsque le 

dépôt est sec, la plaque est plongée dans la solution d’anthrone puis chauffée à 80°C pendant 

2 min. En présence de sucre, l’échantillon deviendra bleu ou rouge. 

 

4.4.2. Détection des lipides 

 

La détection des lipides se fait à l’aide d’une solution de primuline. La primuline se lie 

de façon non covalente à des structures lipidiques et permet leur visualisation sous UV. Une 

solution de primuline à 5% est préparée dans un mélange acétone/eau dans un rapport 8 : 2 

(v/v). Un volume de 10 µL d’échantillon à tester est déposé sur une plaque de silice pour 

chromatographie sur couche mince. Lorsque le dépôt est sec, la plaque est plongée dans la 

solution de primuline puis séchée avant d’être visualisée sous UV. En présence de lipides, 

l’échantillon formera une tache brune. 
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4.4.3. Détection des peptides 

 

La détection des peptides se fait à l’aide d’une solution de ninhydrine. La ninhydrine 

réagit avec les acides aminés selon une suite de réactions aboutissant à la formation d’imines. 

Une solution de ninhydrine à 0,2% est préparée dans de l’éthanol absolu. Un volume de 10 µL 

d’échantillon à tester est déposé sur une plaque de silice pour chromatographie sur couche 

mince. Lorsque le dépôt est sec, la plaque est plongée dans la solution de ninhydrine puis 

chauffée à 80°C pendant 2 min. En présence de peptides, l’échantillon prendra une couleur 

rose. 

 

5. Microscopie 

 

5.1. Microscopie optique inversée 

 

L’observation au microscope optique inversé est réalisée lors des tests de préférence 

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

géloses. 

 

5.2. Microscopie électronique à transmission 

 

Les expérimentations de microscopie électronique à transmission (MET) sont réalisées 

au laboratoire d’Anatomie et Cytologie Pathologiques du CHU de Poitiers. 

Les co-cultures sont réalisées dans des flacons de culture cellulaire puis détachées par 

grattage avant d’être centrifugées 7 min à 1500 g. Le surnageant est alors éliminé et le culot 

remis en suspension dans du glutaraldéhyde à 3% (concentration de 0,1 mol/L et pH = 7,2). 
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L’échantillon est alors placé à 4°C au minimum 2 h, avant d’être lavé trois fois avec du 

tampon phosphate. Il est ensuite fixé une nouvelle fois dans le tétroxyde d’osmium à 1% 

pendant 1 h à 4°C, puis lavé trois fois dans du tampon phosphate. 

Après fixation des cellules, un pré-enrobage en agar est nécessaire afin de pouvoir 

déshydrater et inclure plus facilement les échantillons. Pour cela, l’échantillon est centrifugé 7 

min à 500 g puis le surnageant est éliminé et remplacé par de l’agar liquide réchauffé 

(HistoGel™). Les cellules sont homogénéisées puis centrifugées 10 min à 1000 g et 

recouvertes de tampon phosphate. L’échantillon est ensuite placé à 4°C afin d’obtenir un bloc 

de gélose solidifié contenant le culot cellulaire. Le bloc de gélose est déshydraté dans des 

bains successifs de concentration croissante en acétone : deux fois 1 min dans un bain 

d’acétone à 50%, 5 min dans un bain d’acétone à 70% et 15 min dans un bain d’acétone à 

90% et enfin quatre bains de 15 min dans de l’acétone pur. 

L’échantillon est ensuite inclus dans l’araldite, résine époxy et hydrophobe. Pour cela, 

l’échantillon est placé 3 h dans un mélange acétone / résine (v/v) puis dans de la résine pure 

au minimum 12 h. L’échantillon est ensuite coulé dans des gélules en gélatine, enrobé de 

résine et polymérisé à 60°C pendant 24 h. 

Lorsque les blocs sont polymérisés, des coupes semi-fines sont obtenues grâce à un 

microtome, déposées sur des lames de verres et colorées au bleu de toluidine puis fixées à 

80°C sur une plaque chauffante. Les lames sont ensuite observées en microscopie photonique 

afin de sélectionner les zones à examiner en MET. Par la suite, des coupes ultra-fines sont 

réalisées grâce à un ultramicrotome, placées sur des grilles et contrastées avec de l’acétate 

d’uranyle et des sels de plomb. L’observation des coupes est réalisée avec un microscope 

électronique à transmission JEOL 1010 équipé d’une caméra. 
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5.3. Immunofluorescence 

 

A la suite des co-cultures amibes-adénovirus ou macrophages-adénovirus, les 

échantillons sont lavés trois fois dans du PBS puis le surnageant est éliminé. Le culot est 

remis en suspension dans ce même tampon et déposé sur une lame qui sera séchée. Les 

cellules sont ensuite fixées : les macrophages dans de l'acétone froid pendant 10 min ce qui 

permet également de les perméabiliser, et les trophozoïtes d’A. castellanii dans du méthanol 

froid pendant 15 min puis 10 min dans du triton à 0,2 % afin de les perméabiliser. La lame est 

ensuite lavée avec du PBS et séchée avant d‘ajouter sur les dépôts l’anticorps monoclonal 

anti-adénovirus FITC (Argène, BioMérieux). La lame est incubée pendant 15 min à 37°C 

dans une chambre humide. Enfin, elle est lavée avec du PBS puis de l’eau distillée et séchée 

avant d’être montée sous lamelle et observée au microscope à fluorescence à l’objectif 40x 

avec de l’huile à immersion. Il s’agit d’un microscope au mercure permettant un spectre 

d’émission bleu, révélant ainsi la fluorescence verte des adénovirus sur la contre-coloration 

rouge des cellules phagocytaires.  
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Chapitre 4 : Résultats
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1. Préférence trophique des amibes 

 

1.1. Etude de la préférence trophique 

 

Les amibes se nourrissent dans l’environnement de micro-organismes comme les 

bactéries et les champignons. Afin de déterminer s’il existe une préférence trophique chez A. 

castellanii et V. vermiformis, ces deux amibes ont été mises en présence des micro-

organismes répertoriés dans le tableau 2.  

Pour cela, un spot de 10 µL d’une suspension de chacun de ces micro-organismes a été 

déposé sur gélose NNA, à deux centimètres de chaque côté d’un spot de 10 µL contenant une 

suspension de chaque amibe. L’ensemble est incubé pendant 72 h afin de permettre et de 

mesurer quotidiennement le déplacement amibien sur la gélose.  

Les résultats montrent que V. vermiformis n’est attirée par aucun des micro-

organismes testés, que ce soit après 24 h, 48 h ou 72 h d’incubation. A. castellanii, quant à 

elle, n’atteint aucun pathogène dans les premières 24 h. Cependant, après 48 h d’incubation, 

l’amibe atteint trois pathogènes : S. maltophilia, S. aureus et K. pneumoniae. Après 72 h 

d’incubation, A. castellanii atteint également E. coli et C. albicans (Tableau 4). Les 

observations ont également montré que la quantité d’amibes se déplaçant vers les pathogènes 

jusqu’à 72 h d’incubation est plus importante avec S. maltophilia, S. aureus et K. pneumoniae.  

Suite à ces premiers résultats, la poursuite de l’étude s’est effectuée avec l’amibe A. 

castellanii et les bactéries S. aureus et K. pneumoniae, ces deux bactéries permettant dans 

chaque groupe (Gram positif ou Gram négatif) la meilleure attractivité amibienne. Elles ont 

également été étudiées dans une autre partie de l’étude pour leurs interactions en co-culture 

avec les amibes. 
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Tableau 4 : Résultats de la préférence trophique des amibes A. castellanii et V. 

vermiformis.  

(-) les amibes n’ont pas atteint le micro-organisme, (+) au moins une amibe a atteint le micro-

organisme, (++) de nombreuses amibes ont atteint le micro-organisme, (+++) de très 

nombreuses amibes ont atteint le micro-organisme. 

 A. castellanii V. vermiformis 

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 

S. maltophilia - + ++ - - - 

S. aureus - + ++ - - - 

S. epidermidis - - - - - - 

E. coli - - + - - - 

S. pneumoniae - - - - - - 

K. pneumoniae - ++ +++ - - - 

C. albicans - - + - - - 

 

1.2. Sécrétion de molécules par les pathogènes sélectionnés 

 

A la suite des premiers résultats, la question posée a été de savoir si les amibes A. 

castellanii étaient attirées par les bactéries K. pneumoniae et S. aureus elles-mêmes, ou bien 

par des molécules sécrétées par ces bactéries. Afin de répondre à cette interrogation, le même 

test d’attractivité que précédemment a été réalisé avec les bactéries tuées ainsi qu’avec leur 

surnageant de culture. Le milieu de culture des bactéries (milieu LB) a été incubé dans les 

mêmes conditions et utilisé comme témoin.  

Les observations après 24 h, 48 h et 72 h d’incubation montrent les mêmes résultats 

que pour les bactéries vivantes. Les amibes A. castellanii sont également attirées par le milieu 

de culture LB mais seulement après 72 h d’incubation et de manière moindre (Tableau 5). 
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Tableau 5 : Résultats de l’attractivité des bactéries tuées ou de leur surnageant sur A. 

castellanii.  

(-) les amibes n’ont pas atteint le pathogène, (+) au moins une amibe a atteint le pathogène, 

(++) de nombreuses amibes ont atteint le pathogène, (+++) de très nombreuses amibes ont 

atteint le pathogène. 

 A. castellanii 

24 h 48 h 72 h 

Milieu LB - - + 

S. aureus tuées - + ++ 

Surnageant S. aureus - + ++ 

K. pneumoniae tuées - ++ +++ 

Surnageant K. pneumoniae - ++ +++ 

 

 Ces résultats suggèrent que les bactéries S. aureus et K. pneumoniae produisent 

une ou plusieurs molécules possédant un pouvoir attractif sur les amibes de l’espèce A. 

castellanii. 

 

1.3. Etude de la diffusibilité ou non des molécules sécrétées 

 

A la suite de ces résultats, l’hypothèse selon laquelle les molécules sécrétées par les 

bactéries K. penumoniae et S. aureus étaient des molécules diffusibles a été posée. Un test de 

diffusibilité a alors été réalisé, permettant de déterminer si les molécules sécrétées étaient 

diffusibles ou volatiles.  

Pour cela, les bactéries K. pneumoniae et S. aureus, ou leur surnageant de culture ont 

été déposés en un spot de 10 µL sur une gélose LB incluse dans une gélose NNA sur laquelle 

était également déposé un spot de 10 µL d’une suspension d’A. castellanii. Les géloses ont 

ensuite été incubées pendant 72 h afin de permettre le déplacement des amibes. 
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Les résultats n’ont montré aucun déplacement amibien, que ce soit vers les bactéries 

vivantes K. pneumoniae et S. aureus ou vers leur surnageant de culture, déposés dans la boite 

de Petri contenant le milieu gélosé LB, qu’elle soit ouverte ou non. La (les) molécule(s) 

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

 

1.4. Fractionnement des surnageants de culture 

 

Les résultats montrant une préférence trophique des amibes A. castellanii pour 

certaines bactéries, et suite au fait que l’attraction des amibes soit due à la sécrétion, par ces 

bactéries, de molécules diffusibles, l’étape suivante a consisté en un essai de caractérisation 

de ces molécules. 

Dans un premier temps, les molécules contenues dans les surnageants de cultures de 

K. pneumoniae et de S. aureus en phase stationnaire de croissance ont été fractionnées par 

extraction en phase solide sur cartouche de phase inverse. L’activité de chaque fraction 

obtenue a été testée de la même manière que pour la détermination de la préférence trophique. 

Les molécules contenues dans le milieu LB ont également été fractionnées de la même 

manière afin de servir de contrôle négatif. 

Cette expérimentation a permis d’identifier une seule fraction attractive pour A. 

castellanii et ce pour chaque chaque condition testée (milieu de culture seul, surnageant de S. 

aureus, surnageant de K. pneumoniae) (Tableau 6).  

Pour le milieu de culture LB, la fraction active correspond à la fraction obtenue lors du 

lavage de la cartouche avec 100 % d’acétate d’ammonium 20 mM. Pour le surnageant de 

culture de K. pneumoniae, la fraction active correspond à la fraction éluée avec 40 % d’ACN. 

Pour le surnageant de culture de S. aureus, la fraction active correspond à la fraction éluée 

avec 20 % d’ACN. Ces résultats confirment que l’attraction des amibes A. castellanii par les 
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bactéries K. pneumoniae et S. aureus n’est pas due à des composés présents dans le milieu de 

culture. De plus, la fraction active pour chaque bactérie étant éluée à des pourcentages 

différents d’ACN, on peut émettre l’hypothèse que les molécules sécrétées par les deux 

bactéries sont différentes. 

 

Tableau 6 : Résultats des tests d’attraction d’A. castellanii par les différentes fractions 

des surnageants de culture.  

(-) les amibes n’ont pas atteint la fraction testée, (+) les amibes ont atteint la fraction testée. 

 
0 % 

ACN 

10 % 

ACN 

20 % 

ACN 

40 % 

ACN 

60 % 

ACN 

80 % 

ACN 

100 % 

ACN 

Milieu LB + - - - - - - 

Surnageant K. 

pneumoniae 
- - - + - - - 

Surnageant S. 

aureus 
- - + - - - - 

 

1.5. Purification des surnageants de culture par HPLC 

 

Les fractions obtenues par extraction en phase solide et possédant une activité 

attractive sur les amibes A. castellanii ont été analysées par HPLC en phase inverse après 

lyophilisation et resuspension dans un mélange eau/ACN (90:10). 

