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RESUME 

 

Le virus influenza peut être responsable d’infections respiratoires sévères. Les pneumonies 

bactériennes post-influenza font partie des complications les plus graves et S. aureus est l’une des 

bactéries les plus fréquemment retrouvée dans ce contexte. L’efficacité des traitements dans ces 

infections graves est modérée ce qui souligne l’importance de progresser dans la compréhension de la 

physiopathologie de ces infections graves. Une réponse immunitaire inadéquate (soit excessive, soit 

trop faible) à l’infection pulmonaire joue un rôle considérable dans la gravité du tableau clinique et le 

pronostic du patient.  

Nous avons montré que le virus influenza potentialise l’inflammation et la cytotoxicité engendrée par 

des facteurs de virulence de S. aureus dans des monocytes isolés de témoins sains. Cependant l’étude 

du système immunitaire de patients hospitalisés pour grippe grave, a montré qu’au lieu d’être dans un 

état d’activation massive, il était en phase d’anergie et possédait une altération de la réponse 

immunitaire fonctionnelle en cas d’exposition à des facteurs de virulence de S. aureus. 

L’immunomonitoring de ces patients au pronostic sévère, qui permet la détermination de l’état pro- 

ou anti-inflammatoire dans lequel se trouve le patient pourrait participer à l’amélioration de la prise 

en charge de ces patients en permettant l’utilisation de traitements immunomodulateurs adaptés à la 

situation clinique de chaque patient. 

Cette problématique peut être étendue à d’autres co-infections virus/bactérie et notamment au VRS. 

Nous avons étudié l’épidémiologie des co-infections VRS/bactérie chez l’adulte dans le contexte d’une 

pneumonie et nous avons observé qu’elle était similaire à celle des co-infections influenza/bactérie. 

Cette connaissance de l’épidémiologie est importante afin d’adapter la prise en charge des patients. 

 

Mots clés : influenza, Staphylococcus aureus, co-infection, pneumonie 

 

Laboratoire :  

CIRI UCBL1 ENS INSERM U1111 CNRS 
Equipe Virologie et Pathologie Humaine 
Faculté de médecine Laennec 
7-11 rue Guillaume Paradin 
69008 Lyon 
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ABSTRACT 

 

Post-influenza bacterial pneumonia is a leading cause of morbidity and mortality with severe influenza 

virus illness. Staphylococcus aureus is one of the most common pathogen found in this context. The 

severity of post-influenza Staphylococcus aureus pneumonia is due both to an inadequate 

responsiveness of the immune system (either too important or too weak) and to the weak efficacy of 

treatments used during these severe infections. A better knowledge of the pathophysiology of 

influenza/S. aureus co-infection is needed in order to improve patients care.  

In this study, we showed using in vitro experiments that influenza virus increased the inflammation 

and cytotoxicity induced by S. aureus virulence factors in human monocytes.  However ex vivo 

experiments performed on leucocytes isolated from hospitalized patients with severe influenza 

showed an anergy of the immune system after exposition to S. aureus virulence factors. 

Immunomonitoring of patients with severe post-influenza Staphylococcus aureus pneumonia may 

allow to optimize the therapeutic regimen towards a more individualized immunomodulatory therapy. 

This can be extended to other viral/bacterial co-infections including RSV. We studied the epidemiology 

of bacterial superinfections associated with RSV pneumonia in adults. Our results suggested that 

there was no main differences between the microbiological epidemiology of RSV/bacterial co-

infections and influenza/bacterial co-infections. Knowledge of this epidemiology is important to 

assess to improve patients care. 

 

Key words : influenza, Staphylococcus aureus, co-infection, pneumonia
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INTRODUCTION 

 

Chaque année, d’après l’Organisation mondiale de la santé (OMS), l’épidémie de grippe entraine 

3 à 5 millions de cas graves et 250 000 à 500 000 décès dans le monde. Le syndrome de détresse 

respiratoire aigu (SDRA) est une des complications les plus sévères de l’infection par le virus 

influenza (1). Ainsi en France, 1072 cas admis en réanimation ont été déclarés à Santé Publique 

France lors de la saison 2015-2016. Parmi ces cas, 62% présentaient un SDRA et 16% sont décédés. 

Ce syndrome résulte d’une atteinte respiratoire basse où les lésions des cellules épithéliales et 

endothéliales provoquent une rupture de la barrière alvéolo-capillaire, un remplissage des alvéoles 

pulmonaires et une perturbation des échanges gazeux (2). Dans le cas des SDRA grippaux, la 

destruction des alvéoles pulmonaires peut être soit directement liée à une réplication du virus 

(pneumonie virale) soit liée à une surinfection bactérienne pulmonaire. Les deux bactéries les plus 

fréquemment retrouvées lors de surinfection post-influenza sont Streptococcus pneumoniae et 

Staphylococcus aureus (S. aureus ) (3).  

A l’heure actuelle, les thérapeutiques spécifiques (antiviraux et antibiotiques) associées à 

l’assistance respiratoire ont une efficacité somme toute modérée avec une létalité allant jusqu’à 

45 % pour les SDRA les plus graves (4). Ce constat souligne la nécessité de progresser dans la 

compréhension de la physiopathologie de ces SDRA grippaux. Il est maintenant bien décrit qu’une 

réponse inadéquate (soit excessive, soit trop faible) de la réaction innée et adaptative du système 

immunitaire à l’infection pulmonaire joue un rôle considérable dans la gravité du tableau clinique 

et le pronostic du patient (5–10). La réaction inflammatoire de l’hôte, bien que primordiale dans 

la lutte contre le pathogène, peut être délétère en cas d’activation excessive au premier jour de 

l’infection. Ce phénomène est notamment observé lors des co-infections lorsque la synergie des 

facteurs de virulence viraux et bactériens accentue le versant pro-inflammatoire de la réponse 

immunitaire. La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires entraine un recrutement excessif de 

polynucléaires neutrophiles (PNN) et monocytes au niveau pulmonaire qui aggrave les lésions 

pulmonaires (5–8). Inversement, dans les jours qui suivent l’infection virale une anergie de la 

réponse immunitaire favorise la surinfection secondaire ou diminue la clairance de l’infection 

pulmonaire (9,10). 

Une meilleure compréhension de cette réponse immunitaire, locale et générale, dans l’apparition 

et l’évolution des formes de grippes graves est donc nécessaire. L’immuno-monitoring, concept 

validé dans d’autres pathologies telles que le sepsis, des patients présentant des signes de gravité 

pourrait permettre de différencier les patients en fonction de leur réponse immunitaire et 
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d’améliorer ainsi leur prise en charge par l’utilisation de traitements immunomodulateurs adaptés 

(11). 

Cette problématique ne se limite probablement pas à la seule pneumonie post-grippale et pourrait 

être étendue à d’autres infections respiratoires virales aigües. Très récemment, l’attention s’est 

portée sur le virus respiratoire syncytial (VRS) qui est apparu comme une cause majeure de 

pneumonies dans la population adulte et notamment âgée (12,13). Il s’agit là d’un nouveau champ 

d’investigation susceptible de bénéficier de la connaissance des mécanismes impliqués dans la 

pneumonie post-influenza. 

 

OBJECTIFS 

 

Les objectifs de ce travail sont :  

1) Améliorer notre compréhension de la physiopathologie des co-infections 

grippe/Staphylococcus aureus. Pour cela nous avons étudié in vitro l’effet d’une co-

exposition de différentes lignées monocytaires au virus influenza et à des toxines de S. aureus 

sur l’inflammation et la cytotoxicité.  

 

2) Valider les résultats observés et décrire l’état (anergique ou activé) des cellules immunitaires 

circulantes, sur une cohorte de patients hospitalisés en réanimation ou en soins continus 

pour infection respiratoire par le virus influenza. 

 

3) Fournir une première description de la microbiologie aux Hospices Civils de Lyon des 

infections bactériennes chez l’adulte associées en clinique aux pneumonies lors d’une co-

infection avec le VRS et la comparer aux pneumonies lors d’une co-infection avec le virus 

influenza. Il s’agit de déterminer s’il n’existerait pas certaines similarités entre l’épidémiologie 

de pneumonies bactériennes post-VRS et post-grippales. 
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

Dans le cadre de ces objectifs, nous avons dans une première partie bibliographique décrit ces agents 

infectieux (virus influenza, S. aureus et VRS) ainsi que leur interaction avec le système immunitaire 

dans le cadre des infections pulmonaires.  

1 Le virus influenza 
 

1.1 Classification 
 

Les virus influenza appartiennent à la famille des Orthomyxoviridae, famille de virus enveloppés à ARN 

simple brin de polarité négative. Ils sont divisés en quatre genres qui contiennent chacun une espèce 

virale (Alphainfluenzavirus qui contient le virus influenza A, Betainfluenzavirus qui contient le virus 

influenza B, Deltainfluenzavirus qui contient le virus influenza D et Gammainfluenzavirus qui contient 

le virus influenza C). Cette division en quatre genres a été réalisée en fonction de leurs protéines de 

matrice, de leurs glycoprotéines de surface et de la taille de leur génome. 

Afin de différencier les souches entre elles, l’OMS a établi une nomenclature officielle composée par : 

le type du virus, l’hôte d’origine (excepté pour les souches humaines), le lieu où la souche a été isolée, 

le numéro de la souche, l’année où la souche a été isolée. Le sous-type peut être mentionné entre 

parenthèses. Par exemple la souche de virus influenza A H1N1 présente dans le vaccin pour l’hiver 

2018-2019 est la souche A/Michigan/45/2015 (H1N1)pdm09. 

Les quatre types de virus n’ont pas le même potentiel pathogène chez l’Homme. Les seuls virus qui 

possèdent un intérêt clinique chez l’Homme sont les virus influenza A et B. Les virus de type C sont 

seulement responsables d’infections asymptomatiques (14) et la pathogénicité des virus de type D n’a 

pas été démontrée (15). 

Les virus influenza de type A ont pour réservoir les oiseaux sauvages aquatiques (16). Leur transmission 

et leur adaptation à l’Homme a donné lieu à plusieurs pandémies au cours de l’histoire (par exemple 

la pandémie de grippe A(H1N1) espagnole en 1918 ou la pandémie de grippe porcine A(H1N1)pdm09 

de 2009) suivie d’une circulation saisonnière de ces virus (actuellement 2 sous-types de A circulent: 

A(H1N1) et A(H3N2)). La classification des virus influenza A en plusieurs sous-types se fait grâce à leurs 

glycoprotéines de surface : l’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA). Actuellement 18 HA et 11 

NA ont été décrites, la plupart chez les oiseaux sauvages, mais seules les deux combinaisons H1N1 et 
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H3N2 sont responsables d’épidémies saisonnières chez l’Homme dont la forme clinique varie d’une 

infection banale à une infection sévère potentiellement mortelle. 

Les virus de type B infectent uniquement l’Homme. Depuis les années 1970 deux lignages co-circulent 

(B/Victoria et B/Yamagata). Ils sont responsables de tableaux cliniques moins sévères que ceux 

provoqués par les souches influenza A (17). 