 

1.5.1. Klebsiella pneumoniae 

 

Pour la bactérie K. pneumoniae, la fraction active testée est celle éluée avec 40 % 

d’ACN. Le chromatogramme obtenu est présenté dans la figure 33. 
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Toutes les fractions visibles (correspondant à chacun des pics) ont été récoltées et 

testées en activité. Seules les cinq fractions indiquées par des flèches correspondent aux 

fractions actives. 

 

Figure 33 : Chromatogramme de la fraction éluée à 40 % d’ACN du surnageant de 

culture de K. pneumoniae, obtenu par HPLC en phase inverse.  

Détection à 205 nm. Les pointillés représentent le gradient d’élution exprimé en pourcentage 

d’ACN. Les flèches indiquent les fractions pour lesquelles une activité attractive sur A. castellanii 

est mise en évidence. 

 
De plus, les mêmes extraits ont été analysés à la longueur d’onde 220 nm et les 

résultats obtenus étaient identiques à ceux observés à longueur d’onde 205 nm. Cependant, 

lorsque les extraits sont analysés à la longueur d’onde 280 nm, on ne détecte aucune 
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molécule. Ces résultats suggèrent la présence de molécule de nature protéique (dû à 

l’absorbance à 220 nm), mais sans acide aminé aromatique (dû à l’absorbance à 280 nm). 

 

1.5.2. Staphylococcus aureus 

 

Pour la bactérie S. aureus, la fraction active testée est celle éluée avec 20 % d’ACN. 

Le chromatogramme obtenu est présenté dans la figure 34. 

Toutes les fractions visibles (correspondant à chacun des pics) ont été récoltées et 

testées en activité. Seules les trois fractions indiquées par des flèches correspondent aux 

fractions actives. 

 

Figure 34 : Chromatogramme de la fraction éluée à 20 % d’ACN du surnageant culture 

de S. aureus obtenu par HPLC en phase inverse.  

Détection à 205 nm. Les pointillés représentent le gradient d’élution exprimé en pourcentage 

d’ACN. Les flèches indiquent les fractions pour lesquels une activité attractive sur A. 

castellanii est mise en évidence. 
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De plus, les mêmes extraits ont été analysés à la longueur d’onde 220 nm et les 

résultats obtenus étaient identiques à ceux observés à longueur d’onde 205 nm. Cependant, 

lorsque les extraits sont analysés à la longueur d’onde 280 nm, on ne détecte aucune 

molécule. Ces résultats suggèrent la présence de molécule de nature protéique (dû à 

l’absorbance à 220 nm), mais sans acide aminé aromatique (dû à l’absorbance à 280 nm). 

 

1.6. Détermination de la nature des molécules actives 

 

Chacune des fractions récoltées en HPLC et possédant une activité attractive sur les 

amibes a été testée afin d’en déterminer la nature. Pour cela, 10 µL de chacune des huit 

fractions d’intérêt obtenues par HPLC en phase inverse a été déposée sur une plaque de CCM 

(chromatographie sur couche mince) en trois séries. La première série a été plongée 10 sec 

dans une solution de primuline, séchée puis visualisée sous UV. La deuxième série a été 

plongée 10 sec dans une solution de ninhydrine et chauffée à 80° C pendant 2 min. Enfin, la 

troisième série a été plongée dans une solution d’anthrone puis chauffée à 80° C pendant 2 

min. La primuline permet la visualisation des lipides, la ninhydrine des peptides et l’anthrone 

des glucides. 

Les résultats obtenus pour toutes les fractions sont identiques (Tableau 7). En effet, 

aucun des pics testés n’est positif au test à la primuline ni à l’anthrone, mais tous sont positifs 

au test à la ninhydrine, suggérant que la ou les molécule(s) sécrétée(s) par les bactéries K. 

pneumoniae et S. aureus ne sont ni de nature glucidique ni lipidique, mais uniquement de 

nature protéique ou peptidique, confirmant les résultats obtenus par HPLC en phase inverse. 

 

 



 

122 

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

 Primuline Ninhydrine Anthrone 

K. pneumoniae pic 1 - + - 

K. pneumoniae pic 2 - + - 

K. pneumoniae pic 3 - + - 

K. pneumoniae pic 4 - + - 

K. pneumoniae pic 5 - + - 

S. aureus pic 1 - + - 

S. aureus pic 2 - + - 

S. aureus pic 3 - + - 

 

1.7. Analyse par spectrométrie de masse 

 

Une analyse par spectrométrie de masse des fractions actives obtenues par HPLC en 

phase inverse a été réalisée afin d’identifier les composés présents. Pour une visualisation 

complète de chaque spectre, se rapporter aux annexes. 

 

1.7.1. Klebsiella pneumoniae 

 

1.7.1.1. Analyse de la fraction A 

 

Dans la première fraction analysée, deux molécules ont été sélectionnées (Figure 35), 

la première ayant une masse [M+H]+ de 530,2128 Da et la seconde avec une masse [M+H]+ de 

622,2624 Da. L’analyse du spectre a également montré la présence de massifs isotopiques. 

Ces massifs isotopiques montrent une différence de masse de + 1 Da, due à la présence de 

13C. Ces résultats confirment la présence deux molécules mono-chargées dans l’échantillon. 
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La présence d’adduits sodium [M + Na]+ et potassium [M + K]+ pour chacune des deux 

molécules est également visible avec un écart de masse de 22 Da et 38 Da, respectivement. 

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

le tableau 8.  

 

 

Figure 35 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction A pour K. pneumoniae.  

Molécule de masse [M+H]+ de 530,2128 Da (Rouge) ; Molécule de masse [M+H]+ de 

622,2624 Da (Vert). 

 

1.7.1.2. Analyse de la fraction B 

 

Dans la deuxième fraction analysée, nous avons mis en évidence sept pics (Figure 36), 

avec des masses [M+H]+ de 445,2329 Da ; 562.7814 Da ; 607,2997 Da ; 671,3441 Da ; 

889,3790 Da ; 1124,5491 Da et de 1213,5930 Da.  
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Les molécules de masse 889,3790 Da ; 1124,5491 Da et de 1213,5930 Da ont été 

identifiées grâce à la présence de pics mono et di-chargés et de l’adduit sodium 

correspondant.  

L’analyse du spectre a également montré la présence de massif isotopique due à la 

présence de 13C, avec une différence de masse de + 1 Da pour les mono-chargées, ou + 0,5 Da 

pour les di-chargées. La présence d’adduits sodium [M + Na]+ sur chacune des molécules est 

également visible avec un écart de masse de 22 Da ou de 11 Da pour les molécules di-

chargées. Les différentes masses expérimentales (m/z) visualisées sur le spectre sont 

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

chargées et d’une molécule mono-chargée dans l’échantillon, dans les conditions de 

l’expérimentation. 

 

Figure 36 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction B pour K. pneumoniae.  

Molécule mono-chargée de masse [M+H]+ de  671,3441 Da (Rouge) ;  Molécule mono-

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

Molécule mono-chargée de masse [M+H]+ de 1124,5491 Da (Bleu) et en pointillé bleu la 

molécule di-chargée ; Molécule mono-chargée de masse [M+H]+ de 1213,5930 Da (Orange), 

et en pointillé orange la molécule di-chargée. 
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1.7.1.3. Analyse de la fraction C 

 
Dans la troisième fraction analysée, nous avons montré six pics (Figure 37), avec des 

masses [M+H]+ de 413,2456 Da ; 611,3209 Da ; 661,8516 Da ; 776,0052 Da ; 1221,6224 

Da et de 1322,6680 Da.  

La molécule de masse [M+H]+ 1221,6224 Da a été identifiée grâce à la présence de 

pics mono, di et tri-chargés et des adduits sodium et potassium correspondants. La molécule 

de masse 1322,6680 Da a été identifiée grâce à la présence de pics mono et di-chargés et des 

adduits sodium et potassium correspondants. De plus, la molécule de masse [M+H]+ 776,0052 

Da correspond à la molécule di-chargée, la molécule mono-chargée correspondante n’apparait 

pas sur le spectre, les adduits sodium et potassium correspondant sont également visibles. 

L’analyse du spectre a également montré la présence de massif isotopique car une 

différence de masse (+ 1 Da, + 0.5 Da ou + 0,33 Da) était visible, due à la présence de 13C. La 

présence d’adduits sodium [M + Na]+ sur chacune des molécules est également visible avec 

un écart de masse de 22 Da ou de 11 Da pour les molécules di-chargées et 7,3 Da pour la 

molécule tri-chargée. La présence d’adduits potassium [M + K]+ est également visible sur les 

molécules avec un écart de masse 19 Da pour les molécules di-chargées et 12,67 Da pour la 

molécule tri-chargée. 

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

dans le tableau 8. Ces résultats confirment la présence d’une molécule tri-chargée, d’une 

molécule di-chargée et d’une molécule mono-chargée dans l’échantillon dans les conditions 

de l’expérimentation. 
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Figure 37 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction C pour K. pneumoniae. 

Molécule mono-chargée de masse [M+H]+ de 1221,6224 Da (Rouge) en pointillé rouge la 

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

masse [M+H]+ de 1322,6680 Da (Vert) et en pointillé vert la molécule di-chargée ;  Molécule 

di-chargée de masse [M+H]+  de 776,0052 Da (Pointillés bleu). 

 

1.7.1.4. Analyse de la fraction D 

 

Dans la quatrième fraction analysée, nous avons mis en évidence sept pics (Figure 38), 

avec des masses [M+H]+ de 430,2202 Da ; 545,2800 Da ; 646,2399 Da ; 717,3397 Da ; 

825,9001 ; 1089,5173 Da et de 1269,4742 Da.  

La molécule de masse [M+H]+  1089,5173 Da a été identifiée grâce à la présence de 

pics mono et di-chargés et de l’adduit sodium correspondant. La molécule de masse [M+H]+  

1269,4742 Da a été identifiée grâce à la présence de pics mono, di et tri-chargés et de l’adduit 

sodium correspondant. De plus, les molécules de masse [M+H]+ 717,3397 Da et 825,9001 Da 

[M+Na]+

[M+K]+
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correspondent aux molécules di-chargées, les molécules mono-chargées correspondantes 

n’apparaissent pas sur le spectre, les adduits sodium correspondants sont également visibles.  

L’analyse du spectre a également montré la présence de massif isotopique sur chacun 

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

également visible avec un écart de masse de 22 Da ou de 11 Da pour la molécule di-chargée.  

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

dans le tableau 8. Ces résultats confirment la présence d’une molécule tri-chargée et de trois 

molécules di-chargées dans les conditions de l’expérimentation. 

 

 

Figure 38 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction D pour K. pneumoniae.  

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

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

masse [M+H]+  de 1269,4742 Da (Vert)  et en pointillé vert la molécule di-chargée ; Molécule 

di-chargée de masse [M+H]+ de 717,3397 Da (Pointillé bleu) ; Molécule di-chargée de masse 

[M+H] + de 826,4103 Da (Pointillé orange) 
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1.7.1.5. Analyse de la fraction E 

 
Dans la cinquième fraction analysée, deux molécules ont été mises en évidence avec 

des masses de [M+H]+ 838,0592 Da et de 1256,1160 Da (Figure 39). Ces deux molécules 

correspondent à la même molécule, sous sa forme di et tri-chargée. Cette molécule présente 

un massif isotopique dans ses deux formes visualisées sur le spectre ainsi que l’adduit sodium 

correspondant.  

La présence d’adduits sodium [M + Na]+ sur chacune des deux formes de la molécule 

est également visible avec un écart de masse de 11 Da pour la forme di-chargée et 7,3 Da pour 

la forme tri-chargée. Les différentes masses expérimentales (m/z) visualisées sur le spectre 

sont répertoriées dans le tableau 8. Ces résultats confirment la présence d’une molécule tri-

chargée dans l’échantillon dans les conditions de l’expérimentation. 

 

 

Figure 39 : Spectre ESI-MS de faible énergie la fraction E pour K. pneumoniae. 

(Rouge) Molécule di-chargée de masse [M+H]+ de 1256,6104 Da (Pointillés rouge) et en tiret 

rouge la molécule tri-chargée. 
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1.7.1.6. Récapitulatif des fractions analysées pour K. pneumoniae 

 

 Ces premiers résultats confirment, dans les échantillons analysés, la présence de 

petites molécules avec des masses comprises entre [M + H]+ 530,2128 Da et 1322,6680 Da, 

qui seraient, d’après les tests précédents, des molécules de nature peptidique. Afin de 

déterminer les séquences des différents peptides présents dans les échantillons, une analyse en 

MS-MS (Spectrométrie de masse couplée à la spectrométrie de masse) est actuellement en 

cours.
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Tableau 8 : Tableau récapitulatif des masses expérimentales (m/z) des molécules identifiées et de leurs différentes formes 

 pour le surnageant de K. pneumoniae 

 

Masses expérimentales (m/z) 

Molécules mono-chargées Molécules di-chargées Molécules tri-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+] [M+2Na+] [M+3Na+] [M+K +] 

Fraction 
A 

1 530,2128 552,2294 - - 568,2082 - - - - - - - - - - 

2 622,2824 644,2766 - - 650,3235 - - - - - - - - - - 

Fraction 
B 

1 671,3441 693,3333 714,3377 - - - - - - - - - - - - 

2 889,3978 911,3669 933,3717 - - 445,2329 456,2144 - - - - - - - - 

3 1124,5491 1146,5297 - - - 562,7832 573,7673 584,7674 595,7686 - - - - - - 

4 1213,5930 - - - - 607,2996 618,2997 629,2872 640,2752 - - - - - - 

Fraction 
C 

1 1221,6224 - - - - 611,3209 622,3098 - - 630,2894 413,2456 420,5324 - - 424,8354 

2 1322,6680 - - - - 661,8516 672,8396 - - 680,8050 - - - - - 

3 - - - - - 776,0052 787,3748 - - 795,3459 - - - - - 

Fraction 
D 

1 1089,5173 1111,4928 1133,4949 - - 545,2800 556,2738 567,2567 578,2402 - - - - - - 

2 1269,4515 - - - - 646,2390 - - - - 430,2202 - - - - 

3 - - - - - 717,3397 728,3323 739,3395 750,3252 - - - - - - 

4 - - - - - 825,9001 837,0987 847,9048 859,0073 - - - - - - 

Fraction 
E 

1 - - - - - 1256,6104 1267,6001 1278,5699 1289,5642 - 838,0409 845,8788 852,7110 860,0579 - 
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1.7.2. Staphylococcus aureus 

 

1.7.2.1. Analyse de la fraction A 

 

Dans la première fraction analysée, nous avons identifié une seule molécule dont la 

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

mono et di-chargés et des adduits sodium et potassium correspondants (Figure 40). 

 

 

Figure 40 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction A pour S. aureus.  

Molécule mono-chargée de masse [M+H]+ de 576,2450 Da (Rouge) et en pointillé rouge la 

molécule di-chargée. 

 

L’analyse du spectre a également montré la présence de massif isotopique car une 

différence de masse (+ 1 Da ou + 0.5 Da) était visible, due à la présence de 13C. La présence 

d’adduits sodium [M + Na]+ sur chacune des molécules est également visible avec un écart de 
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masse de 22 Da ou de 11 Da pour la molécule di-chargée. La présence d’adduits potassium 

[M + K] + est également visible avec un écart de masse 19 Da pour la molécule di-chargée. 

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

dans le tableau 9. Ces résultats confirment la présence d’une molécule di-chargée dans 

l’échantillon. 

 

1.7.2.2. Analyse de la fraction B 

 

Dans la deuxième fraction analysée, nous avons identifié trois molécules (Figure 41), 

avec des masses [M+H]+   de 576,2450 Da ; 730,2496 Da et de 860,2996 Da. Les molécules 

de masse [M+H]+  576,2450 Da et 860,2996 Da ont été identifiées grâce à la présence de pics 

mono- et di-chargés et des adduits sodium et potassium correspondants.  

L’analyse du spectre a également montré la présence de massif isotopique car une 

différence de masse (+ 1 Da ou + 0.5 Da) était visible, due à la présence de 13C. La présence 

d’adduits sodium [M + Na]+ sur chacune des molécules est également visible avec un écart de 

masse de 22 Da ou de 11 Da pour les molécules di-chargées. La présence d’adduits potassium 

[M + K] + est également visibles sur les molécules avec un écart de masse 19 Da pour les 

molécules di-chargées. 

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

dans le tableau 9. Ces résultats confirment, dans les conditions de l’expérimentation, la 

présence de deux molécules di-chargées et d’une molécule mono-chargée dans l’échantillon. 
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Figure 41 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction B pour S. aureus.  

Molécule mono-chargée de masse [M+H]+ de 576,2450 Da (Rouge) et en pointillé rouge la 

molécule di-chargée ; Molécule mono-chargée de masse [M+H]+ de 730,2496 Da (Vert) ; 

Molécule mono-chargée de masse [M+H]+ de 860,2996 Da (Bleu) et en pointillé bleu la 

molécule di-chargée. 

 

1.7.2.3. Analyse de la fraction C 

 
Dans la troisième fraction analysée, nous avons identifié trois molécules avec des 

masses [M+H]+  de 530,2128 Da ; 622,2308 Da et de 758,2990 Da (Figure 42). Les molécules 

de masse 622,2308 Da et 758,2990 Da ont été identifiées grâce à la présence de pics mono et 

di-chargés et des adduits sodium et potassium correspondants.  

L’analyse du spectre a également montré la présence de massif isotopique car une 

différence de masse (+ 1 Da ou + 0.5 Da) était visible, due à la présence de 13C. La présence 

d’adduits sodium [M + Na]+ sur chacune des molécules est également visible avec un écart de 

masse de 22 Da ou de 11 Da pour les molécules di-chargées. La présence d’adduits potassium 

[M + K] + est également visibles sur les molécules avec un écart de masse 19 Da pour les 

molécules di-chargées. 

[M+H]+

287,8634
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Les différentes masses expérimentales (m/z) visualisées sur le spectre sont répertoriées 

dans le tableau 9. Ces résultats confirment, dans les conditions de l’expérimentation, la 

présence d’une molécule di-chargée et deux molécules mono-chargées dans l’échantillon. 

 

 

Figure 42 : Spectre ESI-MS de faible énergie de la fraction C pour S. aureus.  

Molécule mono-chargée de masse [M+H]+ de 530,2128 Da (Rouge) ; Molécule mono-chargée 

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

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

molécule di-chargée. 

 

1.7.2.4. Récapitulatif des fractions analysées pour S. aureus 

 
Ces premiers résultats confirment la présence dans les échantillons analysés de petites 

molécules avec des masses comprises entre [M + H]+ 530,2128 Da et 838,3162 Da qui 

seraient d’après les tests précédents des molécules de nature peptidique. Afin de déterminer 

les séquences des différents peptides présents dans les échantillons, une analyse en MS-MS 

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

[M+H]+

313,7386

[M+H]+

380,7294
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Tableau 9 : Tableau récapitulatif des masses expérimentales (m/z) des molécules identifiées et de leurs différentes formes  

pour le surnageant de S. 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 1 576,2450 598,2230 620,2242 - - 287,8634 298,7841 - - 306,0819 

Fraction B 

1 576,2299 598,2263 620,2083 - - 287,8741 298,7622 - - 306,8365 

2 730,2496 752,2190 774,1965 - - - - - - - 

3 838,3162 860,2809 882,2850 - - 419,7192 430,6542 441,6420 452,6334 439,2341 

Fraction C 

1 530,2128 552,1848 574,1622 - - - - - - - 

2 622,2308 644,1950 666,1804 - - 313,7386 324,7612 - - 332,8030 

3 758,2816 780,2582 802,2436 824,2250 - 380,7294 391,7515 402,7718 413,7030 398,6984 
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2. Interaction des pathogènes avec des amibes libres et des macrophages 

 

2.1. Etude des interactions entre K. pneumoniae et les cellules phagocytaires 

 

2.1.1. Article 1 : An observational study of phagocytes and Klebsiella 

pneumoniae relationships: different behaviors 

 

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

 

 K. pneumoniae est une bactérie pathogène responsable, entre autres, de pneumopathies 

et de différentes infections nosocomiales. Ces bactéries sont retrouvées de manière ubiquitaire 

dans l’environnement, plus particulièrement dans le sol et dans l’eau où elles peuvent être en 

relation avec des amibes libres. 

Nous avons souhaité, dans cette étude, explorer les interactions entre K pneumoniae et 

A. castellanii, amibe libre potentiellement retrouvée dans le même environnement. Des 

premières expériences de co-culture ont ainsi été réalisées, montrant une augmentation de la 

croissance bactérienne en présence des amibes, dont la viabilité n’était pas affectée. Les 

mêmes effets sur la prolifération bactérienne ont été, par ailleurs, retrouvés en incubant K. 

pneumoniae avec du surnageant amibien. L’utilisation de gentamicine, capable de tuer les 

bactéries présentes dans le milieu de co-culture, a permis de montrer que K. pneumoniae n’est 

pas internalisée dans l’amibe. Ces résultats ont été confirmés par les images de  microscopie 

électronique à transmission.  

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

libres, dont A. castellanii, et les macrophages, en particulier pour leur capacité de 
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phagocytose. Nous avons donc voulu explorer le devenir de la même bactérie K. pneumoniae, 

cette fois en présence de la lignée macrophagique Thp-1, afin de déterminer s’il était possible 

d’extrapoler les relations “amibes-bactéries” aux relations “macrophages-bactéries”. Des 

expérimentations similaires à celles réalisées avec les amibes libres ont ainsi été réalisées, 

mettant en contact K. pneumoniae et des macrophages. Là encore, une croissance bactérienne 

a été mise en évidence mais l’utilisation de la gentamicine a permis de suspecter 

l’internalisation de la bactérie par les macrophages, résultat confirmé, là encore, par la 

microscopie électronique. Il est à noter que la viabilité des macrophages, à la différence de 

celle des amibes, a été diminuée en présence des bactéries. 

Nous avons également souhaité explorer l’adhérence bactérienne aux deux cellules 

phagocytaires. Des tests d’inhibition de l’adhérence bactérienne en présence de différents 

sucres ont ainsi été réalisés, dont les résultats ont permis d’évoquer le rôle d’un récepteur au 

mannose sur la membrane amibienne, sans influence de ce sucre sur l’adhérence bactérienne 

aux macrophages. 

En conclusion, ce travail a permis de mettre en évidence des différences de 

comportements de l’amibe A. castellanii par rapport aux macrophages vis-à-vis de K. 

pneumoniae. Dans certains cas, il n’est donc pas possible d’extrapoler les résultats d’études 

“ amibes-bactéries” aux relations “macrophages-bactéries”. 
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ARTICLE 1 

 

 

 

An observational study of phagocytes and 

Klebsiella pneumoniae relationships: different 

behaviors 
 

 

 

 

 

 

“Microbes and infection”
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2.1.2. Résultats complémentaires 

 

2.1.2.1. Co-culture K. pneumoniae - V. vermiformis 

 

A la suite des résultats obtenus en présence d’A. castellanii et des macrophages Thp-1, 

nous avons voulu explorer le comportement des bactéries K. pneumoniae en présence des 

amibes V. vermiformis, retrouvées dans les mêmes environnements hydriques. Les bactéries 

ont ainsi été mises en présence de V. vermiformis, puis la croissance bactérienne évaluée par 

dénombrement des UFC. 

Les résultats montrent que la présence de V. vermiformis a un effet positif sur la 

croissance bactérienne. En effet, une augmentation significative de la croissance de K. 

pneumoniae est observée, à partir de 6 h de co-culture et maintenue pendant toute 

l’expérimentation (Figure 43). 

 

 

Figure 43 : Numération des UFC de K. pneumoniae à 3 h, 6 h, 24 h ou 48 h en co-culture 

avec V. vermiformis.  

Toutes les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles 

sont significativement différentes (p < 0,05 pour * et p < 0,001 pour ***). 

 



 
 

 

149 

Ces premiers résultats suggèrent que K. pneumoniae résiste à une phagocytose 

potentielle par V. vermiformis et que la présence de l’amibe stimule la croissance bactérienne. 

 

 
2.1.2.2. Effet de la gentamicine sur la croissance de K. pneumoniae en 

présence de V. vermiformis 

 

Nous avons ensuite souhaité savoir si K. pneumoniae était internalisée ou non par V. 

vermiformis. L’expérience de co-culture a donc été de nouveau réalisée, mais avec ajout ou 

non après 3 h ou 24 h de co-culture de gentamicine, capable de tuer les bactéries non 

internalisées.  

 Lorsque la gentamicine est ajoutée après 3 h de co-culture K. pneumoniae - V. 

vermiformis, une multiplication bactérienne est retrouvée au cours des 48h suivantes (Figure 

44 A). Cependant, lorsque la gentamicine est ajoutée après 24 h de co-culture, aucune 

multiplication bactérienne n’est visible après 24 ou 48h d’incubation post-traitement 

antibiotique malgré une persistance de la viabilité bactérienne tout au long de 

l’expérimentation. (Figure 44 B).  

Ces résultats nous permettent de suspecter une internalisation de K. pneumoniae par V. 

vermiformis, débutant dans les 3 premières heures de contact avec l’amibe avec un maximum 

d’internalisation après 24 h de contact. Ces résultats semblent également confirmer que les 

bactéries K. pneumoniae résistent à la phagocytose par V. vermiformis. 
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Figure 44 : Numération des UFC de K. pneumoniae en co-culture avec V. vermiformis 

après ajout de gentamicine à 3h et 24h de co-culture.  

t2, t24 et t48 représentent la durée de la co-culture après ajout de gentamicine (A) Ajout de 

gentamicine après 3 h de co-culture (B) Ajout de gentamicine après 24 h de co-culture. Toutes 

les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles sont 

significativement différentes (p < 0,05 pour *, p < 0,01 pour ** et p < 0,001 pour ***). 