 

1.2 Structure de la particule virale 
 

L’enveloppe virale est formée lors du bourgeonnement viral. Elle est composée d’éléments issus de la 

cellule hôte (double couche lipidique riche en phospholipides résistants aux détergents et en 

cholestérol) et de protéines virales (HA, NA et canal à protons M2) (Figure 1). A l’intérieur de cette 

enveloppe se trouve le génome viral qui est composé de huit segments d’acide ribonucléique (ARN) 

pour les virus de type A et B et de sept segments pour les virus influenza de type C. Le génome viral 

code 11 protéines : l’hémagglutinine (HA), la neuraminidase (NA), la nucléoprotéine (NP), les deux 

protéines de la matrice (M1, M2), les deux protéines non structurales (NS1, NEP), les trois protéines 

du complexe réplicase/transcriptase (PB1, PB2, PA) et la protéine PB1-F2 produite à partir du gène 

PB1. L’association des différents segments d’ARN viraux avec les nucléoprotéines et les protéines du 

complexe réplicase/transcriptase forme les complexes ribonucléoprotéiques (vRNP).  
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Figure 1 : Représentation schématique du virus Influenza A ou B, adapté de Kramer et al (18).  
Le virus influenza A possède 8 segments d’ARN de polarité négative. 11 protéines sont codées par ces ARN : les trois sous-
unités de l’ARN-polymérase ARN-dépendante (PB1, PB2, et PA), les deux glycoprotéines d’enveloppe (HA et NA), la 
nucléoprotéine NP, les protéines de matrice (M1 et M2), la protéine non structurale NS1 et la protéine d’export nucléaire 
NEP. Le virus peut aussi coder des protéines additionnelles : PB1-F2 et PA-X qui sont présentes dans les cellules infectées 
mais pas dans les particules virales ou à très faible concentration.  

 

1.3 Facteurs de virulence du virus influenza 

 
 

L’hémagglutinine est la principale glycoprotéine de surface du virus influenza (elle représente environ 

75% des protéines de surface du virus). C’est une protéine de type IC qui est homotrimérique. Chaque 

monomère est synthétisé sous forme d’un précurseur polypeptidique inactif (HA0) (Figure 2) : les virus 

ayant des HA non clivées ne sont pas infectieux. Pour être biologiquement actifs, ces monomères 

doivent être clivés par des sérines-protéases cellulaires entrainant la formation de deux sous-unités 

HA1 et HA2 liées entre elles par un pont disulfure (Figure 3). La tête globulaire HA1 possède le site de 

liaison au récepteur (Receptor Binding Site, RBS) et les sites antigéniques. La queue HA2 est impliquée 

dans la fusion entre la membrane virale et la membrane cellulaire (19). 
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Figure 2 : Représentation cristallographique de la HA0. Adapté de Galloway et al (20). 
Le domaine HA1 (en bleu) comprend les sites de liaison à l’acide sialique et les sites antigéniques.  
Le domaine HA2 (en rouge) possède le peptide de fusion (en jaune). 
 

 

Figure 3 : Réarrangements structurels associés au clivage de la HA par des protéases cellulaires. Adapté de Bertram (19).  
Le précurseur HA0 est clivé en deux sous-unités HA1 et HA2 par des protéases cellulaires. Les deux sous-unités sont liées de 
façon covalente par un pont disulfure. 
 

La séquence du site de clivage définit par quelles protéases cellulaires le précurseur HA0 peut être clivé 

en HA1 et HA2 et détermine ainsi le tropisme et la virulence. Les virus humains et les virus aviaires peu 

pathogènes (low pathogens) ont un site de clivage monobasique constitué par une séquence 

consensus qui contient une arginine ou une lysine, clivé par des protéases trypsin-like présentes 

seulement dans le tractus respiratoire haut des humains et dans le tractus intestinal des oiseaux, ce 

qui limite la réplication du virus à ces tissus (19,21). Chez les virus aviaires H5 et H7 low pathogens, la 
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substitution au niveau de la séquence consensus du site de clivage de HA0 (R-E/K-T/K-R) de plusieurs 

arginines ou lysines produit un site de clivage polybasique. C’est l’un des facteurs de virulence des virus 

aviaires hautement pathogènes (22). Ce site de clivage polybasique permet à la HA0 d’être clivée par 

des protéases ubiquitaires de type furin-like, ce qui facilite la réplication systémique du virus chez le 

poulet (23). Chez les mammifères l’introduction d’un site de clivage polybasique engendre une 

réplication systémique virale chez le furet ou la souris mais pas chez le macaque (24–26). Ce site de 

clivage polybasique n’a jamais été observé dans les virus responsables d’épidémies saisonnières ou de 

pandémies chez l’Homme. 

L’hémagglutinine permet l’entrée du virus dans la cellule hôte grâce à la liaison aux acides sialiques 

(AS) des glycoprotéines de surfaces cellulaires. Le tropisme viral est lié au type d’AS présent à la surface 

des cellules. Il existe deux types de liaison entre l’AS et le galactose présent dans les chaînes 

polyosiques des membranes cellulaires : une liaison de type α-2,3 et une liaison de type α-2,6. Les virus 

humains se lient préférentiellement aux AS α-2,6 exprimés majoritairement par les cellules épithéliales 

du tractus respiratoire supérieur alors que les virus aviaires se lient préférentiellement aux AS α-2,3 

présents à la surface des cellules épithéliales intestinales des oiseaux et dans le tractus respiratoire 

inférieur chez l’Homme (27,28). Cette différence dans la spécificité de liaison aux AS et la répartition 

des différents résidus AS explique en partie pourquoi les virus aviaires hautement pathogènes ne 

présentent pas de transmission interhumaine actuellement. En revanche, le porc possède au niveau 

trachéal à la fois des AS α-2,6 et α-2,3 ce qui lui permet d’être un hôte intermédiaire sensible à la fois 

aux virus aviaires et humains, phénomène à l’origine de la souche H1N1 pandémique de 2009. La 

spécificité de la liaison aux AS est déterminée par quelques acides aminés (AA) : les AA en position 190 

et 225 (numérotation H3) des virus H1 humains et aviaires et les AA en position 205, 226 et 228 des 

virus H2 et H3 saisonniers (29–32). L’apparition de substitutions d’AA dans la HA qui affectent les 

préférences de liaison au récepteur peuvent influencer le tropisme tissulaire du virus. Par exemple, il 

a été montré que la HA des virus humains contient une leucine en position 226 alors que les virus 

aviaires contiennent une glutamine (33–35).  

La glycosylation de la HA permet aussi de moduler la virulence. Elle varie en fonction des souches 

virales ainsi qu’en fonction de la cellule infectée. LA HA est la cible la plus importante de la réponse 

immunitaire humorale : la majorité des anticorps sont dirigés contre le domaine globulaire. Au cours 

des années, le nombre de sites de glycosylation dans les souches circulantes a augmenté ce qui 

empêche sa reconnaissance par les anticorps et permet au virus d’échapper à l’immunité humorale 

(36–38).  
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La NA est la deuxième glycoprotéine de surface la plus abondante du virus influenza (estimée à 25%). 

C’est une glycoprotéine transmembranaire homotétramérique de type II. Sa partie globulaire possède 

4 monomères qui comprennent chacun une poche catalytique (39). Le site actif de la NA est composé 

de deux types d’AA : 11 AA structuraux dont le rôle est de stabiliser le site actif et 8 AA fonctionnels 

qui permettent l’activité sialidase de l’enzyme (40,41). Cette activité sialidase permet de couper la 

liaison entre les AS α-2,3 ou α-2,6 et les hydrates de carbone des glycoprotéines.  

Un équilibre, appelé balance HA-NA, entre l’affinité de la HA pour les AS et l’activité sialidase de la NA 

est nécessaire afin de permettre une infection productive en assurant une réplication virale et une 

transmission optimales (42).  

La NA favorise l’infection par le virus influenza de plusieurs manières :  

Les mucines présentes dans le tractus respiratoire possèdent les mêmes AS que ceux présents à la 

surface des cellules épithéliales. Ces mucines sont donc capables de se lier au virus et d’empêcher sa 

pénétration jusqu’aux cellules épithéliales. Lors de la phase d’infection des voies respiratoires hautes, 

la NA clive la liaison entre les AS et les mucines ce qui inhibe le rôle protecteur des mucines et empêche 

la clairance du virus (43). Le virus peut alors infecter les cellules épithéliales sous-jacentes. La NA limite 

aussi la clairance virale en activant le TGF-β : grâce à son activité sialidase, elle clive les AS du TGF-β et 

permet ainsi son passage d’une forme latente inactive à une forme biologiquement active (44). 

L’activité sialidase de la NA permet la diffusion de l’infection grâce à la coupure de la liaison entre les 

AS et les glycoprotéines de surface (45). En l’absence d’activité NA , le virus influenza peut infecter les 

cellules et se répliquer mais les virions nouvellement formés restent agrégés à la surface cellulaire sans 

parvenir à infecter de nouvelles cellules (46).  

Enfin la NA a la capacité de muter afin de devenir résistante aux inhibiteurs de neuraminidase 

(oseltamivir, zanamivir, peramivir et laninamivir) seuls antiviraux actifs contre les 2 types de virus 

influenza A H1N1 et H3N2 et les 2 lignages de virus influenza B. Ces antiviraux sont utilisés en cas 

d’épidémies et de pandémies. En 2007, une souche de virus influenza A (H1N1) résistante à 

l’oseltamivir a émergé et en 2008-2009, plus de 99% des souches de virus influenza A (H1N1) 

circulantes étaient résistantes à l’oseltamivir (47). La mutation H274Y sur la NA était la mutation la plus 

fréquemment observée (48,49). Actuellement, la résistance à l’oseltamivir est faible dans les souches 

épidémiques, avec moins de 1% de résistance parmi les souches de virus influenza A et B circulantes 

(50). 
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PB1-F2 est une protéine accessoire qui est transcrite à partir d’un cadre de lecture alternatif de PB1 

(51). Ce facteur de virulence est majoritairement exprimé par les virus hautement pathogènes tels que 

H5N1. Sa forme tronquée, incapable de migrer dans les mitochondries est exprimée par des souches 

moins virulentes telles que H1N1 (52). 

PB1-F2 module la réponse immunitaire innée à plusieurs niveaux : elle entraine une augmentation de 

la réponse inflammatoire et altère la réponse antivirale (Figure 4) (51). PB1-F2 participe à la virulence 

des souches influenza A en augmentant l’apoptose des cellules infectées : elle se lie aux membranes 

mitochondriales et rompt leur intégrité menant à l’apoptose (53). PB1-F2 inhibe la voie de signalisation 

initiée par la reconnaissance de l’ARN viral par RIG-I (Retinoic Acid-Inducible Gene I) ce qui diminue la 

production d’interféron (IFN) de type I et III dont le rôle est de limiter la réplication virale (54). Il a été 

montré que la protéine PB1-F2 du virus H7N9 active la voie de l’inflammasome NLRP3 (protéine 3 de 

la famille des NLR : Nucleotide oligomerization domain-like receptor). Ceci permet la production de 

cytokines pro-inflammatoires telle que l’interleukine (IL) 1β et augmente la survenue de pneumonies 

virales dans des modèles murins (55,56). De plus, dans un modèle murin, en cas de pneumonie 

bactérienne post-influenza, PB1-F2 est responsable d’une augmentation de la sévérité de l’infection et 

d’une réduction du taux de survie suite à l’augmentation de la production de cytokines pro-

inflammatoires (57). 