 

2.1.2.3. Inhibition de l’attachement de K. pneumoniae à V. vermiformis 

 

Nous avons également voulu savoir si, en présence de certains sucres, l’adhérence de 

K. pneumoniae à V. vermiformis était modifiée, pouvant ainsi révéler la présence de 

récepteurs à certains saccharides sur la surface amibienne.  Pour cela, les amibes V. 

vermiformis ont été pré-traitées avec les sucres testés, avant l’ajout de K. pneumoniae. Après 

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

A

B
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aux amibes, puis un dénombrement des UFC après ensemencement des co-cultures a permis 

d’évaluer le nombre de bactéries ayant adhéré.  

Les résultats montrent que la présence de glucose, de rhamnose ou de fructose diminue 

l’attachement de K. pneumoniae à V. vermiformis (Figure 45), suggérant la présence chez V. 

vermiformis de récepteurs différents du récepteur au mannose retrouvé chez A. castellanii 

pour l’adhérence de K. pneumoniae.   

 

Figure 45 : Numération de K. pneumoniae ayant adhéré à V. vermiformis en présence des 

sucres (glucose, galactose, mannose, rhamnose ou fructose).  

Toutes les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles 

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

 

2.1.2.4. Fractionnement du surnageant d’A. castellanii 

 

Les résultats de l’exploration des interactions entre K. pneumoniae et A. castellanii 

ayant montré que l’augmentation de la croissance bactérienne pouvait être obtenue par le 

surnageant de culture amibien, nous avons tenté de purifier les molécules provenant de 

l’amibe et pouvant jouer un rôle dans la croissance bactérienne. 

Le surnageant provenant de l’incubation de A. castellanii dans du PAS a ainsi été 

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

B
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d’ACN pour l’élution des molécules retenues sur la cartouche. Les fractions obtenues ont, par 

la suite, été testées sur la croissance de K. pneumoniae 

Les premiers résultats montrent qu’une seule fraction, retrouvée à 0 % d’ACN, permet 

une augmentation de la croissance bactérienne (Tableau 10), suggérant qu’A. castellanii 

sécrète une ou plusieurs molécules hydrophiles stimulant cette croissance. 

 

Tableau 10 : Effet des fractions du surnageant d’A. castellanii obtenues par Sep-Pak sur 

la croissance de K. pneumoniae.  

(-) pas d’effet sur la croissance de K. pneumoniae, (+) augmentation de la croissance de K. 

pneumoniae. 

 
0 % 

ACN 

10 % 

ACN 

20 % 

ACN 

40 % 

ACN 

60 % 

ACN 

80 % 

ACN 

100 % 

ACN 

Surnageant A. 

castelanii 
+ - - - - - - 

 

2.2. Etude des interactions entre S. aureus et les cellules phagocytaires 

 

2.2.1. Expérience de co-culture 

 

A la suite des résultats obtenus avec K. pneumoniae, nous avons voulu savoir si la 

bactérie S. aureus, bactérie Gram positif avait le même devenir en présence des cellules 

phagocytaires A. castellanii, V. vermiformis ou les macrophages Thp-1. Pour cela, comme 

pour K. pneumoniae, des co-cultures ont été réalisées, mettant en présence les bactéries et les 

cellules phagocytaires.  
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2.2.1.1. Co-culture S. aureus - A. castellanii 

 

La co-culture de S. aureus en présence d’A. castellanii induit un effet positif sur la 

croissance bactérienne, retrouvé dès la 6ème heure de co-culture et maintenu jusqu’à la fin de 

l’expérimentation (Figure 46).  

 

 

Figure 46 : Numération des UFC de S. aureus en co-culture avec A. castellanii 

Toutes les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles 

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

 

2.2.1.2. Co-culture S. aureus - V. vermiformis 

 

La co-culture de S. aureus avec V. vermiformis montre également un effet positif sur la 

croissance bactérienne, plus précoce que lors de la co-culture avec A. castellanii. En effet, une 

augmentation significative de la croissance de S. aureus est observée, à partir de 3 h de co-

culture. Cette augmentation de la croissance bactérienne par rapport au témoin est maintenue 

pendant les 48h de la co-culture. (Figure 47). 
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Figure 47 : Numération des UFC de S. aureus en co-culture avec V. vermiformis.  

Toutes les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles 

sont significativement différentes (p < 0,05 pour * et p < 0,001 pour ***). 

 

Ces résultats suggèrent que S. aureus pourrait résister à la phagocytose par les amibes 

A. castellanii et V. vermiformis et que la présence de ces amibes stimule la croissance 

bactérienne. 

 

2.2.1.3. Co-culture S. aureus - Thp-1 

 

La co-culture de S. aureus avec les macrophages Thp-1 induit là encore un effet positif 

sur la croissance bactérienne, par ailleurs uniquement à partir de la 24ème heure de co-culture 

et maintenue pendant les 48 h de co-culture. (Figure 48). 

Ces résultats suggèrent que S. aureus résiste à la phagocytose par les macrophages 

Thp-1 et que la présence des macrophages peut stimuler la croissance bactérienne. 
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Figure 48 : Numération des UFC de S. aureus en co-culture avec les cellules Thp-1. 

Toutes les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles 

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

 

2.2.2. Co-culture de S. aureus et des cellules phagocytaires en présence de 

gentamicine  

 

Suite aux résultats de co-culture, nous avons voulu explorer l’internalisation 

potentielle de la bactérie dans les cellules phagocytaires A. castellanii, V. vermiformis et les 

macrophages.  S. aureus étant sensible à la gentamicine (comme K. pneumoniae), son ajout 

lors des co-cultures va permettre de tuer les bactéries présentes dans le milieu à l’extérieur des 

cellules. L’expérience de co-culture a donc été de nouveau réalisée, mais avec ajout ou non de 

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

 

2.2.2.1. Co-culture S. aureus - A. castellanii en présence de gentamicine 

 

Nous avons déterminé que la présence de A. castellanii induit une augmentation de la 

croissance de S. aureus. Lorsque la gentamicine est ajoutée après 3 h de co-culture, aucune 

bactérie n’est retrouvée quel que soit le temps d’incubation après l’ajout de l’antibiotique. 
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(Figure 49A). De la même manière, quand la gentamicine est ajoutée après 24 h de co-culture, 

aucune croissance bactérienne n’est visible, là encore, quel que soit le temps d’incubation 

après le traitement à la gentamicine (Figure 49B).  

 

 

Figure 49 : Numération des UFC de S. aureus en co-culture avec A. castellanii après 

ajout de gentamicine à 3h et 24h de co-culture.  

t2, t24 et t48 représentent la durée de la co-culture après ajout de l’antibiotique. (A) Ajout de 

gentamicine après 3 h de co-culture (B) Ajout de gentamicine après 24 h de co-culture. Toutes 

les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles sont 

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

 

Ces résultats suggèrent qu’il n’y a pas d’internalisation de S. aureus par A. castellanii 

et que la croissance bactérienne semble stimulée par des produits de sécrétion amibiens, 

comme nous l’avons précédemment évoqué dans le cas de K. pneumoniae  

 

A

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

gentamicine 

 

Lorsque la gentamicine est ajoutée après 3 h de co-culture S. aureus- V. vermiformis, 

aucune bactérie viable n’est retrouvée en culture dans les 48h suivant l’ajout de l’antibiotique.  

(Figure 50A). Lorsque la gentamicine est ajoutée après 24 h de co-culture, les résultats sont 

identiques (Figure 50B), suggérant qu’il n’y a pas d’internalisation de S. aureus par V. 

vermiformis et que le développement bactérien pourrait être dû à des molécules amibiennes 

sécrétées dans le milieu.  

 

Figure 50 : Numération des UFC de S. aureus en co-culture avec V. vermiformis après 

ajout de gentamicine à 3h et 24h de co-culture. 

 t2, t24 et t48 représentent la durée de la co-culture après ajout de l’antibiotique. (A) Ajout de 

gentamicine après 3 h de co-culture (B) Ajout de gentamicine après 24 h de co-culture. Toutes 

les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles sont 

significativement différentes (p < 0,001 pour ***). 
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2.2.2.3. Co-culture S. aureus – Thp-1 en présence de gentamicine 

 

Lorsque la gentamicine est ajoutée après 3 h de co-culture S. aureus-Thp-1, une 

persistance de la viabilité bactérienne est retrouvée dans les 24 h suivant l’ajout de 

l’antibiotique (Figure 51A). Lorsque la gentamicine est ajoutée après 24 h de co-culture 

aucune croissance bactérienne n’est visible quel que soit le temps d’incubation suivant le 

traitement à la gentamicine (Figure 51B).  

 

Figure 51 : Numération des UFC de S. aureus en co-culture avec les macrophages Thp-1 

après ajout de gentamicine à 3h et 24h de co-culture.  

t2, t24 et t48 représentent la durée de la co-culture après ajout de l’antibiotique. (A) Ajout de 

gentamicine après 3 h de co-culture (B) Ajout de gentamicine après 24 h de co-culture. Toutes 

les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles sont 

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

A
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Ces résultats suggèrent une internalisation précoce de S. aureus par les macrophages, 

protégeant ainsi les bactéries de l’action de l’antibiotique. Cependant, après 24h de co-culture, 

nos résultats montrent qu’aucune bactérie n’est présente à l’intérieur des cellules. Leur 

croissance serait alors favorisée par la présence dans le milieu de composés cellulaires. 

 

2.2.3. Inhibition de l’attachement aux cellules phagocytaire 

 

Des tests d’inhibition de l’adhérence de S. aureus à A. castellanii, V. vermiformis et 

Thp-1 ont également été réalisés. Pour cela, les cellules phagocytaires ont été pré-traitées par 

différents sucres avant la mise en contact avec les bactéries. Le nombre de bactéries 

adhérentes aux amibes a été ensuite évalué par dénombrement des UFC. 

 

2.2.3.1. Inhibition de l’attachement de S. aureus à A. castellanii 

 

Les résultats montrent que la présence de glucose, de mannose ou de fructose diminue 

l’attachement de S. aureus à A. castellanii. (Figure 52).  

 

Figure 52 : Numération des S. aureus ayant adhéré à A. castellanii en fonction ou non de 

la présence de glucose, galactose, mannose, rhamnose ou fructose.  

Toutes les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles 

sont significativement différentes (p < 0,01 pour ** et p < 0,001 pour ***). 
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Ces résultats suggèrent la présence de récepteurs dont des récepteurs au mannose 

faisant intervenir ces différents sucres dans le processus d’adhérence de S. aureus à l’amibe. 

 

2.2.3.2. Inhibition de l’attachement de S. aureus à V. vermiformis 

 

Les résultats montrent que la présence de mannose ou de rhamnose augmente 

l’attachement de S. aureus à V. vermiformis (Figure 53).  

 

Figure 53 : Numération des S. aureus ayant adhéré à V. vermiformis en fonction ou non 

de la présence de glucose, galactose, mannose, rhamnose ou fructose. 

 Toutes les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les 

étoiles sont significativement différentes (p < 0,001 pour ***). 

 

Ces résultats suggèrent l’absence de récepteurs au mannose ou au rhamnose sur V. 

vermiformis.  

 

2.2.3.3. Inhibition de l’attachement de S. aureus aux Thp-1 

 

Les résultats montrent que, quel que soit le sucre testé, à l’exception du fructose, 

l’adhérence de S. aureus aux cellules Thp-1 est augmentée (Figure 54).  
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Figure 54 : Numération des S. aureus ayant adhéré aux cellules Thp-1 en fonction ou 

non de la présence de glucose, galactose, mannose, rhamnose ou fructose.  

Toutes les valeurs correspondent à la moyenne de neuf répétitions. Les valeurs avec les étoiles 

sont significativement différentes (p < 0,05 pour * et p < 0,001 pour ***). 
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2.3. Etudes des interactions entre A. fumigatus et les cellules phagocytaires 

 

2.3.1. Article 2 : Vermamoeba vermiformis-Aspergillus fumigatus 

relationships and comparison with other phagocytic cells 

 

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

 

 A. fumigatus est une moisissure retrouvée dans l’environnement comme l’eau ou le 

sol, et potentiellement responsable d’infections profondes chez l’immunodéprimé.  Ce 

champignon filamenteux peut se trouver en relation avec des amibes libres comme A. 

castellanii ou V. vermiformis. L’objectif de l’article a été l’étude des relations entre A. 

fumigatus et V. vermiformis, très représentées dans les réseaux d’eau hospitaliers, afin de 

déterminer l’impact de la présence de cette amibe, très représentée dans l’eau, sur le 

développement fongique. Dans un second temps, nous avons comparé les interactions 

précédemment mises en évidence, avec les interactions existant entre ce même champignon et 

A. castellanii ou les cellules Thp-1, autres modèles de cellules phagocytaires, afin de 

déterminer s’il était possible d’extrapoler les relations “amibes-champignons” aux relations 

“macrophages-champignon”. 

 Des expériences de co-culture ont ainsi été réalisées en présence de V. vermiformis, A. 

castellanii ou des macrophages Thp-1. Les résultats ont montré que V. vermiformis favorisait 

la filamentation et la croissance d’A. fumigatus. De la même manière, A. castellanii s’est 

révélé capable d’influer positivement sur les deux caractéristiques étudiées. En revanche, la 

présence des macrophages Thp-1 n’a pas eu d’influence sur la croissance ou sur la 

filamentation fongique. Les mêmes tests ont permis la mise en évidence de l’effet négatif du 
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champignon sur la viabilité des macrophages et de V. vermiformis, mais n’ont montré aucun 

effet sur A. castellanii. 