 

Figure 4 : Les différentes fonctions de PB1-F2, adapté de Hsu (58).  
PB1-F2 inhibe la voie de signalisation RIG-I, diminue la transcription d’IFN de type I et III et la réponse antivirale qui en découle. 
PB1-F2 active l’inflammasome et stimule la production d’IL-1β. 
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NS1 est une protéine codée par le gène NS, le plus petit segment du virus influenza (890 paires de 

base), ce qui lui confère la capacité d’être synthétisée rapidement et en grande quantité dans les 

cellules épithéliales infectées (59). 

Cette protéine multifonctionnelle possède deux domaines. Le domaine N-terminal de liaison à l’ARN 

reconnait les ARN double brins viraux et les protège en empêchant leur détection par l’hôte. Le 

domaine effecteur en C-terminal participe au détournement de la machinerie cellulaire : il inhibe la 

synthèse protéique de l’hôte dans les cellules infectées et favorise ainsi la synthèse des protéines 

virales (60–62).  

NS1 a également un rôle inhibiteur de la réponse immunitaire ce qui permet l’établissement d’une 

infection productive. Elle inhibe la voie de signalisation RIG-I ce qui bloque la production d’IFN de type 

I (63,64). La pression de sélection et l’évolution des virus dans la population humaine aboutit à des 

variations dans la composition en acides aminés de la protéine NS1 ce qui module sa capacité 

d’inhibition de la production d’IFN (58). Ainsi, le remplacement du gène NS1 d’un virus aviaire 

hautement pathogène H5N1 par le gène NS1 d’un virus porcin faiblement pathogène H5N1 avec une 

délétion naturelle de 15 nucléotides en positions 612 à 626 diminue la capacité d’inhibition de la voie 

IFN de la protéine NS1 chez le poulet (65). La suppression de l’immunité antivirale par la protéine NS1 

apparait également plus efficace avec une souche humaine H3N2 par rapport à une souche aviaire 

H11N9 faiblement pathogène et permet une augmentation de la réplication virale (66). 

 

 
 

La protéine PA-X est codée par le gène PA (67). Cette protéine réprime rapidement l’expression des 

gènes de la cellule hôte ce qui lui permet d’échapper à la reconnaissance par le système immunitaire 

de l’hôte. PA-X peut moduler l’activité polymérase de l’hôte en dégradant sélectivement les ARNm 

transcrits par l’ARN polymérase II (68). PA-X est aussi capable de moduler la réplication virale, 

l’apoptose induite par le virus et la localisation nucléaire de PA (69).  

Les virus déficients en PA-X entrainent une réponse immunitaire de l’hôte plus intense, avec une 

augmentation de l’inflammation et de l’apoptose et sont ainsi responsables de formes d’infections plus 

sévères chez la souris (67). 



27 

1.4 Cycle de réplication virale 
 

La première étape de l’infection est constituée par l’attachement du virus influenza aux cellules 

épithéliales du tractus respiratoire. Cet attachement est possible grâce à la liaison de la HA à son 

récepteur, l’acide N-acétylneuraminique qui appartient à la famille des acides sialiques (Figure 5). 

Après cette étape d’attachement, le virus est internalisé dans la cellule hôte par endocytose. Le pH 

acide de la vésicule d’endocytose ouvre le canal à proton M2 ce qui entraine l’acidification du virion, 

le détachement des complexes ribonucléoprotéiques viraux (vRNP) liés à la membrane virale et 

l’exposition du peptide fusion de la HA suite à un changement conformationnel de celle-ci. Ce peptide 

fusion est responsable de la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane endosomale et le contenu 

viral est finalement libéré dans le cytoplasme cellulaire. Les vRNP migrent alors vers le noyau où l’ARN 

polymérase ARN-dépendante transcrit et réplique l’ARN de polarité négative aboutissant à la 

formation de trois types d’ARN : les ARN messagers, les ARN complémentaires et de petits ARN 

génomiques de polarité négative. Ces petits ARN génomiques de polarité négative sont impliqués dans 

la régulation du switch entre la transcription et la réplication virale (70).  

La phase de transcription permet la formation d’ARN messagers (ARNm) qui sont exportés dans le 

cytoplasme pour être traduits en protéines. Les protéines virales produites lors de la phase précoce 

(complexe polymérase, NP, NEP et M1) qui sont nécessaires à la réplication et à la transcription sont 

réimportées vers le noyau. LA HA, la NA et la M2 sont transportées via le trans-golgi jusqu’à la 

membrane cellulaire et subissent des modifications post-traductionnelles dans le réticulum 

endoplasmique dont la glycosylation de la HA et de la NA (71). 

La phase de réplication permet la formation d’ARN complémentaire de polarité positive qui est ensuite 

utilisé comme matrice pour la synthèse de nouveaux ARNv. De nouveaux vRNP sont alors formés grâce 

à l’association de ces ARN viraux avec le complexe de la polymérase et les nucléoprotéines. Ces 

nouveaux vRNP formés dans le noyau cellulaire sont exportés dans le cytoplasme.  

L’assemblage de la particule virale se fait au site apical de la cellule polarisée, grâce à l’interaction entre 

M1 et la partie cytoplasmique des glycoprotéines virales (70). 

Le bourgeonnement permet le relargage de nouveaux virions grâce à l’action de la NA qui clive les AS 

cellulaires et permet la libération des nouveaux virions (72). 



28 

 

Figure 5 : Cycle de réplication du virus influenza, adapté de Medina et al, 2011 (70).  

LA HA du virus influenza se lie à son récepteur cellulaire, l’acide sialique α-2,6 ou α-2,3, puis le virus pénètre dans la cellule 
par endocytose. Le clivage de la HA par des protéases cellulaires expose le peptide fusion qui permet la fusion de l’enveloppe 
virale et de la membrane endosomale. L’acidification de la vésicule d’endocytose provoque l’ouverture du canal à proton M2 
ce qui acidifie le virion et permet la libération dans le cytoplasme des complexes ribonucléoprotéiques contenant le génome 
viral. Les complexes ribonucléoprotéiques migrent alors dans le noyau. L’ARN polymérase ARN-dépendante transcrit et 
réplique l’ARN viral de polarité négative en trois types d’ARN : l’ARN complémentaire qui permet la réplication de l’ARN viral, 
des ARN de petite taille de polarité négative qui régulent la transcription et la réplication et des ARN messagers qui sont 
exportés dans le cytoplasme et traduits en protéines virales. Les protéines virales nécessaires à la réplication et la 
transcription sont réimportées dans le noyau où elles forment les complexes ribonucléoprotéiques après association à l’ARN 
viral nouvellement synthétisé puis ces complexes sont exportés dans le cytoplasme pour l’étape de packaging avec l’aide des 
protéines M1 et NP. La HA, la NA et la protéine M2 subissent des modifications post-traductionnelles dans le trans-golgi, les 
protéines matures arrivent à la membrane puis sont assemblées pour former les nouveaux virions. Le bourgeonnement 
permet le relargage des nouveaux virions après que la NA ait coupé la liaison entre les acides sialiques cellulaires et les 
glycoprotéines virales. 

 

1.5 Mécanismes de variations antigéniques des virus influenza 
 

 
 

La dérive antigénique est le résultat de l’accumulation de mutations qui provoquent une modification 

de l’antigénicité de la HA et de la NA par rapport à la souche de l’année précédente (73). Lors de la 

réplication virale l’ARN polymérase ARN-dépendante, qui ne possède pas de fonction de correction, 

commet des erreurs qui aboutissent à la substitution d’acides aminés et au final à l’apparition de 

nouvelles souches virales. Ce glissement antigénique permet aux virus influenza d’échapper 

partiellement à la réponse immunitaire humorale et de produire une nouvelle épidémie dans une 

population déjà immunisée contre le virus parent (Figure 6).  
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L’évolution antigénique des souches est variable d’une espèce à l’autre ainsi que d’une souche à 

l’autre. Ainsi l’évolution des souches aviaires est plus lente que l’évolution des souches humaines ce  

qui traduirait une faible pression exercée par le système immunitaire et une très bonne adaptation du 

virus à son réservoir principal aviaire (18,74). Des variants antigéniques de la souche A(H3N2) 

apparaissent tous les 3 à 5 ans alors que les variants antigéniques de A(H1N1) et virus B apparaissent 

tous les 3 à 8 ans (75–78). 

Certaines positions de la HA de la grippe ont une importance cruciale dans la détermination de 

l’antigénicité. Seuls sept AA autour du RBS ont été les déterminants primaires des changements 

antigéniques du virus A(H3N2) entre 1968 et 2003 : un seul changement sur un de ces sept AA est 

suffisant pour générer un nouveau variant antigénique (79). L’importance d’un nombre restreint d’AA 

immédiatement adjacents au RBS pour l’apparition de nouveaux variants a aussi été montrée pour les 

virus aviaire A(H5N1), porcin A(H3N2) et équin A(H3N8) (80–83). 

 

 

Figure 6 : Mécanismes d'évolution du virus influenza, d'après Van de Sandt (84).  
La dérive antigénique (antigenic drift) est l’accumulation graduelle de mutations, principalement dans la région globulaire 
hypervariable de la tête de la HA. Elle permet l’échappement viral à la reconnaissance par les anticorps neutralisants, ce qui 
est responsable des épidémies saisonnières.  
La cassure antigénique (antigenic shift) est l’introduction d’un nouveau sous-type viral dans la population humaine, ce qui 
entraine l’apparition d’une pandémie. Elle résulte soit d’un réassortiment génétique entre plusieurs souches, soit de la 
transmission directe d’une souche du réservoir animal à la population humaine.  
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Contrairement au glissement antigénique, la cassure antigénique (antigenic drift) est un changement 

majeur dans l’antigénicité de la HA et parfois de la NA des virus influenza A circulants. La cassure 

antigénique est observée chez les virus influenza humains et animaux. Elle entraine l’apparition d’un 

nouveau lignage contre lequel les populations ne sont pas immunisées ce qui provoque alors une 

pandémie (Figure 6). 

Deux mécanismes sont responsables de cette cassure antigénique : l’introduction chez l’Homme d’une 

souche animale ou le réassortiment génétique entre des souches humaines et animales. Ces 

réassortiments génétiques sont possibles grâce à la nature segmentée du génome de la grippe. Ainsi 

deux virus du même type qui infectent la même cellule peuvent échanger du matériel génétique. La 

circulation des virus influenza A non seulement chez l’Homme mais aussi chez les animaux 

domestiques (porcs, poulets, chevaux) et chez les oiseaux sauvages migrateurs procure une source 

d’HA et de NA variées qui peuvent se recombiner entre différentes souches après co-infection du 

même hôte. Cependant toutes les combinaisons ne sont pas possibles car les 8 segments d’ARN sont 

interdépendants. D’après Villa et al ceci serait une barrière au réassortiment entre lignages co-

circulants. Cet évènement est en effet très rare car il est difficile pour le virus réassortant de trouver 

un équilibre et de maintenir son fitness avec une combinaison de segments séparés par des distances 

génétiques importantes (85). 

 

1.6 Epidémiologie des infections saisonnières 
 

Les virus influenza A et B sont responsables chaque année dans les zones tempérées d’épidémies 

saisonnières avec un pic de fréquence en hiver. Durant cette période les conditions atmosphériques 

(air froid et sec) et le confinement des populations facilitent la propagation du virus (Figure 7). En 

revanche dans les régions intertropicales le virus circule toute l’année (86).  
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Figure 7 : Evolution du taux d’incidence hebdomadaire des cas de syndromes grippaux vus en consultation de médecine 
générale lors de la campagne de surveillance de la grippe 2017/2018. D’après les données du réseau sentinelle (87).  
En bleue, la courbe épidémique et son intervalle de confiance à 95% et en rouge le seuil épidémique. 
 

D’après les données de l’OMS, 5 à 15 % de la population mondiale est touchée chaque année, avec 3 

à 5 millions de formes graves et 500 000 décès par an dans le monde. La majorité des formes graves 

observées sont liées à des pneumonies virales ou secondaires à des surinfections bactériennes de 

l’arbre respiratoire bas mais il existe aussi des complications non respiratoires (myocardite, 

encéphalite, rhabdomyolyse ou atteinte d’autres organes) (88–92). 

Les enfants scolarisés sont la principale source de transmission du virus comme le montrent des études 

où la vaccination des enfants réduit l’incidence des infections grippales sévères chez les personnes 

âgées (93). Les formes graves sont observées majoritairement chez les enfants âgés de moins d’un an 

et chez les personnes âgées (18,94). Chez les jeunes enfants, l’absence complète d’immunité 

spécifique lors de la première infection par le virus influenza les rend complètement sensibles à 

l’infection, ils présentent des symptômes plus sévères et libèrent de grandes quantités de virions avec 

une excrétion prolongée. Chez les personnes âgées, l’immunosénescence et l’existence de pathologies 

chroniques sous-jacentes expliquent les formes graves d’infection grippale (95). Les autres facteurs de 

risque de développement d’une forme grave sont l’existence de pathologies chroniques respiratoires 

ou cardiaques, le diabète, l’obésité, la grossesse et l’immunodépression (95–97). 
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1.7 Epidémiologie des pandémies grippales 
 

En plus des infections saisonnières annuelles, quatre pandémies grippales d’origine aviaire ou porcine 

ont été observées depuis 1918 (Tableau 1). Elles apparaissent de façon sporadique et imprévisible et 

surviennent tous les 10 à 50 ans. Elles sont définies par l’introduction d’une souche de virus influenza 

A exprimant de nouveaux antigènes de surface pour lesquels la population actuelle ne possède aucune 

immunité.  

Cette absence d’immunité préexistante permet au virus d’avoir un taux d’attaque supérieur aux 

souches saisonnières dans les populations. Le virus se répand donc très rapidement à travers le monde 

provoquant plusieurs vagues d’infection durant l’année. Ces virus peuvent ensuite continuer à circuler 

et donner des épidémies saisonnières classiques les années suivant ces pandémies. 

La pandémie de 1918, appelée grippe espagnole a entrainé la mort de 40 à 50 millions de personnes 

(98). Le virus, une souche H1N1, a infecté la moitié de la population mondiale au cours de plusieurs 

vagues successives. Lors de cette pandémie la moitié des décès a été observée chez les adultes jeunes 

de 18 à 40 ans. L’hypothèse avancée pour expliquer cette forte létalité chez les adultes jeunes est une 

réaction excessive du système immunitaire entrainant un orage cytokinique qui aboutit à l’apparition 

de lésions pulmonaires. Un système immunitaire fonctionnel (c’est-à-dire non immature et non 

immunosénescent) étant dans ce cas un facteur de risque de développer une forme grave (99,100).  

En 1957, l’émergence d’une souche A(H2N2) issu du réassortiment de 3 gènes d’origine aviaire (H2, 

N2 et PB1) et d’un virus Influenza A(H1N1) humain est responsable de la grippe asiatique qui a 

provoqué 1 à 2 millions de morts dans le monde.  

En 1968, un réassortiment de la souche A(H2N2) humaine avec 2 gènes d’origine aviaire (H3 et PB1) 

entraine l’émergence d’une souche A(H3N2) responsable de la grippe de Hong-Kong qui a engendré 

500 000 à 2 millions de morts dans le monde. En 1977 un virus A(H1N1) très proche du sous-type 

A(H1N1) ayant circulé dans les années 50 réapparait et engendre la pandémie de grippe russe qui a 

touché majoritairement les personnes nées après 1957 mais sans augmentation de la mortalité dans 

la population générale. Deux souches de grippes A (A(H1N1) et A(H3N2)) se mettent alors à circuler en 

parallèle des deux lignages de virus influenza B.  

Enfin, en 2009, la première pandémie du siècle, connue sous le nom de grippe porcine ou grippe 

mexicaine, a été provoquée par un nouveau virus A(H1N1) issu d’un réassortiment d’une souche 

porcine eurasienne avec un triple réassortant porcin A(H3N2) (101,102). 18500 décès ont été 
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documentés biologiquement mais des modèles mathématiques suggèrent que la mortalité associée à 

cette pandémie se situerait plutôt entre 150 000 et 575 000 décès (103,104). 

 

Tableau 1: Principales caractéristiques des pandémies de grippe du XXème et XXIème siècle. D'après Saunders-Hastings 
(98) 
 

Des systèmes de surveillance du virus influenza ont été mis en place suite à la crainte de voir apparaitre 

une nouvelle pandémie grippale. Des infections zoonotiques avec des virus influenza aviaires tels que 

H5N1, H7N9 ou porcin tel que H3N2 surviennent de façon sporadique dans des zones géographiques 

limitées où ces souches circulent beaucoup suite au contact rapproché entre les Hommes et les 

animaux. A l’heure actuelle, seuls de très rares cas de transmission interhumaine ont été décrits 

indiquant que ces souches nécessitent une adaptation à l’homme pour acquérir un potentiel 

pandémique. 

 

1.8 Physiopathologie et clinique de l’infection grippale simple 
 

Les symptômes de l’infection par le virus de la grippe varient d’une infection respiratoire modérée 

confinée au tractus respiratoire haut à des formes sévères voire létales qui atteignent les voies 

respiratoires basses.  

Cliniquement, l’infection modérée est caractérisée par l’apparition de fièvre, maux de gorge, rhinite, 

toux, maux de tête, douleurs musculaires et fatigue. 

D’un point de vue physiopathologique, trois phases successives sont observées lors d’une infection 

grippale résolutive : 

Une première phase de réplication virale, qui dure environ trois jours, permet au virus de se multiplier 

dans les cellules ciliées et les cellules à mucus et ainsi d’infecter l’ensemble du tractus respiratoire. La 

destruction de l’épithélium respiratoire est responsable d’une inflammation locale et d’un afflux de 

leucocytes qui sont à leur tour infectés par le virus.  
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La phase inflammatoire apparait à partir du deuxième jour pour une durée de 7 à 10 jours. La nécrose 

des cellules épithéliales entraine la libération de médiateurs pro-inflammatoires par les cellules 

phagocytaires. 

Enfin la phase de réparation de l’épithélium respiratoire commence à partir du troisième jour et se 

prolonge pendant six semaines après le début de la maladie. 

 

2 La réponse immunitaire à l’infection grippale 
 

2.1 Immunité innée 
 

Le tractus respiratoire est une interface majeure de notre organisme avec l’environnement extérieur 

ce qui le rend particulièrement vulnérable aux infections. L’anatomie de la structure pulmonaire 

impose que la réponse immunitaire à une infection virale soit compartimentée et séquentielle afin de 

limiter la perte de fonction durant l’inflammation. Un équilibre étroit entre les réponses pro- et anti-

inflammatoires est nécessaire afin de protéger les poumons de l’infection et de limiter les symptômes 

tout en évitant une inflammation excessive qui contribue aux lésions tissulaires et à l’aggravation de 

la pathologie. 

Afin d’établir une infection, les virus respiratoires doivent passer une première barrière de protection 

mécanique constituée par le mucus et les peptides antiviraux qui limitent l’attachement et l’entrée du 

virus dans les cellules de l’épithélium respiratoire. Si cette barrière est franchie, l’initiation d’une 

réponse immunitaire innée rapide se met en place dès l’internalisation du virus dans les cellules 

épithéliales. Le virus est reconnu comme un élément étranger à l’organisme grâce à des déterminants 

moléculaires : les pathogen associated molecular patterns (PAMPs) qui sont identifiés comme 

pathogènes par les pattern recognition receptor (PRR). Trois familles de PRR sont impliquées dans la 

reconnaissance du virus influenza : les Toll Like Receptor (TLR), le récepteur RIG-I et les récepteurs de 

la famille NLR dont NLRP3 (105,106) (Figure 8). Les TLR sont les premiers récepteurs à détecter le virus. 

Ils détectent soit les virus extracellulaires grâce aux TLR 2 et 4 soit l’ARN viral présent dans les vésicules 

d’endocytose grâce aux TLR3 et TLR7/8 (107–109). RIG-I et NLRP3 détectent l’ARN viral présent dans 

le cytoplasme des cellules infectées (110). 
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Figure 8 : Détection du virus influenza par les PRR, d’après Pulendran (111).  
L’activation de différents TLR (TLR3 et TLR7/8) par la détection de l’ARN viral ou la liaison de PAMPs par le TLR4 permet le 
recrutement de molécules adaptatrices (MyD88 et TRIF). Ces molécules adaptatrices activent différentes voies de 
signalisation ce qui permet la translocation nucléaire de facteurs de transcription (IRF3/7 et NF-кB) et aboutit au final à la 
production d’interférons de type I et de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF, pro-IL-1β et pro-IL-18). La reconnaissance 
de l’ARN par RIG-I active le recrutement de protéines mitochondriales (Mitochondrial Antiviral Signaling Proteins, MAVS), 
induisant la production de cytokines par l’intermédiaire de IRF3/IRF7. NOD2 détecte les ARN simples brins ce qui active la 
translocation de MAPK et IRF3/IRF7 par le recrutement des molécules adaptatrices RIPK2 et MAVS et induit la production de 
cytokines. L’activation de NLRP3 recrute ASC (apoptosis associated speck-like protein containing a caspase recruitment 
domain) qui interagit avec la pro-caspase-1 pour former l’inflammasome NLRP3. L’autoactivation de la caspase-1 clive le pro-
IL-1β et le pro-IL-18 en IL-1β et IL-18 mature. 
 

Différentes cascades de signalisation sont alors activées. La reconnaissance du virus par les TLR et par 

RIG-I active les voies de signalisation du facteur de transcription nucléaire Nuclear Factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B cells (NF-кB) et de l’Interferon Regulator Factor (IRF) ainsi que les 

Mitogen-Activated kinases (MAPKs). La reconnaissance du virus par l’inflammasome NLRP3 active la 

caspase I ce qui aboutit à la production d’IL1-β et d’IL-18 biologiquement actives (112–114). Ces voies 

de signalisation entrainent une sécrétion rapide d’IFN de type I, de cytokines pro-inflammatoires et de 

chimiokines (115,116). Les IFN de type I, produits par les macrophages, l’épithélium respiratoire, les 
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cellules dendritiques conventionnelles et plasmacytoïdes, stimulent l’expression de centaines de gènes 

connus sous l’appellation IFN-Stimulated Genes (ISG) à la fois dans les cellules infectées et dans les 

cellules voisines des cellules infectées. Les ISG ont des propriétés antivirales, immunomodulatrices et 

de régulation cellulaire qui permettent de limiter la permissivité des cellules voisines à l’infection virale 

et contribuent à la différentiation des cellules du système immunitaire adaptatif (117,118). Les 

cytokines et chimiokines produites par les cellules de l’épithélium respiratoire et les leucocytes ont des 

rôles redondants pour attirer de nouveaux leucocytes et les activer ( 

Tableau 2). 