 Nous avons également pu rapporter une influence positive des deux surnageants 

amibiens sur la croissance fongique après 48h d’incubation, maintenue à 96h uniquement 

avec le surnageant de V. vermiformis. L’évolution de la germination des conidies 

aspergillaires est similaire en présence des deux surnageants, débutant après 5h d’incubation 

pour atteindre 100% de conidies germées après 13h d’incubation.  

L’adhérence des conidies aux trois cellules phagocytaires a aussi été étudiée. Les 

résultats ont montré que le pourcentage de conidies adhérentes était similaire dans tous les 

cas, malgré la différence de récepteurs présents à la surface des différentes cellules. 

Cependant, les tests explorant l’internalisation des conidies ont montré des résultats différents 

suivant les cellules : alors que pour les deux genres étudiés 100% des amibes ont internalisé 

des conidies, le phénomène n’est retrouvé que chez 40 % des cellules Thp-1. 

  Cette étude a montré d’une part que V. vermiformis, était capable de favoriser la 

croissance fongique au sein des environnements hydriques, justifiant ainsi les étapes de 

filtration au sein des services abritant des sujets à risque. D’autre part, si des similitudes entre 

les interactions A. fumigatus et cellules phagocytaires ont été mises en évidence, les 

différences qui subsistent ne permettent pas d’une manière plus générale d’utiliser un modèle 

amibien pour l’extrapolation des résultats obtenus aux interactions de ce champignon avec les 

macrophages. 
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2.4. Etude des interactions entre adénovirus et cellules phagocytaires 

 

2.4.1. Article 3 : Comparative study of human adenovirus replication in 

Acanthamoeba castellanii and Thp-1 macrophagic cells 

 

L’article 3 présenté ci-dessous a été soumis à la revue “Cellular Microbiology”. 

 

 Les adénovirus sont des virus principalement responsables d’infections respiratoires et 

de gastroentérites. Ce sont des virus non enveloppés ce qui leur permet de survivre dans 

l’environnement, où ils peuvent être en contact avec des amibes libres. Lors d’une infection, 

ces virus peuvent interagir également avec les macrophages. Le but de cette étude a été 

d’étudier et de comparer les relations entre les adénovirus et les cellules phagocytaires A. 

castellanii et les macrophages Thp-1. 

 La quantification de l’ADN viral par PCR quantitative a été réalisée après des 

cocultures A. castellanii / adénovirus. En présence d’A. castellanii, la quantité d’ADN viral 

est resté stable au cours du temps. A l’inverse, en présence des macrophages, la quantité 

d’ADN a augmenté au cours des 72 h de co-culture. Ces premiers résultats suggèrent une 

multiplication du virus dans les macrophages, mais pas dans les amibes A. castellanii. En 

outre, lors de ces co-cultures, la présence du virus a provoqué une lyse des macrophages, mais 

n’a pas affecté pas la viabilité amibienne. 

 L’immunofluorescence nous a permis de visualiser les adénovirus dans les cellules 

phagocytaires.  Une augmentation du nombre de virus dans les macrophages a été rapportée à 

partir de 24 h de co-culture. En présence d’A. castellanii, les virus sont également internalisés, 

mais sans augmentation de la fluorescence au cours du temps. Les images de microscopie 
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électronique à transmission confirment ces résultats et ceux de la qPCR en montrant une 

multiplication des adénovirus uniquement dans les cellules Thp-1, mais pas dans les amibes. 

Cette étude a ainsi montré des différences dans l’internalisation, la multiplication du 

virus et leur conséquence pour la cellule, entre A. castellanii et les macrophages Thp-1, 

démontrant que les résultats d’expérimentations obtenus avec les amibes ne devraient pas être 

extrapolés aux relations entre les adénovirus et les macrophages.  
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Summary 

Free living amoebae (FLA) including Acanthamoeba castellanii, are protozoae that feed on 

different microorganisms including viruses. These cells show remarkable similarities with 

macrophages in cellular structures, physiology or ability to phagocyte preys, and some 

authors have therefore wondered whether Acanthamoeba and macrophages are evolutionary 

related. It has been considered that this amoeba may be an in vitro model to investigate 

relationships between pathogens and macrophagic cells. So, we intended in this study to 

compare the interactions between a human adenovirus strain and A. castellanii or Thp-1 

macrophagic cells. The results of molecular and microscopical techniques following co-

cultures experiments have shown that the presence of the adenovirus decreased the viability of 

macrophages, while it has no effect on amoebic viability. On another hand, the viral 

replication occurred only in macrophages. These results showed that this amoebal model is 

not relevant to explore the relationships between adenoviruses and macrophages in in vitro 

experiments. 

 

Keywords: Acanthamoeba castellanii, Adenovirus, macrophages, interactions 
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Introduction 

Adenovirus are viruses infecting a broad range of hosts from birds to fish. Human adenovirus 

(HAdV) have been isolated for the first time by Rowe in 1953, in a sample of amygdala and 

respiratory secretions (Rowe et al., 1953). They are nonenveloped viruses, constituted of an 

icosahedral capsid enclosing a double-stranded DNA genome of approximately 36,000 base 

pairs (Russell, 2000). Resistant in external environment due to the absence of envelope, 

HAdV can be transmitted via the feco-oral route with a direct or indirect transmission, when 

the water is contaminated (Waye and Sing, 2010). HAdV can thus be used to monitor the 

foecal contamination, so the virological quality of water (Rames et al., 2016). They are also 

responsible for a wide range of human pathologies according to their serotype. For example, 

HAdV41 detected in wastewater and surface water is a leading cause of childhood 

gastroenteritis (Rames et al., 2016).  Pathologies also commonly encountered are respiratory 

infections as well as eye infections (Toth et al., 2008; Jhanji et al., 2015; Tan et al., 2016). In 

order to replicate, HAdV need a host cell in which the viral cycle may occur, generally 

leading to cell lysis.  

In hydric environment, HAdV are mixed with other microorganisms as Free-Living Amoebae 

(FLA). FLA are ubiquitous protozoa, capable of feeding and prey bacteria, fungi, viruses or 

protozoa (Bowers, 1977 ; Marciano-Cabral and Cabral, 2003 ; Greub and Raoult, 2004 ; 

Delafont et al., 2013). Among the environmental FLA, the genus Acanthamoeba is 

particularly represented. These amoebae are known for their capacity to serve as a reservoir 

for multiplication but also for the dissemination of some pathogenic bacteria and viruses 

(Greub and Raoult, 2004). Among amoeba-resistant viruses, Mimivirus is a giant virus that 

causes respiratory infections and is able to develop and multiply in FLA of the genus 

Acanthamoeba (La Scola et al., 2008).  
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However, the relationships between FLA and HAdV are not well known. In 2007, Lorenzo-

Morales showed the presence of HAdV in Acanthamoeba strains genotype T3, T4, et T7 

(Lorenzo-Morales et al., 2007). More recently, it has been shown that HAdV do not replicate 

in Acanthamoeba despite their presence in the amoeba cytoplasm (Scheid and 

Schwarzenberger, 2012). Overall, the role of FLA in HAdV persistence in hydric environment 

should be further clarified.  

Given their ability to phagocyte microorganisms and the fact that some pathogens can resist to 

destruction by FLA, these protozoa have been regularly compared to macrophages (Siddiqui 

and Khan, 2012; Cosson and Lima, 2014) which are professional phagocytic cells 

participating in innate immunity and whose main role is to phagocyte microorganisms as well 

as cellular debris. Some authors have therefore wondered whether this amoeba may represent 

an in vitro model to investigate relationships between pathogens and macrophagic cells.  

In this context, the first objective of this study was to assess permissivity of A. castellanii to 

entry and replication of a HAdV strain isolated from a clinical sample. The second objective 

of our work was then to compare the biology of HAdV in A. castellanii with that in Thp-1 

macrophagic cells to investigate the use of Acanthamoeba castellanii as a relevant model of 

study of interplay between pathogens and macrophagic cells.  

 

Materials and methods 

Organisms and culture media 

The Adenovirus serotype B3 strain used in this study has been isolated from an eye swab of a 

patient suffering from keratitis and serotyped by serum neutralization assay (French National 

Reference Center for enterovirus and parechovirus,Lyon, France). The virus was propagated 

and titrated with the TCID50 assay protocol on Hep2 cells in DMEM medium supplemented 
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with 10 % heat-inactivated fetal bovine serum, 1% streptomycin and 1% penicillin at 37°C in 

the presence of 5% CO2 for 5 days. 

A. castellanii ATCC 30234 was grown in 150 cm2 tissue culture flasks in PYG broth at 27°C 

(Schuster, 2002). When cells formed a monolayer, the trophozoites were harvested by tapping 

the flasks 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 MgSO4.7H2O, 4 mg CaCl2.2H2O, 142 mg 

Na2HPO4 and 36 mg KH2PO4).  

Thp-1 macrophage cell line was maintained in RPMI-1640 supplemented with 10% heat-

inactivated fetal bovine serum, 1% streptomycin and 1% penicillin at 37°C in the presence of 

5% CO2. Thp-1 cells were differentiated for 72h 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. 

 

Co-culture experiments 

Twentyfour-well plates were seeded with one µL of the amoebic trophozoite or macrophage 

suspension (containing 1.105 cells) in PAS containing 10% RPMI (PAS-RPMI). The amoebic 

trophozoites and the macrophages were allowed to adhere to the wells for 2 hours at 27°C for 

amoebae or at 37°C under 5% CO2 for macrophages. A hundred µL of the viral suspension at 

1.105 TCID 50/mL were added in each well (Multiplicity Of Infection of 0.1). Incubation was 

then carried out during 24, 48, 72 and 96 h at 27°C for amoebae or at 37°C under 5% CO2 for 

macrophages. Controls were realised with viruses alone, without amoebae or macrophages. 

Microscopical examination of the co-cultures using trypan blue (0.1mg/mL) staining was also 

carried out in order to determine the viability of the phagocytic cells. 

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

Replication of viral DNA was monitored in each co-culture experiment and in each control at 

24, 48, 72 and 96 h post-infection by real-time quantitative PCR assay. Total DNA was 

extracted separately from 200µL of the cell supernatant and from the cell pellet obtained after 

centrifugation at 500g during 7 min of the amoebic trophozoite or macrophage suspension. 

Extraction was performed with the Qiagen kit QIAamp® DNA mini and extracted DNA was 

recovered in 50µL of elution buffer. One hundred nanograms of DNA were then subjected to 

the real-time qPCR using the ADENOVIRUS ELITe MGBTM kit according to the 

manufacturer’s instructions. The viral load was expressed as the number of virus genome 

copies either per mL of cell supernatant or per microgram of extracted DNA if measured in 

the cell pellet.  

 

Immunofluorescence experiments 

At each point of the time course of amoebic trophozoite or macrophage infection, the 

intracellular synthesis of viral antigens was monitored by immunofluorescence. Co-cultures 

were washed three times in PAS and the supernatant was finally removed. The obtained pellet 

was then seeded onto slides that were dried. Macrophages cells were fixed in cold acetone for 

10 min and amoebic trophozoites in cold methanol for 15 min, then 10 min in triton 0,2% to 

permeabilize the membrane cells.  After drying, the slides were treated for 15 min at 37°C in 

wet room with a monoclonal anti-adenovirus group FITC antibody (Argene, bioMerieux). 

After washing by PBS, samples were monted in oil and examined with a fluorescence 

microscope with a 40x lens objective. 

 

 

 



 
 

 

184 

Electron microscopy 

The potential internalization of adenovirus by phagocytic cells was also investigated by 

electron microscopy. Samples after 24 or 72 h of co-cultures 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% OsO4 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. 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test. P<0.05 was considered 

statistically significant. The analysis was performed using Prism5 for PC (GraphPad 

Software). 

 

Results 

Viability of phagocytes in co-culture with HAdV B3 

The viability of amoebae and macrophages was checked using trypan blue after incubation 

with HAdV B3. The results showed that the viability of the Thp-1 cells incubated with the 

virus began to decrease after 48h of co-culture, in comparison with Thp-1 alone (Fig.1A).  At 

the opposite, there was no effect of the virus on A. Acastellanii viability during the time of 

experimentation (Fig. 1B). 
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Fig. 1. Influence of Adenovirus on phagocytic cell viability after 3h, 6h, 24h, 48h and 72h of 

coculture: (A) macrophages or (B) A. castellanii. Ac: A. castellanii control, Ac + B3: 

Coincubation A. castellanii/adenovirus B3, Thp-1: Thp-1 control, Thp-1 + B3: Coincubation 

Thp-1/Adenovirus B3. All values correspond to mean of nine replicates. Values with stars are 

significantly different (p<0.001 for ***) 

 

Quantitative evaluation of viral DNA 

The supernatants and the pellets of the viral co-cultures conducted with the two phagocytic 

cells were recovered after the different times of incubation. The viral DNA was then extracted 

and quantified by qPCR. The results obtained from the viral co-culture with macrophages 

Thp-1 showed that the amount of HAdV B3 DNA increased during the 72h of the experiment, 

in the culture supernatant as well as in the pellet of macrophagic cells (Fig. 2A). On the 

contrary, the presence of the amoeba A. castellanii had no effect on the viral load. Indeed, the 
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amount of viral DNA remained stable during the 72h of the assay, either in the co-culture 

supernatant or in the amoebae pellet (Fig. 2B).  