 

Chimiokine/ 
cytokine Fonctions Cellules productrices 

IFN-γ Inhibe la réplication virale 
Stimule la cytotoxicité des lymphocytes T cytotoxiques 
Augmente l’expression du CMHI (complexe majeur 
d’histocompatibilité de classe I) 
Active les macrophages et les PNN 
Favorise la prolifération des lymphocytes T 

Lymphocytes T 
Cellules NK 

TNF-α Effets antiviraux directs et indirects 
Chemoattractant pour les PNN 
Stimule la phagocytose par les macrophages et la production d’IL-
1 
Augmente la perméabilité vasculaire 

Lymphocytes T 
Monocytes/macrophages 
Cellules dendritiques 
PNN 

IL-1 Augmente l’expression endothéliale de facteurs d’adhésion  
Augmente la perméabilité vasculaire 
Stimule la production d’IL-6 

Monocytes/macrophages 
Cellules dendritiques 
 

IL-6 Cytokine pro-inflammatoire 
Active les lymphocytes T 

Cellules de l’épithélium 
respiratoire 
Lymphocytes T 
Monocytes/macrophages 
Cellules dendritiques 

MIP-1β (CCL4) Chemoattractant pour les monocytes et les lymphocytes T 
Active les PNN 

Monocytes/macrophages 
PNN 
Lymphocytes T 
Cellules dendritiques 

MIG (CXCL9) Chemoattractant pour les monocytes et les lymphocytes T Cellules de l’épithélium 
respiratoire 
Monocytes/macrophages 

IP-10 (CXCL10) Chemoattractant pour les monocytes et les lymphocytes T Monocytes/macrophages 
Lymphocytes T 
Cellules de l’épithélium 
respiratoire 

RANTES 
(CCL5) 

Chemoattractant pour les monocytes, les cellules dendritiques et 
les lymphocytes T 

Lymphocytes T 
Cellules de l’épithélium 
respiratoire 

IL-8 (CXCL8) Chemoattractant pour les PNN et les lymphocytes T 
Active les PNN 

Cellules de l’épithélium 
respiratoire 
Monocytes/macrophages 
PNN 
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Tableau 2 : Principales cytokines et chimiokines produites lors de l’infection par le virus influenza et leurs fonctions, 
d’après La Gruta (119). 
 

Cette phase initiale de production de médiateurs pro-inflammatoires par les cellules épithéliales et les 

macrophages alvéolaires permet le recrutement et l’activation des cellules de l’immunité innée dans 

les trois premiers jours suivant l’infection virale (Figure 9) (120). Les lymphocytes natural killer (NK) 

recrutés éliminent les cellules épithéliales infectées. Les monocytes et les PNN, par leur activité 

phagocytaire, participent à la clairance des cellules en nécrose suite à l’infection virale. Bien que la 

réponse immunitaire soit nécessaire pour recruter des leucocytes au niveau pulmonaire et obtenir la 

clairance du virus, elle peut entrainer également des lésions tissulaires et elle peut contribuer ainsi à 

aggraver la pathologie (121). 

L’efficacité de cette réponse immunitaire innée est liée à l’inoculum viral, à la virulence de la souche 

ainsi qu’à des facteurs génétiques de l’hôte qui affectent la puissance de cette réponse immunitaire.  

 

Figure 9 : Réponse immunitaire innée à l’infection par le virus influenza, adapté de Cole (122).  
A : le virus influenza infecte les cellules épithéliales du tractus respiratoire et les macrophages alvéolaires. La reconnaissance 
du virus par les PRR entraine l’activation des voies de signalisation intracellulaires et aboutit à la production de cytokines et 
chimiokines. L’IFN de type I entraine l’activation des Interferon-Stimulated Genes (ISG), ce qui permet l’établissement d’un 
état de défense antivirale. Les cellules NK permettent l’apoptose des cellules infectées grâce à la sécrétion de granzyme. La 
sécrétion de facteurs solubles dans la circulation sanguine permet l’augmentation de la production de cellules myéloides.  
B : L’infection entraine la mort des macrophages alvéolaires anti-inflammatoires. Les cytokines et chimiokines produites par 
les cellules épithéliales et les macrophages alvéolaires augmentent le recrutement de PNN et monocytes dans les voies 
respiratoires. Lors de la phagocytose, les PNN produisent des radicaux oxygénés libres (ROS) et des filaments extracellulaires 
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appelés Neutrophil ExtracellularTraps (NET) et limitent la diffusion du virus. Les monocytes se différencient en macrophages 
ou cellules dendritiques et contribuent ainsi à la clairance virale. 

 

 
 

2.1.1.1 Recrutement des monocytes/macrophages 
 

Les monocytes forment un réservoir systémique rapidement mobilisable participant au 

renouvellement des macrophages et cellules dendritiques. La détection d’un signal pro-inflammatoire 

entraine l’augmentation de leur production au niveau médullaire (123), leur migration au niveau 

tissulaire et leur différenciation en macrophage (124). L’augmentation du nombre de monocytes à la 

fois dans le compartiment sanguin et dans le tractus respiratoire est observé dans les infections par le 

virus influenza A (125–127). Le recrutement des monocytes au niveau pulmonaire est médié à la fois 

par la production de chimiokines telle que la monocyte chimioattractant protein 1 (MCP-1, aussi 

appelée chemokine ligand 2, CCL-2) par les cellules de l’épithélium respiratoire et les monocytes eux-

mêmes et par une augmentation de l’expression monocytaire du récepteur de MCP-1, le CCR2 (128).  

Les macrophages alvéolaires font partie des cellules présentes à l‘état basal dans les alvéoles 

pulmonaires. On trouve en moyenne 7 macrophages par alvéole (129). Ils regroupent les macrophages 

résidents d’origine embryonnaire qui sont capables d’auto-renouvellement et les macrophages issus 

de la différentiation des monocytes sanguins. Ces cellules participent à l’initiation de la réponse 

immunitaire anti-grippale.  

 

2.1.1.2 Rôle des monocytes/macrophages dans le contrôle de l’infection 
 

Les macrophages ont un rôle central dans le contrôle de l’infection. Ils représentent la majorité des 

leucocytes au niveau pulmonaire au cinquième jour de l’infection (130). Au stade précoce de 

l’infection, la réplication virale dans les cellules épithéliales est importante et les virions produits 

infectent les macrophages qui viennent d’être recrutés au niveau pulmonaire. Les monocytes et les 

macrophages sont sensibles à l’infection par le virus influenza mais le cycle est abortif (131,132). Ainsi 

la production de nouveaux virions par les monocytes et macrophages est minime par rapport à la 

production de virions par les cellules épithéliales. De plus les monocytes et macrophages meurent par 

apoptose dans les 24-48h suivant l’infection, ce qui limite leur contribution au relargage de virions et 

à l’expansion de l’infection (131,132). 
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En absence d’infection les macrophages alvéolaires sont dans un état quiescent, produisent peu de 

cytokines et ont un rôle inhibiteur sur l’immunité innée et adaptative (133,134). En revanche, 

l’infection par le virus influenza entraine leur activation rapide, dans les 2 heures. Les voies de 

signalisation NF-кB et de la protéine activatrice 1 (AP-1) permettent alors la transcription et la 

production rapide de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines dont le facteur de nécrose 

tumorale (TNF) α, l’IL-1β, l’IL-6 et les IFNα/β (132,135,136).  

Les macrophages limitent la diffusion du virus en phagocytant les cellules épithéliales infectées en 

apoptose et les particules virales opsonisées (137,138). Ils sont aussi impliqués dans la régulation de la 

réponse immunitaire adaptative : ils participent à la présentation antigénique aux lymphocytes, 

régulent la réponse Th1 et augmentent la survie, la prolifération et la production d’anticorps par les 

lymphocytes B (139). Une déplétion en macrophages alvéolaires avant l’infection virale entraine une 

réduction du titre d’anticorps et une réduction des cellules T cytotoxiques post-infection dans un 

modèle d’infection porcine (137).  

 

2.1.1.3 Rôle des monocytes/macrophages dans l’apparition de formes sévères de grippe 
 

Au début de l’infection par le virus influenza, les chimiokines les plus abondantes sont celles qui 

permettent le recrutement des monocytes/macrophages (140). Cependant, un recrutement excessif 

de monocytes est délétère. Plusieurs études ont montré que les souches de virus influenza telles que 

le virus pandémique H1N1 de 1918 ou le virus aviaire H5N1 entrainent une plus grande production de 

MCP-1 que les souches saisonnières à la fois dans des modèles murins et dans des modèles d’infection 

de macrophages humains (141,142). Une réduction du nombre de monocytes inflammatoires au 

niveau pulmonaire est aussi associée à un meilleur pronostic dans des modèles d’infections murines 

sévères par le virus influenza A et à une diminution de l’inflammation (8,143,144). 

Un excès de macrophages participe à l’apparition de formes de grippe graves. Ils provoquent des 

lésions pulmonaires de façon directe et indirecte. Directement par la production de quantité 

importantes de réactifs oxygénés libres et d’oxyde nitrique qui sont responsables de lésions 

épithéliales (119,145). Indirectement par leur grande capacité de production de cytokines et de 

chimiokines : ils augmentent l’afflux de leucocytes qui engendrent à leur tour des lésions de 

l’épithélium pulmonaire (119,132,135,146).  

Une altération fonctionnelle des monocytes et macrophages est aussi décrite dans les infections 

sévères. Une étude a montré que l’expression du HLA-DR, un antigène des leucocytes humains 

appartenant au CMHII, est diminuée à la surface des monocytes pendant l’infection par le virus 
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influenza H7N9 et un mois après l’infection, bien que le nombre de monocytes se soit normalisé, 

l’expression du HLA-DR restait diminuée avec une capacité réduite de présentation antigénique 

conduisant à une baisse de la réponse des lymphocytes T (147). De plus le niveau d’expression du    

HLA-DR était négativement corrélé à la sévérité de l’infection comme cela a déjà été montré dans le 

sepsis (11). 

 

 
 

Les PNN sont parmi les premières cellules immunitaires à arriver au niveau pulmonaire lors d’une 

infection. 

Ils participent au contrôle de l’infection virale grâce à la phagocytose des virions et des cellules 

apoptotiques infectées (111). Lors de la phagocytose, les PNN utilisent des enzymes protéolytiques, 

des peptides antimicrobiens et des radicaux oxygénés libres pour tuer ou inactiver les virus (148). Les 

PNN peuvent aussi former des filaments extracellulaires appelés neutrophil extracellular traps (NET) 

composés de chromatine décondensée, d’histones, de protéases et de protéines antimicrobiennes, 

dont le rôle est d’immobiliser les virus et d’empêcher leur dissémination (149)( Figure 9). 

En plus de leur rôle dans la phagocytose et la clairance virale, les PNN sécrètent des cytokines et des 

chimiokines qui agissent sur les acteurs de l’immunité adaptative. Certains PNN sécrètent la cytokine 

BAFF (B-cell Activating Factor) qui active les lymphocytes B ou de l’IFNγ qui active la réponse cellulaire 

T, d’autres inhibent la multiplication et l’activité cellulaire T par la production d’oxyde nitrique synthase 

inductible et d’arginase 1 (148,150). Les PNN sécrètent aussi des chimiokines (IL-8 et CXCL2) qui 

augmentent leur propre recrutement au niveau pulmonaire (151,152). 

Bien qu’ils aient un rôle protecteur contre la dissémination virale, un recrutement excessif de PNN 

peut être délétère et engendrer une inflammation non contrôlée et des lésions de l’épithélium 

respiratoire (111). En effet les NET et le relargage de radicaux oxygénés libres provoquent des lésions 

pulmonaires (153). Normalement les PNN sont des cellules à demi-vie courte qui meurent par 

apoptose et dont les débris sont phagocytés par les macrophages. Cependant une altération de ces 

phénomènes pourrait contribuer à la constitution de lésions pulmonaires aiguës  (154). 

Dans les infections dues au virus influenza seul, les PNN sont des acteurs de deuxième importance 

après les monocytes et macrophages pour la clairance virale. Mais lors des co-infections influenza et 

bactérie, les PNN deviennent essentiels pour contrôler l’infection. Les dommages tissulaires engendrés 

sont alors le prix à payer pour obtenir la guérison.  
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Les cellules NK sont de grands lymphocytes granuleux présents en grande quantité au niveau 

pulmonaire. Elles fonctionnent de façon indépendante de l’antigène. Leur activation est contrôlée par 

de nombreux récepteurs inhibiteurs qui se lient aux molécules du HLA sur les cellules saines ainsi que 

par de nombreux récepteurs activateurs qui détectent les cellules stressées ou endommagées et 

initient les fonctions effectrices de ces cellules (155). 

Les cellules NK contribuent à la transition d’un environnement initial pro-inflammatoire à une réponse 

adaptative spécifique grâce à la production d’IFNγ et au renforcement de la réponse lymphocytaire T 

CD8+ (156–158). Elles participent aussi à la clairance virale et limitent la propagation de l’infection 

virale par leur activité cytotoxique grâce au relargage de perforines et de granzymes ou à l’apoptose 

des cellules cibles par la voie Fas/Fas-ligand (159). 

Il a été montré chez la souris que l’infection grippale entraine une augmentation de leur recrutement 

au niveau pulmonaire (160). Cette augmentation du recrutement des NK survient au bout de quelques 

jours, après le recrutement des monocytes et des PNN mais avant celui des lymphocytes (161). 

La sévérité de l’infection influence le rôle bénéfique ou délétère des cellules NK : dans les modèles 

murins d’infection virale modérée elles sont protectrices, mais lors d’infections avec de fortes charges 

virales elles participent à la pathogénèse (162). Dans les modèles humains, il a été montré que le virus 

infecte directement les NK dans les poumons et altère leurs fonctions cytotoxiques (163). Une 

diminution du nombre de cellules NK sanguines a aussi été observée dans plusieurs études chez les 

patients qui présentent des formes de grippe graves (164–166). 

 

 natural killer
 

Les cellules T natural killer sont des lymphocytes T innés qui expriment certains récepteurs des cellules 

NK. Les cellules NKT sont classées en différents sous-type (type I ou invariant et type II) en fonction du 

type de récepteur de cellule T (TCR) qu’elles expriment (167). Les cellules NKT de type I sont celles dont 

le rôle est le plus étudié dans les infections virales. Elles augmentent la réponse effectrice par la 

production d’IFNγ qui stimule les lymphocytes T et les cellules NK et elles participent à la maturation 

des cellules dendritiques (167,168). Elles ont aussi un rôle protecteur dans l’infection par le virus 



42 

influenza en régulant l’activité des monocytes et en sécrétant de l’IL-22 qui favorise la réparation 

cellulaire durant la phase de guérison (168). Dans un modèle murin d’infection modérée par le virus 

influenza, l’activation des cellules NKT diminue la perte de poids ainsi que les titres viraux et augmente 

la réponse immunitaire innée sans affecter la réponse spécifique des lymphocytes T CD8 (169). Dans 

un modèle d’infection sévère, les souris déficientes en cellules NKT présentent une atteinte plus grave 

ainsi qu’une infiltration pulmonaire de monocytes pro-inflammatoires plus importante (170). La 

présence des cellules NKT semble donc nécessaire afin d’éviter un emballement de la réponse 

monocytaire et permet d’assurer une activation optimale des cellules T.  

 

 
 

Les cellules dendritiques sont des cellules professionnelles présentatrices de l’antigène. Elles font le 

lien entre la réponse immunitaire innée et adaptative : en effet elles présentent les antigènes viraux 

aux lymphocytes T et B naïfs et matures ce qui permet d’initier la réponse immunitaire adaptative. 

Elles sont présentes dans le tractus respiratoire haut et bas même en dehors de toute infection et elles 

y jouent un rôle de sentinelle (171). Les cellules dendritiques sont divisées en trois sous-populations : 

les cellules dendritiques conventionnelles, les cellules dendritiques plasmacytoïdes et les cellules 

dendritiques dérivées des monocytes. 

L’acquisition d’antigènes viraux par les cellules dendritiques conventionnelles lors d’une infection se 

fait par deux mécanismes : soit par l’infection des cellules dendritiques par le virus influenza, soit par 

la phagocytose de particules virales ou de cellules épithéliales apoptotiques. Elles migrent alors dans 

les ganglions lymphatiques où elles présentent ces antigènes aux lymphocytes T CD4 et CD8 ce qui 

entraine leur prolifération et leur différentiation (171,172).  

Les cellules dendritiques plasmacytoïdes produisent de l’IFN de type I en réponse à l’infection virale et 

participent ainsi à l’initiation de la réponse inflammatoire et de la réponse immunitaire innée. Elles 

semblent cependant avoir un rôle limité dans la réponse à l’infection par le virus influenza car leur 

délétion n’a pas d’impact sur la clairance virale ni sur la sévérité de l’infection (173).  

Les cellules dendritiques dérivées des monocytes augmentent la réponse inflammatoire en produisant 

des chimiokines CXCL10 et CCL2 qui attirent de nouveaux monocytes au niveau pulmonaire. Elles 

participent aussi à la clairance virale par la production de cytokines pro-inflammatoires qui activent les 

lymphocytes T CD8 et les cellules NK (171). Une balance entre la clairance virale et l’activation de 

l’inflammation est nécessaire car des études ont montré des rôles à la fois protecteurs et délétères de 
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ces cellules. Un excès de cellules dendritiques dérivées des monocytes produisant de fortes 

concentrations de TNF-α et d’oxyde nitrique est associé à une morbidité et une mortalité plus élevée, 

mais la délétion complète de ces cellules aboutit à une infection virale incontrôlée (171,174). 

 

2.2 Immunité adaptative 
 

 
 

La reconnaissance d’antigènes spécifiques du virus influenza par les lymphocytes B entraine leur 

différenciation en plasmocytes et la production d’anticorps spécifiques. Une fraction des lymphocytes 

TCD4 appelée cellules T helper folliculaires (TFH) facilite la réponse des lymphocytes B pendant 

l’infection. Elles favorisent la formation de centres germinatifs dans les organes lymphoïdes 

secondaires où les lymphocytes B maturent, prolifèrent, subissent une commutation de classe et se 

différencient en plasmocytes ou en lymphocytes mémoire. Le nombre de lymphocytes TFH est corrélé 

à la production d’immunoglobulines (Ig) spécifiques du virus influenza après vaccination chez l’adulte 

jeune en bonne santé (175).  

Chez les individus naïfs, l’immunité humorale a peu de rôle car la production de novo d’anticorps 

spécifiques nécessite 7 à 10 jours, alors que la charge virale maximale est observée 24 à 72 heures 

après l’infection en fonction de l’inoculum viral et qu’elle diminue rapidement (Figure 10)(176). 

L’immunité humorale a, en revanche, un rôle très important lors des réinfections. La sécrétion rapide 

d’IgA spécifiques de la HA au niveau des muqueuses respiratoires prévient l’infection des cellules 

épithéliales. Les IgG qui sont présents en faible quantité dans les sécrétions nasales ont un rôle plus 

important dans la défense du tractus respiratoire inférieur où elles sont plus abondantes (177). 

Les anticorps sont impliqués dans la résolution de l’infection par différents mécanismes d’action : 

limitation de la propagation de l’infection par neutralisation ou inactivation virale, et participation à 

l’élimination des cellules infectées. Les anticorps neutralisants anti-HA sont dirigés contre des épitopes 

de la tête de la HA. Ce sont les anticorps qui ont le rôle le plus important dans la prévention de 

l’infection cellulaire. En effet leur liaison à la HA empêche l’entrée du virus dans la cellule hôte (178). 

En raison de la grande variabilité antigénique de la tête de la HA, ces anticorps sont assez spécifiques 

d’une souche virale et ne confèrent pas de protection croisée entre souches différentes ce qui explique 

la survenue des épidémies saisonnières. En revanche ils protègent de façon durable contre l’infection 

par des souches proches de la souche rencontrée : ceci a été observé lors de la pandémie A/H1N1 de 
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2009 où les personnes âgées qui avaient été exposées à un virus proche dans les années 50 possédaient 

des anticorps qui offraient une protection croisée avec la souche pandémique (179). Les anticorps anti-

HA dirigés contre la région très conservée de la queue de la HA neutralisent différents sous-types de 

virus influenza mais sont présents à des titres faibles chez l’Homme (180,181).  

Les anticorps spécifiques de la NA agissent par inhibition de l’activité sialidase de la NA et limitent ainsi 

la diffusion virale et donc la sévérité et la durée de l’infection (182). L’opsonisation des virus par les 

anticorps facilite l’activation du complément et la phagocytose par les macrophages et les PNN. Enfin, 

les anticorps peuvent se lier aux protéines virales présentes à la surface des cellules infectées, initier 

la cascade du complément et la cytotoxicité dépendante des anticorps qui permet l’élimination des 

cellules infectées (183). 

Comme pour les cellules de l’immunité innée, la réponse immunitaire adaptative est essentielle à la 

clairance virale mais si cette réponse est trop intense, elle peut endommager les fonctions 

respiratoires suite à la perte de l’intégrité de l’épithélium respiratoire, la rupture de la barrière 

épithéliale-endothéliale et l’accumulation de corps apoptotiques et de débris cellulaires dans les voies 

respiratoires.  
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Figure 10 : Réponse immunitaire durant les infections primaires et secondaires par le virus influenza, adapté de Petrova 
(184). 
L’axe vertical de chaque panel représente la contribution relative des différents composants de la réponse immunitaire lors 
de l’infection par le virus influenza.  
La ligne rouge correspond à l’axe vertical de droite qui représente le titre viral relatif. 
a) Chez un individu naïf, la réponse immunitaire innée est majoritaire. La charge virale est élevée. La mise en place de la 

réponse adaptative nécessite environ 6 jours et apparait alors que la charge virale s’est quasiment négativée. 
b) Lors d’une réinfection avec une souche possédant une antigénicité croisée avec les souches déjà rencontrées par 

l’individu, une réponse immunitaire mémoire se met en place rapidement (en vert) en parallèle de la réponse 
immunitaire innée. Elles permettent de limiter la multiplication virale. La génération d’une immunité adaptative 
spécifique intervient de nouveau après le pic de charge virale.  

c) En cas d’infection avec un nouveau variant antigénique, il n’y a pas d’immunité croisée. La charge virale est similaire à 
celle observée lors d’une infection primaire.  