 

 

Fig. 2. Quantification of adenovirus serotype B3 in supernatant or pellet of Macrophage Thp-

1 (A) or A. castellanii (B). All values correspond to mean of six replicates. Values with stars 

are significantly different (p < 0.05 for * and p < 0.01 for ** Mann-Whitney test) 

 

Immunofluorescence observation 

The presence of HAdV B3 into the two phagocytic cells was tested by an 

immunofluorescence assay. The microscopic observations showed an increase of virus 

antigens in macrophages over the time at 24, 48 and 72 h (Fig. 3C to Fig. 3E), whereas no 

virus antigen was visible in the cells at the beginning of the experiment (Fig. 3B). However, 

during co-culture assays with A. castellanii, a few viruses were internalized as early as 24 



 
 

 

187 

hours, but afterthat, there was no increase in fluorescence over time (Figure 3G to 3J). These 

results suggest that HAdV B3 is internalized by Thp-1 cell as well as by A. castellanii, but 

only multiply in Thp-1 cells. These results are quite in agreement with qPCR results that also 

showed the multiplication of HAdV B3 only in macrophages Thp-1. 

 

 

Fig. 3. Immunofluorescence results (A-E) Macrophages Thp-1, (F-J) A. castellanii, (A, F) 

Negative control, (B, G) 1h, (C, H)24h, (D, I) 48h, (E, J) 72h. Phagocytics cells are colored in 

red, adenovirus are visible in green. 

 

Electron microscopy 

The first observation of the co-cultures by electron microscopy after 24 h showed the absence 

of adenovirus inside the two phagocytic cells: A. castellanii or macrophages (data not shown). 

However, after 72 h of co-culture, viral particles were observed inside Thp-1 cells likely 

reflecting virus replication (Fig. 4A and 4B). Conversely, after 72 h of co-culture with A. 

castellanii, no virion was found inside the amoebae (Fig. 4C). These observations were also in 

agreement with the molecular data and immunofluorescence observations. 
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Fig. 4. Transmission electron microscopy images of (A, B) Macrophages Thp-1 and (C) A. 

castellanii trophozoïtes infected by Adenovirus serotype B3 after 72 h of co-culture 

Adenovirus elements are indicated by arrows. Scalebar 1 µm A, C and 0,2 µm B 

 

Discussion 

Acanthamoeba is a genus found in the biosphere, frequently in soil and natural or man made 

aquatic environments (Trabelsi et al., 2012 ; Ashbolt, 2015). These FLA feed on bacteria, 

algae, fungi, protozoa, viruses or other organic particles (Marciano-Cabral and Cabral, 2003 ; 

Greub and Raoult, 2004). It has been described, for some bacteria, an adaptation to the 

protozoan niche with survival and sometimes multiplication of ingested bacteria with or 

without amoeba lysis, leading to bacterial protection and colonization of other environments 

(Thomas et al., 2011 ; Cateau et al., 2014). Since FLA and viruses can be found in the same 

environments, some authors have also investigated the potential interactions between these 

microorganisms in order to determine if FLA could play a role in the viral multiplication and 

spread. Most of the studies have recently concerned the so called “giant viruses” like 

Mimiviruses or Pandoraviruses which are endocytobionts within FLA (Scheid, 2015). Besides 
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the giant viruses, a few studies have been conducted with other viruses, in particular those 

infecting humans. As Human Noroviruses (HuNoVs) are involved in virus-related waterborne 

disease outbreaks, Huesh et al have studied their interactions with Acanthamoeba spp. and 

demonstrated that A. castellanii is able to interact with these enteric viruses (Hsueh and 

Gibson, 2015). After adhesion, HuNoV is internalized in A. castellanii trophozoites that could 

therefore play the role of viral reservoir in water systems. HAdV, for their part, are 

responsible for 24% of the virus-related waterborne outbreaks (Sinclair et al., 2009). They 

have been detected in various water environment worldwide (Mena and Gerba, 2009) where 

they can survive longer than other nonenveloped viruses such as Enteroviruses (Enriquez et 

al., 1995). HAdVs were found to be one of the most promising human specific viral markers 

in microbial source tracking (Wong et al., 2010). Lorenzo-Morales et al. have reported that 

four different HAdV serotypes (HAdV-1, 2, 8, and 37) have been detected in Acanthamoeba 

strains from water sources in the Canary islands reflecting human contamination (Lorenzo-

Morales et al., 2007). More recently, HadV genome has also been detected and quantified in 

62% of Acanthamoeba isolates from brasilian swimming pools. In this study, Scheid et al. 

demonstrated the intake of HAdV serotypes 11 and 41 by different Acanthamoeba strains, 

which can therefore act as carriers or vectors of HAdV in the same environment (Scheid and 

Schwarzenberger, 2012). Moreover, according to Verani et al, Acanthamoeba polyphaga can 

even protect HAdVs from sodium hypochlorite water disinfection treatment (Verani et al., 

2016). In all these studies, even it can be proved that HAdVs can survive inside FLA, no viral 

replication within these protozoa has been demonstrated. This is also the case in the present 

work where we demonstrated by molecular methods that HAdV DNA can persist in or 

attached to A. castellanii during co-culture experiments, but without increase of the viral 

DNA load and thus without viral replication. Moreover, immunofluorescence assay using 

specific anti-HAdV antibodies allowed us to find rare viral antigen expression in amoebae, 
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which do not influence the viability of their host. However, only not “infected” A. castellanii 

trophozoite has been observed using electronic microscopy, probably because of the low 

sensitivity of this method. Finally, from our experiments and those of others, we can conclude 

that if A. castellanii can internalize HadV by expressing yet-unknown receptors on its 

membrane able to interact with viral capsid, thisprotozoa does not have the cellular machinery 

necessary for HAdV replication. A. castellanii can consequently act only as a carrier but not 

as a booster of the viral load in the environment.  

Macrophages are described as “professional” phagocytic cells which express receptors on 

their surfaces that detect signals normally not found in healthy tissues. They have a central 

role in protecting the host by destroying the pathogens after their internalisation through the 

merger between phagosomes and lysosomes (Murray and Wynn, 2011). Macrophages play a 

significant role in the innate immune response to HAdV in vivo, although the mecanism by 

which they might internalise these viruses are not well known (Zaiss et al., 2009). Given that 

phagocytosis is specified for particles typically larger than 0.5–1 mm, viruses smaller than 0.5 

mm are internalised by endocytosis rather than phagocytosis. HAdV are quickly taken up and 

internalised into macrophages but 100-1000-fold less than into epithelial cells that express the 

cell surface receptor CAR (coxsackievirus adenovirus receptor). The internalisation of HAdV 

in macrophages could require a cell surface integrin and be modulated by the availability of 

low-affinity, high avidity receptors, such as scavenger receptors (Zsengellér et al., 2000; 

Mercer and Greber, 2013). Moreover, macrophages have been shown to be permissive to 

HadV replication in vitro (Mastroeni et al., 1985). Some data also reported that HAdV can 

persistently infect monocytes in vivo, providing a reservoir for latent infection (Chu et al., 

1992). Finally, Di paolo et al. presented data demonstrating that, after interaction of the virus, 

Küpffer cells undergo rapid death (Di Paolo et al., 2013). In this report, we showed by 
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molecular and microscopical methods that HAdVs are internalized and replicate in Thp-1 

cells, leading to the cell lysis.  

Some authors have previously compared Acanthamoeba to human macrophages in some 

structures or behavior, like surface receptors or phagocytic activity (Yan et al., 2004 ; Khan, 

2009). However, we demonstrated that, in our experimental conditions, interactions between 

HAdV and macrophages are quite different from interactions between HAdV and A. 

castellanii. In conclusion, the A. castellanii model do not seem to be relevant to explore the 

relationships between HAdV and immune cells like macrophages in in vitro experiments. 
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Le premier objectif de cette étude a été de déterminer si les amibes libres ont une 

préférence trophique et d’essayer d’en comprendre les mécanismes. Pour cela, un panel de 

micro-organismes (six bactéries et un champignon) a tout d’abord été mis en présence des 

amibes A. castellanii et V. vermiformis.  

 

Les premiers résultats ont montré que l’amibe V. vermiformis ne s’est déplacée vers 

aucun des micro-organismes testés. L’amibe A. castellanii s’est déplacée préférentiellement 

vers trois bactéries : deux bactéries Gram négatif, K. pneumoniae et S. maltophilia et une 

bactérie Gram positif S. aureus.  L’étude de la préférence trophique s’est ensuite poursuivie 

en ne conservant qu’une bactérie Gram négatif. Notre choix s’est porté sur K. pneumoniae, 

d’utilisation plus facile, puisqu’elle présente une meilleure sensibilité aux antibiotiques. Les 

mêmes résultats ont ensuite été observés lorsque les surnageants de culture bactérienne ont été 

testés en présence d’A. castellanii, suggérant ainsi la sécrétion, par les bactéries K. 

pneumoniae et S. aureus, de molécules ayant un pouvoir chimioattractant, impliquées dans la 

communication inter-cellulaire. Il est à noter que, contrairement à certaines études, l’amibe A. 

castellanii n’a pas été attirée ici préférentiellement par E. coli (Weekers et al., 1993 ; 

Rosenberg et al., 2009).  

Les surnageants de culture des bactéries sélectionnées ont ensuite été purifiés par deux 

étapes successives : un fractionnement par extraction en phase solide puis une purification par 

HPLC. Cinq fractions attractives ont été ainsi mises en évidence pour K. pneumoniae et trois 

pour S. aureus, différentes les unes des autres, mais toutes de nature peptidique. 

 

Des études antérieures ont montré la présence de récepteurs membranaires sur A. 

castellanii permettant de détecter des chimioattractants bactériens. En effet, le traitement de 

l’amibe par la trypsine ayant eu pour conséquence la diminution de sa réponse à la présence 
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bactérienne, a suggéré la présence de récepteurs sensibles aux chimioattractants, différents par 

ailleurs de la « mannose binding protein », impliquée à la fois dans la phagocytose et dans la 

liaison aux cellules hôtes (Schuster and Levandowsky, 1996).  

 Kuburich et al. ont rapporté que Dictyostelium discoideum, autre amibe attirée par 

l’acide folique ou les composés apparentés, et A. castellanii présentaient des comportements 

différents quant à leur déplacement dans le milieu mais aussi concernant leurs réactions en 

présence de molécules chimioattractives (Milne and Coukell, 1991 ; Kuburich et al., 2016). D. 

discoideum est capable de distinction entre différentes espèces de bactéries, mais répond 

également différemment à des bactéries Gram positif ou Gram négatif, faisant émettre 

l’hypothèse d’une activation différentielle de gènes. Chez cette amibe, l’exposition aux 

bactéries régule l’expression de gènes potentiellement impliqués dans la reconnaissance et la 

destruction des bactéries. C’est le cas du gène codant le TIR Toll/Interleukine- 1 receptor, qui 

joue un rôle dans l’interaction avec les MAMPs bactériens (Kuburich et al., 2016). 

Nasser et al. ont ainsi étudié le transcriptome de mutants amibiens incapables de se 

nourrir soit de bactéries Gram positif, soit de bactéries Gram négatif. Deux mécanismes 

distincts ont été décrits : i) en présence de bactéries Gram négatif vivantes, les amibes D. 

discoideum sont stimulées par la protéine TirA et ii) la réponse aux bactéries Gram positif est 

stimulée par Swp1, enzyme impliquée dans la glycosylation et par deux autres enzymes, 

NagB1 et Gpi impliquées dans le métabolisme du peptidoglycane (Nasser et al., 2013).  

Nous avons déjà signalé qu’A. castellanii se nourrit préférentiellement de bactéries 

Gram négatif (Weekers et al., 1993 ; Rosenberg et al., 2009) et qu’elle est capable de se 

diriger vers des composants bactériens comme le LPS, le lipide A, l’acide lipoteichoïque ou le 

N-acétyl glucosamine (Schuster and Levandowsky, 1996). Cette amibe montre une préférence 

nutritive si elle a le choix. Si elle ne l’a pas, elle se nourrira de n’importe quelle bactérie 

disponible. Actuellement, s’il est établi qu’il existe un phénomène permettant à A. castellanii 
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de localiser sa proie et de se diriger vers elle, les mécanismes précis n’en sont pas encore 

élucidés. Des hypothèses ont cependant été émises : présence de terpènes ou de phéromones 

produites par les bactéries qui attireraient ou repousseraient l’amibe, présence ou absence de 

chimiorecepteurs sur la surface extracellulaire de la bactérie, taille et caractéristiques 

morphologiques des bactéries, caractéristiques biochimiques des éléments de surface de 

l’amibe (LPS, capsule…), absence ou présence d’enzymes lytiques chez l’amibe capables de 

dégrader telle ou telle proie (Khan, 2009). 

La recherche de bactéries pour leur nourriture est différente chez D. discoideum et A. 

castellanii. D. discoideum se dirige directement vers les folates ou les bactéries même s’il 

existe quelques déviations de parcours, alors qu’A. castellanii se dirige dans toutes les 

directions, avec un mouvement de plus faible intensité vers la source bactérienne, suggérant 

que le mécanisme de recherche bactérien est plus représenté par un mouvement aléatoire que 

par un réel chimiotactisme. Ce mécanisme existe également chez D. discoideum en l’absence 

de signal chimiotactique (Kuburich et al., 2016). 