 

 
 

La réponse immunitaire cellulaire à l’infection par le virus influenza est composée d’une réponse 

lymphocytaire T CD4 et T CD8 (Figure 11). 

Les lymphocytes T CD4 sont activés après reconnaissance de peptides antigéniques viraux présentés 

par des molécules du CMH de classe II portées par des cellules présentatrices d’antigène. En fonction 

des cytokines présentes ils se différencient en lymphocytes T CD4 auxilliaires de type 1 (lymphocyte T 

helper 1, Th1) ou de type 2 (lymphocyte T helper 2, Th2) (185). Ils ont un rôle important dans la 

clairance du virus influenza en permettant l’augmentation du nombre de lymphocytes TCD8 et des 

lymphocytes B (84). Les Th1 favorisent l’activation des lymphocytes T cytotoxiques et sont essentiels 
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au développement d’une réponse T CD8 mémoire (186). Les Th2 favorisent l’activation et la 

différenciation des lymphocytes B et donc la production d’anticorps. 

Lors d’une infection par le virus influenza, des épitopes viraux associés au CMH de classe I activent les 

lymphocytes T CD8 naïfs dans les ganglions lymphatiques. Les lymphocytes se différencient alors en 

lymphocytes T cytotoxiques. L’activation de ces cellules entraine leur migration vers le site de 

l’infection (187). Les lymphocytes T cytotoxiques provoquent l’apoptose des cellules infectées suite à 

l’activation de la voie Fas/Fas ligand et à la production de perforines et de granzymes (188). Ils 

produisent aussi des cytokines telles que l’IFNγ et le TNFα qui augmentent l’expression du CMH et 

favorisent ainsi la présentation antigénique (189,190).  

Les lymphocytes T CD8 sont également impliqués dans le contrôle de l’inflammation : en réponse à 

l’IL2 produite par les lymphocytes T CD4 et à l’IL27 produite par les macrophages, ils produisent de 

l’IL10 qui est une cytokine anti-inflammatoire (191). 

L’activité des lymphocytes T CD8 peut aussi être responsable de lésions du tractus respiratoire 

notamment lorsque les lymphocytes TCD8 n’arrivent pas à contrôler la charge virale : dans les modèles 

murins, une infection avec un faible inoculum met en évidence un effet protecteur des lymphocytes T 

CD8 alors qu’avec un fort inoculum ils sont associés à des formes sévères et à une mortalité 

accrue (192). Le rôle aggravant des lymphocytes TCD8 dans l’infection grippale est lié en grande partie 

à la dérégulation de la production de cytokines pro-inflammatoires. Ce phénomène apparait lorsque 

la clairance virale est retardée : en effet l’activation des lymphocytes TCD8 et la production de 

cytokines est alors prolongée, participant ainsi aux lésions de l’épithélium pulmonaire et augmentant 

l’infiltration pulmonaire (119). 

En plus des lymphocytes T CD4 et CD8, deux autres types de lymphocytes sont activés lors d’une 

infection grippale : les lymphocytes Th17 et les lymphocytes T régulateurs (Treg). Ils contrôlent la 

réponse des lymphocytes T CD8 et CD4 afin de limiter l’effet pathogène de ces cellules (193,194). Les 

lymphocytes Th17 inhibent les fonctions des lymphocytes Treg grâce à la production d’IL-6. Ils 

favorisent ainsi la réponse lymphocytaire T helper (193).  
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Figure 11 : Réponse immunitaire humorale et cellulaire à l'infection grippale. D’après Van de sandt et al (84). 
Les flèches en traits pleins représentent la réponse immunitaire lors d’une infection primaire. Les flèches en pointillés 
représentent la réponse immunitaire mémoire plus rapide lors d’une réinfection. Les cellules présentatrices d’antigènes 
présentent les peptides viraux aux lymphocytes T CD4 ou CD8. Les cellules T CD4 se différencient en lymphocytes Th1 ou Th2 
et en lymphocytes mémoires. Les lymphocytes T CD8 se différencient en lymphocytes T cytotoxiques ou en lymphocytes 
mémoires. 

 

3 Complications respiratoires de l’infection par le virus influenza 
 

Les complications pulmonaires sont les complications les plus fréquentes de l’infection par le virus 

influenza. Deux types de pneumonies sont observés lors de l’infection par le virus influenza : les 

pneumonies virales qui sont la conséquence d’une réplication virale au niveau de l’appareil respiratoire 

bas et les pneumonies bactériennes qui apparaissent soit lors d’une co-infection soit lors d’une 

surinfection bactérienne post-influenza. 

 

3.1 Pneumonie virale et syndrome de détresse respiratoire aigu  
 

 
 

La première description de pneumonie virale liée au virus Influenza date de la pandémie de 1958-1959 

(195). La majorité des cas de pneumonies virales sévères ont été observés lors de pandémies grippales 
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ou lors d’infection par des virus aviaires tels que H5N1 et H7N9 (196,197). En dehors des épisodes 

pandémiques, les cas de pneumonies virales dues au virus influenza sont observés chez des patients 

qui présentent des facteurs de risque de gravité tels que des pathologies cardiaques ou pulmonaires 

chroniques (198). D’un point de vue clinique les patients présentent les symptômes classiques de la 

grippe suivis d’une aggravation brutale. Au niveau anatomo-pathologique, les observations ont révélé 

la présence d’une bronchite nécrosante, de membranes hyalines, d’hémorragies et d’oedèmes intra-

alvéolaires, et d’une inflammation interstitielle sans qu’une co-infection bactérienne puisse être mise 

en évidence (195).  

Dans les formes les plus graves, la pneumonie virale peut conduire à l’apparition d’un syndrome de 

détresse respiratoire aigu (SDRA) (199–201). C’est un œdème pulmonaire lésionnel caractérisé par une 

augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales des capillaires pulmonaires et des cellules 

épithéliales alvéolaires. Il est responsable d’une hypoxémie aigue dont la sévérité est classée en trois 

grades (léger, modéré, sévère) selon le rapport entre la pression partielle en oxygène et la fraction 

inspirée d’oxygène (ratio PaO2/FiO2) (202). Cliniquement le SDRA est caractérisé par une cyanose, une 

hypoxémie, un œdème pulmonaire et une aggravation de la détresse respiratoire dans le temps, qui 

peut engendrer une déficience multi-organes et possède un fort taux de mortalité (jusqu’à 60%) (1). 

Dans les cas d’infections grippales, il est responsable de la majorité des décès observés (200,203). 

 

 
 

Le bon fonctionnement de l’arbre respiratoire nécessite la préservation de l’architecture pulmonaire 

et de l’intégrité de la barrière endothéliale-épithéliale entre le tractus respiratoire et la circulation 

sanguine qui permet l’oxygénation correcte des tissus. Lors d’une infection sévère par le virus 

influenza, l’épithélium respiratoire peut être endommagé par la réponse immunitaire et par la 

réplication virale intracellulaire. Le degré de modification de l’architecture et d’altération fonctionnelle 

des fonctions respiratoires, et donc par conséquent la présentation clinique, dépendent de la diffusion 

du virus dans le tractus respiratoire. 

Suite à l’infection du tractus respiratoire haut, le virus influenza a la capacité d’atteindre le tractus 

respiratoire inférieur : d’abord les bronches et les bronchioles puis, si l’infection n’est pas contrôlée, 

les alvéoles pulmonaires (204). Cette diffusion progressive du virus dans l’arbre respiratoire est 

corrélée à la présentation clinique : des symptômes correspondants à une infection du tractus 

respiratoire supérieur sont observés avant que les manifestations cliniques correspondant à une 
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infection profonde n’apparaissent. Ces symptômes cliniques sont le reflet de la perte d’intégrité des 

jonctions intercellulaires suite à l’apoptose et la nécrose des cellules épithéliales infectées (Figure 12). 

Cette rupture de la barrière alvéolo-capillaire entraine une augmentation de la production de mucus, 

une fuite de liquide vasculaire et un œdème (205–207). De plus, les cellules épithéliales infectées 

produisent des chimiokines (CCL2, CCL5, CXCL10) qui augmentent la migration des polynucléaires 

neutrophiles et monocytes au niveau des alvéoles pulmonaires. Les cellules endothéliales sont elles 

aussi activées et présentent une surexpression des molécules d’adhésion pour l’extravasation des 

leucocytes à leur surface et elles sécrètent aussi des chimiokines (CCL2 et CXCL10, IFNα, IL6, TNFα et 

IFNγ). L’action conjuguée des cytokines produites par les cellules épithéliales et endothéliales 

augmente la migration des PNN et monocytes au niveau des alvéoles pulmonaires. Comme nous 

l’avons décrit dans le chapitre consacré à la réponse immunitaire, le recrutement de leucocytes en 

réponse aux cytokines et chimiokines sécrétées par les cellules épithéliales infectées et par les cellules 

de l’immunité résidentes pulmonaires participe à l’aggravation des lésions (Figure 13). Les leucocytes 

recrutés propagent l’œdème, augmentent les sécrétions de mucus et participent ainsi à l’exacerbation 

des symptômes. Le recrutement excessif de leucocytes au niveau pulmonaire est aussi responsable 

d’un relargage de quantité importante de métabolites de l’oxyde nitrique et de radicaux oxygénés qui 

provoquent des lésions pulmonaires (145,208).  

Une boucle d’amplification pro-inflammatoire peut se mettre en place : plus il y a de cytokines pro-

inflammatoires et de chimiokines, plus l’afflux de leucocytes est important, plus ces leucocytes 

produisent de nouvelles cytokines et chimiokines. De plus les cytokines proinflammatoires produites 

(IL-1β, TNF-α, IFNα/β) ont la capacité d’augmenter la production de chimiokines (MCP-1, MCP-3 et IP-

10) ce qui augmente encore la quantité de leucocytes recrutés (146). L’emballement de la réponse 

pro-inflammatoire associé à une perte de contrôle par la réponse anti-inflammatoire est appelé orage 

cytokinique. Des cas d’orages cytokiniques ont été observés après l’infection de souris par la souche 

de grippe pandémique de 1918 ou de grippe aviaire H5N1 et lors d’infections avec de fortes charges 

virales de virus H5N1 chez l’homme (141,209). Des concentrations particulièrement élevées d’IFNs, de 

TNFs, d’interleukines et de chimiokines ont été observées chez des patients hospitalisés pour grippe 

grave avec la souche aviaire H5N1 (210).  
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Figure 12 : Rôle des cellules épithéliales et endothéliales alvéolaires dans l'apparition du SDRA lors d'une infection grippale, 
adapté de Short (1).  
A) (i) Le virus influenza A inhibe l’activité du canal épithélial à sodium (ENaC). Il entraine l’apoptose ou la nécrose des cellules 
épithéliales (ii), la production de cytokines proinflammatoires (iii) et la rupture des jonctions intercellulaires (iv). Toutes ces 
perturbations permettent l’accumulation de fluide vasculaire dans les alvéoles pulmonaires. 
B) Les cellules endothéliales permettent l’extravasation de PNN et monocytes vers les alvéoles pulmonaires (v et vi). Elles 
produisent aussi de nombreuses cytokines pro-inflammatoires suite à l’infection grippale (vii). 
 