Le plus souvent, les cellules eucaryotes perçoivent la présence des stimuli 

chimiotactiques via des récepteurs de 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G. 

Ces récepteurs, capables de reconnaître la cAMP, peuvent aussi être stimulés par des peptides 

formylés d’origine bactérienne. La N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine a par exemple un 

effet chimioattractant sur les polynucléaires neutrophiles et les monocytes (Cavicchioni et al., 

2006). 

Quatre récepteurs ont ainsi été identifiés chez D. discoideum dont CAR1, couplé aux 

protéines G hétérotrimériques (Pan et al., 2016). L’activation des protéines G va conduire à la 

polymérisation de l’actine, impliquée dans l’extension des pseudopodes. Ces récepteurs sont 

ainsi capables de traduire en signal intracellulaire un signal externe, comme par exemple un 

chimioattractant. La majorité de ces molécules sont des peptides formylés et des chimiokines. 
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Nos résultats ont également mis en évidence la nature peptidique des fractions attirants A. 

castellanii. 

 

La seconde grande partie de la thèse a été consacrée à l’étude des interactions de 

pathogènes avec les amibes libres et la comparaison des interactions existant entre ces mêmes 

pathogènes et une lignée macrophagique. Quatre pathogènes ont ainsi été étudiés : K. 

pneumoniae, une bactérie Gram négatif, S. aureus, une bactérie Gram positif, A. fumigatus, un 

champignon filamenteux et un adénovirus humain de sérotype B3.  

Les bactéries K. pneumoniae sont ubiquitaires dans différents environnements comme 

les sols, les réservoirs d’eau naturels et artificiels comme les réseaux d’eau hospitaliers ou les 

réseaux de distribution d’eau potable (Podschun et al., 2001). Ces bactéries, capables de 

résister à des conditions hostiles, sont des pathogènes opportunistes pouvant induire des 

pathologies graves, en particulier chez les immunodéprimés (Venieri et al., 2015). Les amibes 

libres étant également retrouvées dans les mêmes environnements, nous avons réalisé des co-

cultures afin d’explorer les interactions pouvant exister entre A. castellanii et K. pneumoniae. 

Nous avons ainsi montré que la présence des amibes induisait une augmentation de la 

croissance bactérienne. Des résultats similaires ont été retrouvés en utilisant le surnageant 

amibien. L’utilisation de gentamicine dans les co-cultures, puis les images obtenues en MET 

ont montré que K. pneumoniae n’était pas internalisée et se multipliait en dehors des amibes. 

Des expérimentations identiques ont été menées avec S. aureus, bactérie Gram positif, 

commensale chez l’Homme (Best et al., 2011), ubiquitaire, et elle aussi en contact potentiel 

avec les amibes libres dans certains réseaux d’eau. Là encore, la présence des amibes a 

engendré une augmentation de la concentration bactérienne. L’ajout de gentamicine nous a 

permis de conclure à la non internalisation de la bactérie par les amibes. Il a déjà été prouvé 

qu’A. castellanii favorise la croissance de certains micro-organismes (Greub and Raoult, 
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2004) ainsi que leur protection dans des conditions hostiles (King et al., 1988). Cependant, les 

relations entre bactéries et amibes dépendent des conditions dans lesquelles elles se déroulent. 

En effet, la présence d’A. castellanii peut induire une diminution de la concentration de K. 

pneumoniae dans les biofilms (Huws et al., 2005). Il a également été démontré par March que 

la richesse du milieu peut affecter la prédation de K. pneumoniae par des amibes comme D. 

discoideum (March et al., 2013). Concernant S. aureus, certains auteurs ont rapporté que la 

présence d’A. castellanii permettait une faible croissance bactérienne dans des co-cultures, en 

utilisant un milieu riche (RPMI) et une concentration élevée de bactéries (108 CFU/mL), sans 

qu’une MOI précise soit indiquée. La survie et la multiplication bactérienne était par ailleurs 

plus importante avec les bactéries MSSA (Methicillin-sensitive S. aureus) plutôt qu’avec les 

MRSA (Methicillin-resistant S. aureus). La même étude a montré que les MRSA et MSSA 

étaient internalisés par A. castellanii et pouvaient y survivre (Cardas et al., 2012).  

Les résultats obtenus dans nos conditions expérimentales nous permettent d’émettre 

l’hypothèse que la croissance de K. pneumoniae et de S. aureus pourrait être due à la 

libération de métabolites amibiens utilisés comme nutriments par les bactéries. Nous n’avons 

pas mis en évidence d’internalisation des bactéries. Cependant, la phagocytose semble 

dépendre des différentes conditions utilisées dans les études : milieux, souches bactériennes 

ou amibiennes, ou MOI. La capsule d’Escherichia coli K1, par exemple, semble impliquée 

dans l’internalisation et la survie de la bactérie dans des amibes du genre Acanthamoeba 

(Jung et al., 2007). Même si la plupart d’entre eux rapportent des bénéfices pour les bactéries 

dans leur relation avec les amibes, il reste difficile de comparer précisément les résultats des 

différentes études menées sur les interactions amibes-pathogènes. Nous pouvons cependant 

affirmer que la présence d’A. castellanii favorise dans certaines conditions la croissance de K. 

pneumoniae et de S. aureus si elles sont présentes dans les mêmes environnements, sans pour 

autant nécessiter de relation étroite. 
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Les amibes du genre Acanthamoeba sont régulièrement comparées aux macrophages, 

en particulier par leur capacité à la phagocytose (Yan et al., 2004), et certains pathogènes sont 

capables de se multiplier dans les macrophages et les amibes de la même manière (Siddiqui 

and Khan, 2012 ; Cosson and Lima, 2014). Si nos résultats de co-culture K. pneumoniae/A. 

castellanii et K. pneumoniae/macrophages Thp-1 ont été comparables au niveau de 

l’augmentation de croissance bactérienne, nous avons cependant montré une internalisation de 

K. pneumoniae par les macrophages. Dans de nombreux cas, après internalisation d’un 

pathogène, il y a fusion entre phagosome et lysosomes entrainant la destruction de ce 

pathogène (Murray and Wynn, 2011). Nous confirmons quant à nous que K. pneumoniae est 

capable de survivre dans les macrophages, comme l’ont déjà décrit certains auteurs (Cano et 

al., 2015). En ce qui concerne S. aureus, les résultats des co-cultures de cette bactérie avec A. 

castellanii et Thp-1 suggèrent une internalisation précoce de S. aureus par les macrophages. 

Cependant, les bactéries sont incapables de survivre et de se multiplier dans ces cellules après 

24 h de co-culture. Ces résultats sont toutefois en contradiction avec ceux de Cardas et al. qui 

ont rapporté une survie et une multiplication bactérienne dans les macrophages Thp-1 (Cardas 

et al., 2012). Là encore, cette différence de résultats pourrait être expliquée par des 

différences de conditions utilisées dans les études. Si l’on s’intéresse au phénomène 

d’adhérence des bactéries aux différentes cellules, nous avons montré que K. pneumoniae 

était capable de se fixer à l’amibe grâce à des récepteurs au mannose comme cela a déjà été 

décrit pour d’autres bactéries (Alsam et al., 2005), même si le processus reste incomplet dans 

notre étude car il n’y a pas d’internalisation de la bactérie. Dans les mêmes conditions 

expérimentales, ces récepteurs ne sont pas impliqués dans l’adhérence de la bactérie aux 

cellules Thp-1. S. aureus est, quant à elle, capable de se fixer à A. castellanii grâce à des 

récepteurs au glucose, au fructose ainsi qu’au mannose, confirmant une adhérence de S. 

aureus à A. castellanii précédemment visualisée en MET par Bottone et al. (Bottone et al., 



 
 

 

204 

1994). Ces récepteurs ne semblent cependant pas impliqués dans l’adhérence de la bactérie 

aux cellules Thp-1. 

 Si l’on considère que i), dans les mêmes conditions expérimentales, nous n’avons pas 

mis en évidence d’internalisation de K. pneumoniae ou de S. aureus dans les amibes et qu’au 

contraire les macrophages étaient capables de phagocyter les deux espèces, et que ii), que ce 

soit pour l’adhérence ou pour l’internalisation des bactéries, les résultats retrouvés dans notre 

étude diffèrent entre les amibes A. castellanii et les macrophages, nous pouvons conclure 

qu’un modèle utilisant cette espèce amibienne ne permettrait pas d’en extrapoler les résultats 

à l’étude des interactions entre certaines bactéries et les macrophages. 

 

Nous nous sommes intéressés également au règne fongique dans l’étude pathogènes-

cellules phagocytaires, en nous focalisant sur A. fumigatus. Les Aspergillus sont des 

moisissures saprophytes très répandues dans le sol, la végétation en décomposition, la 

poussière, les bioaérosols et différents milieux aquatiques (Pearson et al., 2015). A. fumigatus 

est responsable de pathologies sévères chez les humains et les oiseaux (Van Waeyenberghe et 

al., 2013) et a été retrouvé dans les réseaux d’eau hospitaliers (Hayette et al., 2010). Les 

résultats des co-cultures A. fumigatus / amibes libres ont montré que la présence d’A. 

castellanii n’influe pas sur la croissance fongique à la différence de son surnageant qui 

l’augmente après 48 h de co-incubation. En outre, la présence de conidies d’A. fumigatus dans 

le milieu n’a pas d’influence sur la viabilité d’A. castellanii. 

Quelques études ont déjà concerné les relations entre les amibes libres et les 

champignons, mais leur grande majorité a impliqué des levures. L’incubation de C. 

neoformans avec des amibes entraîne une phagocytose des levures et une augmentation du 

nombre de cellules fongiques (Steenbergen et al., 2001). Notre équipe a rapporté que la 

présence d’A. castellanii n’influait pas sur la croissance de C. albicans (Vanessa et al., 2012). 
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Ces observations sont similaires à celles faites dans cette étude. Concernant la viabilité 

amibienne, Steenbergen et al. ont montré que l’ingestion de levures provoquait la lyse des 

amibes (Steenbergen et al., 2001). Cependant, les résultats sont différents avec les 

champignons filamenteux, que ce soit Fusarium oxyporum (Cateau et al., 2014b) ou A. 

fumigatus pour lequel nous confirmons les résultats de Hobson et al., qui ne retrouvaient pas 

d’effet sur la viabilité d’A. castellanii (Hobson, 2000).  

Dans les essais d'inhibition de l’adhérence, nous avons montré que le mannose joue un 

rôle dans l'attachement aux cellules Thp-1, mais pas à A. castellanii. Certains auteurs ont déjà 

rapporté l'implication de protéines de liaison au mannose (Alsam et al., 2005) et/ou des 

récepteurs membranaires du glucose ou du galactose dans l'attachement de levures à A. 

castellanii (Declerck et al., 2007 ; Medina et al., 2014). Dans nos conditions, l'ajout de 

mannose ou de mannane n’a eu un effet que sur l'adhérence des conidies aux cellules 

macrophagiques. Contrairement à certaines études déjà citées concernant l'adhérence 

bactérienne à A. castellanii (Alsam et al., 2005), le mannose exogène n'a pas bloqué la 

phagocytose fongique. D’autres récepteurs doivent donc être mis en jeu dans l'adhérence 

fongique à A. castellanii. On sait en effet que plusieurs récepteurs peuvent être impliqués dans 

l'adhérence des micro-organismes aux amibes, comme des protéines de liaison aux 

carbohydrates, des récepteurs scavengers ou d’autres protéines membranaires (Bozzaro et al., 

2008) et que l’absorption est un processus complexe avec deux voies distinctes pour ingérer 

les particules, un mécanisme non spécifique et un mécanisme spécifique médié par des 

récepteurs (Alsam et al., 2005). Ceci pourrait expliquer que, pendant la première heure de 

l'essai de fixation, le pourcentage de conidies ayant adhéré était plus élevé avec A. castellanii 

qu’avec les cellules Thp-1. Après 4 h, nos résultats indiquent la saturation potentielle des 

différents récepteurs cellulaires impliqués dans le phénomène. 
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En ce qui concerne l'internalisation, le pourcentage de trophozoïtes d’A. castellanii 

ayant phagocyté les conidies est de l’ordre de 100%. Une différence majeure peut être notée 

avec l'internalisation des conidies par les cellules Thp-1 qui n'atteint que 40% après 4 h de co-

incubation. Kraibooj et al. ont par ailleurs rapporté que la phagocytose de A. fumigatus par les 

cellules macrophagiques pouvait atteindre 40% après 1 h de co-incubation, mais ces auteurs 

ont utilisé une MOI supérieure à 5 et un milieu riche (Kraibooj et al., 2015). D'autre part, Van 

Waeyenberghe et al. ont montré que les macrophages alvéolaires des pigeons présentaient une 

capacité phagocytaire modérée dans les premières heures post-incubation (Van 

Waeyenberghe et al., 2013). Ainsi, l'internalisation des champignons semble dépendre des 

différentes conditions utilisées dans les études : milieux, souches ou MOI. Dans la présente 

étude, les souches phagocytaires testées étaient toutes capables d'internaliser les conidies d’A. 

fumigatus à des degrés divers. 

Ce travail, impliquant cette fois un champignon filamenteux, a également montré des 

différences importantes dans les relations d’A. fumigatus avec A. castellanii ou avec les 

cellules Thp-1. 

 

 Le dernier pathogène dont les interactions avec les cellules phagocytaires ont 

été testées est un adénovirus. Les adénovirus sont retrouvés dans l’environnement où ils 

peuvent être en contact avec des amibes libres comme A. castellanii. Ils entraînent 

principalement des infections respiratoires et des gastroentérites, mais également des 

infections oculaires. D’une manière générale, certains virus sont capables de s’adapter à 

l’ingestion par les amibes, permettant ainsi leur survie ainsi que leur multiplication 

intracellulaire. Certains auteurs ont ainsi étudié les interactions potentielles entre virus et 

amibes libres afin de déterminer si ces protozoaires pouvaient jouer un rôle dans la 

transmission virale. La plupart des études ont récemment concerné les virus géants comme les 
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mimivirus ou les pandoravirus (Scheid, 2015). Quelques autres ont été menées avec certains 

virus pouvant infecter l’Homme. C’est le cas des Norovirus, capables d’interagir avec A. 

castellanii (Hsueh and Gibson, 2015). Les coxsackievirus peuvent également survivre dans 

les amibes mais aussi les utiliser comme vecteur de transmission (Mattana et al., 2006). 

Concernant les adénovirus, Lorenzo-Morales a détecté par PCR leur présence dans des 

souches d’amibes libres, suggérant que ces amibes, en servant de réservoir aux adénovirus, 

faciliteraient leur transmission à l’Homme (Lorenzo-Morales et al., 2007). En 2012, Scheid et 

Schwarzenberger ont confirmé que des adénovirus appartenant aux sérotypes 11 et 41 sont 

ingérés par les amibes, et retrouvés dans leur cytoplasme, plus particulièrement dans des 

phagosomes (Scheid and Schwarzenberger, 2012). Verani et al. ont quant à eux, montré que 

A. polyphaga peut protéger les adénovirus des traitements de désinfection de l’eau. (Verani et 

al., 2016). Dans toutes ces études, on ne note pas de réplication du virus dans les amibes. Les 

résultats de co-culture amibes / adénovirus dans notre étude ont montré que la présence d’A. 

castellanii dans la co-culture n’avait aucun effet sur la multiplication ou sur la survie du virus. 

Ces résultats, montrant une internalisation des adénovirus par A. castellanii avec persistance 

du virus mais sans multiplication virale, sont donc en adéquation avec les études 

précédemment publiées. De notre étude et de celles d’autres auteurs, nous pouvons conclure 

que si A. castellanii internalise les adénovirus, cette amibe ne possède pas la machinerie 

cellulaire nécessaire à la réplication virale. Au contraire, la présence de macrophages dans la 

co-culture a permis une augmentation de la quantité de virus, résultats confirmés par 

immunofluorescence, puis par MET, permettant de visualiser les adénovirus dans les cellules 

phagocytaires. Les macrophages jouent un rôle dans l’immunité innée contre les adénovirus in 

vivo, bien que le mécanisme d’internalisation virale ne soit pas bien connu (Zaiss et al., 2009). 

Les adénovirus sont internalisés dans les macrophages, mais 100 à 1000 fois moins que dans 

les cellules épithéliales, qui expriment des récepteurs spécifiques (Zsengellér et al., 2000 ; 
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Mercer and Greber, 2013). Certains auteurs ont préalablement rapporté la permissivité des 

macrophages et des monocytes pour la réplication des adénovirus in vitro (Mastroeni et al., 

1985; Chu et al., 1992). Di paolo et al. (Di Paolo et al., 2013) ont présenté des données 

démontrant que les cellules de Küpffer infectées par les adénovirus mouraient rapidement. 

Nous présentons ici également des résultats montrant la lyse des macrophages infectés. Dans 

ce troisième modèle, nous démontrons une nouvelle fois des différences de comportement 

entre A. castellanii et la lignée Thp-1, infectées par un adénovirus dans les mêmes conditions 

expérimentales. 

 

Enfin, au cours de ces différentes expérimentations, nous nous sommes intéressés de 

façon parallèle à une autre amibe libre, V. vermiformis. Kuiper et al. (Kuiper et al., 2006) ont 

montré que cette amibe était fréquemment retrouvée dans les eaux de surface. Elle peut aussi 

proliférer dans des environnements lié à l’Homme, comme les systèmes de distribution d’eau, 

l’eau du robinet, ou les piscines (Valster et al., 2009 ; Coşkun et al., 2013 ; Delafont et al., 

2013 ; Armand et al., 2016).  

Nous nous sommes particulièrement intéressés à V. vermiformis, puisqu’elle est 

l’espèce dominante dans les réseaux d’eau hospitaliers (Pagnier et al., 2015), surtout dans les 

réseaux d’eau chaude, (Thomas et al., 2006; Ovrutsky et al., 2013) car il s’agit d’une espèce 

thermotolérante (Rhoads et al., 2015). 

Ainsi, nous avons exploré les interactions existant entre cette amibe et trois des 

pathogènes de l’étude : K. pneumoniae, S. aureus et A. fumigatus. V. vermiformis est capable 

de favoriser la croissance de K. pneumoniae, à l’instar des deux autres cellules phagocytaires 

étudiées, mais aussi de les internaliser. Nos résultats se rapprochent de ceux de Pickup et al. 

en 2007 obtenus avec d’autres espèces de Klebsiella, montrant que V. vermiformis se nourrit 

de ces bactéries (Pickup et al., 2007). La croissance de S. aureus est, elle aussi, favorisée par 
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la présence de V. vermiformis mais sans internalisation. Il est possible de supposer que la 

croissance bactérienne peut être due à la libération de métabolites amibiens utilisés comme 

nutriments par les bactéries. D’autre part, la présence de V. vermiformis ainsi que son 

surnageant induisent une augmentation de la croissance d’A. fumigatus, comparée à la 

croissance fongique sans amibe. Il est à noter que, si la présence de conidies d’A. fumigatus 

dans le milieu n’a pas d’influence sur la viabilité d’A. castellanii, elle diminue fortement celle 

de V. vermiformis, résultats se rapprochant de ceux de Steenbergen et al. montrant que la 

croissance de C. neoformans avait un effet négatif sur la viabilité amibienne (Steenbergen et 

al., 2001). V. vermiformis pourrait être sensible, comme D. discoideum, à certaines toxines 

sécrétées par A. fumigatus, comme la gliotoxine ou la trypacidine (Hillmann et al., 2015; 

Chotirmall et al., 2014). 

Nos résultats démontrent que la présence de V. vermiformis ou d’A. castellanii dans 

les réseaux d’eau hospitaliers peut représenter un risque de développement d’infections 

associées aux soins et que la surveillance régulière de ces réseaux pourrait inclure la 

recherche et la détection des amibes libres.   
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Chapitre 6 : Conclusion et perspectives 
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 Les principaux objectifs de notre étude ont été de déterminer si les amibes libres 

avaient une préférence trophique et si elles pouvaient servir de modèle expérimental pour 

l’exploration des interactions macrophages / micro-organismes. 

 

 Nos résultats montrent qu’il existe bien une préférence trophique des amibes libres A. 

castellanii pour certaines bactéries qui sécrètent des composés diffusibles permettant 

l’attraction des amibes. Différentes molécules de nature peptidique et de petite taille ont été 

isolées, allant de six à une vingtaine d’acides aminés, dont la caractérisation doit se 

poursuivre, en particulier par la détermination de leur séquence peptidique. De plus, une 

analyse du sécrétome des bactéries K. pneumoniae et S. aureus permettrait de déterminer si 

les molécules purifiées sont connues pour leur action. Cette étude doit toutefois être 

complétée. En effet, les tests ayant été réalisés en présence d’un seul micro-organisme, ils 

devront être reproduits en plaçant A. castellanii en présence de plusieurs micro-organismes 

simultanément, afin de permettre aux amibes un choix nutritionnel et confirmer ou non nos 

résultats. Le désenkystement amibien en présence de ces bactéries devrait également être 

exploré. D’autre part, il conviendra de purifier et de caractériser les molécules présentes dans 

les surnageants de culture d’amibes et capables d’induire une augmentation de la croissance 

bactérienne. Ces premiers résultats sont donc en faveur d’une communication inter-cellulaire 

entre les bactéries K. pneumoniae et S. aureus et A. castellanii.   

  

 Dans la seconde partie de l’étude, nous avons exploré le rôle des amibes dans la 

croissance de micro-organismes, confirmant l’intérêt de leur surveillance et de leur contrôle 

au sein des réseaux d’eau. Ces résultats devraient être confirmés par des co-cultures 

amibes/bactéries dans des dispositifs se rapprochant des conditions environnementales. En 

effet, mieux connaître les interactions micro-organismes / amibes pourrait permettre une 
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optimisation du traitement des réseaux d’eau, particulièrement dans les hôpitaux. D’autre part, 

nous avons mis en évidence des mécanismes d’adhérence, d’internalisation et de survie 

différents entre les micro-organismes étudiés, en présence d’A. castellanii, mais aussi en 

présence des cellules macrophagiques. S’il existe bien des similitudes entre les interactions 

micro-organismes/amibes libres et les interactions micro-organismes/macrophages, des 

différences importantes subsistent, ne permettant pas d’utiliser ce modèle A. castellanii pour 

l’extrapolation aux interactions avec les macrophages des résultats obtenus avec l’amibe.  
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Annexe 1 : Spectre total ESI-MS en mode positif de faible intensité de la fraction A pour 

K. pneumoniae 

 

 

Annexe 2 : Spectre total ESI-MS en mode positif de faible intensité de la fraction B pour 

K. pneumoniae 
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Annexe 3 : Spectre total ESI-MS en mode positif de faible intensité de la fraction C pour 

K. pneumoniae 

 

 

Annexe 4 : Spectre total ESI-MS en mode positif de faible intensité de la fraction D pour 

K. pneumoniae 
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Annexe 5 : Spectre total ESI-MS en mode positif de faible intensité de la fraction E pour 

K. pneumoniae 

 

 

Annexe 6 : Spectre total ESI-MS en mode positif de faible intensité de la fraction A pour 

S. aureus 
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Annexe 7 : Spectre total ESI-MS en mode positif de faible intensité de la fraction B pour 

S. aureus 

 

 

Annexe 8 : Spectre total ESI-MS en mode positif de faible intensité de la fraction C pour 

S. aureus 
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Résumé  
 

 Les amibes libres sont des protozoaires retrouvés dans de nombreux environnements 
où ils ingèrent par phagocytose des bactéries, des champignons, des virus ou d’autres 
protozoaires. Le modèle d’étude principal de cette thèse, divisée en deux grandes parties, a été 
Acanthamoeba castellanii. La première partie de la thèse a concerné l’étude de la préférence 
trophique des amibes, en présence de différents micro-organismes. Parmi ceux-ci, deux 
bactéries, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus, se sont montrées les plus 
attractives pour les protozoaires étudiés. Des extraits bactériens ont été fractionnés et leur 
étude a permis de mettre en évidence la nature protéique des composés chimioattractifs 
impliqués dans ce dialogue intergenre.  

Certaines données de la littérature ont rapporté les similitudes entre A. castellanii et 
d’autres cellules phagocytaires que sont les macrophages. La seconde partie de la thèse a 
permis de comparer les activités de phagocytose d’A. castellanii et de la lignée 
macrophagique Thp-1 vis-à-vis de quatre micro-organismes : le champignon filamenteux 
Aspergillus fumigatus, les bactéries Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus, et un 
adénovirus de sérotype B3. L’influence des deux types de cellules phagocytaires sur la 
croissance des micro-organismes a également été étudiée. Ces travaux ont permis de mettre en 
évidence des différences de comportements des amibes libres par rapport aux macrophages 
vis-à-vis de micro-organismes pathogènes, montrant qu’il n’est pas toujours possible 
d’extrapoler les résultats d’études amibes libres/micro-organismes aux relations 
macrophages/micro-organismes. 
 
Mots-clés : Amibes libre, nutrition, communication inter-cellulaire, macrophages, 
phagocytes, micro-organismes, interactions 
 
 
Abstract 
 

 Free living amoebae (FLA) are protoza found in various environments where they can 
feed by phagocytosis on bacteria, fungi, viruses or other protozoa. Acanthamoebae castellanii 
was used as the main model in this thesis, divided in two parts. The first part of the thesis 
relied on the trophic preference of amoebae, in presence of different microorganisms. 
Amongst them, two bacteria, Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus, appeared as 
the most attractive for the studied protozoa. Bacterial extracts have been fractionned and their 
study has shown the protein nature of the chemoattractants involved in this interspecies 
crosstalk. 

Literature data have reported similarities between A. castellanii and other phagocytic 
cells such as macrophages. The second part of the thesis allowed us to compare phagocytic 
activities of A. castellanii and Thp-1 macrophagic cells towards four microorganisms: the 
filamentous fungus Aspergillus fumigatus, the bacteria Klebsiella pneumoniae and 
Staphylococcus aureus and an adenovirus B3 serotype. The influence of the two phagocytic 
cells on the microorganisms’ growth has also been investigated. This has evidenced the 
behavior differences between FLA and macrophages towards pathogenic microorganisms, 
showing that results obtained by studying amoebae and microorganisms relationships could 
not be extrapolated in all cases to the relationships between macrophages and 
microorganisms. 
 
Key words: Free living amoebae, nutrition, inter-cellular communication, macrophages, 
phagocytes, microorganisms, interactions 