 

Figure 13 : Rôle des PNN et macrophages dans la physiopathologie du SDRA lors d'une infection grippale, d’après Short (1). 
A) Les PNN participent aux lésions de la barrière epithéliale-endothéliale via la production de radicaux oxygénés libres (i), de 
cytokines pro-inflammatoires (ii) et des NETs (iii). B) Les macrophages participent aux lésions de la barrière épithéliale-
endothéliale par l’activation du domaine TRAIL (iv), par la production de cytokines pro-inflammatoires (v) et d’oxyde nitrique 
(vi). 
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En raison de la diminution progressive du diamètre des voies respiratoires, l’inflammation et les lésions 

du tractus respiratoire inférieur altèrent plus sérieusement les fonctions respiratoires que les lésions 

du tractus respiratoire supérieur. De plus, l’absence de cellules épithéliales ciliées dans les voies 

respiratoires inférieures limite l’expulsion du mucus, de l’exsudat accumulé, des bactéries et des débris 

cellulaires. Cet encombrement pulmonaire peut limiter le passage de l’air jusqu’aux alvéoles et 

empêcher ainsi les échanges gazeux. Dans les cas les plus graves, les lésions de la structure pulmonaire 

atteignent les alvéoles pulmonaires. Si ces changements sont importants ils conduisent à l’apparition 

de lésions alvéolaires diffuses et se manifestent cliniquement par l’apparition d’un SDRA (Figure 14) 

(1). 

 

Figure 14 : Physiopathologie du SDRA grippal, d'après Short (1).  
A) modèle schématique d’une alvéole pulmonaire. Le cadrant en haut à droite correspond à une alvéole normale qui permet 
des échanges gazeux optimaux. Le cadrant en bas à droite montre l’infection des cellules épithéliales par le virus influenza et 
leur apoptose ou nécrose. L’infection des cellules épithéliales entraine aussi la production de cytokines. Le cadrant en bas à 
gauche montre l’afflux de PNN et les lésions qu’ils provoquent suite à la production de cytokines et au relargage de réactifs 
oxygénés. Le cadrant en haut à gauche montre la participation des macrophages aux lésions de l’épithélium alvéolaire suite 
à la production de cytokines pro-inflammatoires, d’oxyde nitrique et l’activation du système TRAIL. Au fur et à mesure de 
l’aggravation des lésions de la barrière épithéliale-endothéliale, les alvéoles se remplissent de fluide vasculaire qui 
compromet de plus en plus les échanges gazeux. B) Ces coupes histologiques d’alvéoles de furet infecté par un virus H5N1 
représentent les mêmes étapes de l’apparition du SDRA que le modèle schématique A).   
 

En parallèle de l’inflammation pulmonaire, une immunosuppression systémique peut être observée 

chez les patients avec un SDRA non résolutif. Ceci a été montré sur une étude prospective clinique 

dans laquelle les leucocytes des patients présentant un SDRA consécutif à une blessure ou une 

chirurgie produisent de faibles concentrations de cytokines après exposition à des lipopolysaccharides 

(211).   
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3.2 Pneumonies bactériennes post-influenza 
 

 
 

Les pneumonies bactériennes post-influenza ont été rapportées pour la première fois durant la 

pandémie de 1918 (212). Elles sont observées à la fois lors des épidémies saisonnières et lors des 

pandémies mais elles sont plus fréquentes lors des pandémies que lors des épidémies saisonnières 

(213). Pour la pandémie de 1918, plus de 90% des décès sont attribués à une pneumonie bactérienne 

post-influenza (212). Pour les pandémies de 1957 et 1968, elles ont concerné 50 à 95 % des patients 

ayant présenté des infections engageant le pronostic vital (207) et lors de la dernière pandémie en 

2009, les patients infectés par le virus influenza présentaient une pneumonie bactérienne dans 25 à 

50% des cas (203,214,215). Au cours des épidémies annuelles, la fréquence de ces infections 

bactériennes post-influenza dépend de la population étudiée : elle est faible dans la population 

générale (1-2%), augmente chez les patients qui présentent des comorbidités (2,5%) et atteint son 

maximum chez le sujet âgé (13-27%) (216,217).  

Les co-infections grippe-bactérie sont des complications graves de la grippe : environ 40% de ces co-

infections nécessitent une hospitalisation (218). De plus, lors des épidémies saisonnières de grippe un 

quart des décès est lié à des pneumonies bactériennes secondaires (219). 

Cliniquement les patients présentent d’abord les symptômes typiques de la grippe suivie par une 

résolution des symptômes puis 4 à 14 jours plus tard par une récurrence de la fièvre, de la dyspnée et 

d’une toux productive (220).  

Les deux bactéries les plus fréquemment isolées dans les prélèvements respiratoires chez ces patients 

sont Streptococcus pneumoniae et Staphylococcus aureus (S. aureus) (3).  

 

 
 

Lors d’une infection par le virus Influenza, de nombreuses modifications au niveau pulmonaire 

facilitent une infection bactérienne secondaire. Les mécanismes de cette synergie entre influenza et 

bactérie incluent une augmentation de la liaison et de l’infection par les bactéries, une augmentation 

de la réplication virale et une modification de la réponse inflammatoire. 
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3.2.2.1 Altération de la physiologie pulmonaire 
 

En temps normal, les cellules de l’épithélium cilié respiratoire éliminent les bactéries grâce à leurs 

battements muco-ciliaires. La destruction de cet épithélium cilié par le virus entraine une diminution 

de la clairance muco-ciliaire accompagnée d’une augmentation de la stase bactérienne (Figure 15) 

(221). De plus, les dommages épithéliaux et la cicatrisation des cellules dans les voies respiratoires 

permettent l’accès des bactéries à de nombreux nutriments, ce qui favorise leur rapidité de 

multiplication (222,223). 

 

Figure 15 : Interactions entre le virus influenza, la bactérie et l'hôte lors des co-infections, d'après McCullers (224).  
A) De nombreux facteurs de virulence viraux interagissent directement avec les poumons ou avec le système immunitaire. 
LA HA permet l’attachement du virus par la liaison aux acides sialiques cellulaires. De nombreuses protéines extracellulaires 
peuvent se lier à la HA et ainsi neutraliser et éliminer le virus du tractus respiratoire inférieur. Les virus avec des HA capables 
de se lier à la fois aux acides sialiques α2,3 et α2,6 pénètrent plus profondément dans le poumon. La NA clive les acides 
sialiques des mucines et des cellules épithéliales, ce qui favorise l’adhésion des bactéries à l’épithélium pulmonaire. PB1-F2 
a une action cytotoxique et pro-inflammatoire. NS1module la réponse immunitaire et la voie IFN. B) L’infection virale crée 
des dommages épithéliaux favorise la stase et la multiplication bactérienne. Elle entraine aussi la lyse des macrophages 
alvéolaires ainsi qu’une modification fonctionnelle des cellules de l’immunité qui créent une fenêtre de susceptibilité à la 
surinfection bactérienne. C) Certaines bactéries profitent de cette altération des défenses de l’hôte pour se multiplier et 
établir une infection. Les facteurs de virulence viraux et bactériens ont une action synergique pour aggraver les lésions 
pulmonaires soit en provoquant des lésions directes de l’épithélium pulmonaire, soit suite à l’activation excessive du système 
immunitaire. 
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3.2.2.2 Augmentation de la disponibilité des récepteurs pour les bactéries 
 

L’infection virale facilite aussi la transition entre un état de colonisation par des bactéries commensales 

des voies respiratoires hautes et un état d’infection en favorisant l’accès aux voies respiratoires basses. 

Différents mécanismes interviennent en fonction de la phase de la pathologie. En phase de réplication 

la neuraminidase clive les acides sialiques des mucines et de l’épithélium respiratoire et favorise 

l’adhésion des bactéries (Figure 15) (225). Lors de la phase d’inflammation l’adhésion bactérienne est 

facilitée par l’exposition de la membrane basale (226). Enfin, en phase de réparation de l’épithélium, 

il peut y avoir des dépôts de fibrine et de fibrinogène et la membrane basale peut être encore 

accessible dans certaines zones ce qui constitue des sites d’adhésion pour les bactéries (227). Ce 

mécanisme de synergie entre le virus influenza et les bactéries concorde avec les observations 

cliniques dans lesquelles certaines surinfections bactériennes surviennent lorsque les patients sont 

guéris de leur infection primitive par le virus Influenza (195). 

Les virus influenza fortement pathogènes, tels que les virus responsables de pandémie sont de plus 

responsables de lésions pulmonaires intenses. Grâce à la desquamation de l’épithélium respiratoire, 

ils permettent l’exposition des sites d’attachement pour les bactéries tels que la membrane basale et 

des éléments de la matrice extracellulaire (fibrine, fibrinogène, collagène) reconnus par les 

MSCRAMMs (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) des bactéries 

(228–230). Lors des pandémies, l’autopsie de patients a montré l’adhérence de bactéries à des sites 

de dommages épithéliaux (212,215,231). 

 

3.2.2.3 Dysfonctionnement du système immunitaire pulmonaire 
 

L’infection grippale provoque un déficit quantitatif et une altération fonctionnelle de nombreuses 

populations leucocytaires qui participent à l’immunité antibactérienne, notamment les macrophages 

alvéolaires et les PNN (Figure 15). Ainsi, il a été montré dans un modèle murin que l’infection par le 

virus influenza entraine l’apoptose de plus de 90% des macrophages alvéolaires, créant une fenêtre de 

susceptibilité à la surinfection bactérienne avant que ces macrophages alvéolaires ne soient remplacés 

au bout de deux semaines par des macrophages issus de la différentiation de monocytes circulants 

(232). 

Bien que les IFNs de type I aient des propriétés antivirales reconnues, quand cette production 

n’intervient pas au bon moment ou en quantité trop faible ou trop importante, elle peut avoir des 

conséquences délétères. Des modèles d’infection murine ont montré que l’IFN de type I altère la 
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capacité de réponse des cellules NK en diminuant leur capacité de sécrétion de TNF-α (233) et qu’il 

diminue la capacité de phagocytose bactérienne des macrophages et des PNN en inhibant la 

production de chimiokines (234). L’inhibition de la production de réactifs oxygénés libres par les 

macrophages et les PNN en réponse à l’infection bactérienne est aussi observée suite à l’infection par 

le virus influenza (10). De plus, la sécrétion d’IFN-ɣ par les lymphocytes T activés inhibe également la 

phagocytose bactérienne par les macrophages alvéolaires (235).  

L’établissement d’un état anti-inflammatoire pendant la phase de réparation de l’épithélium 

respiratoire est nécessaire afin de restaurer l’homéostasie pulmonaire mais il supprime de nombreux 

mécanismes de reconnaissance et de clairance bactérienne (236). Dans des modèles murins une 

augmentation de l’IL-10 est observée lors des co-infections grippe/Streptococcus pneumoniae et 

l’utilisation d’anticorps neutralisants de l’IL-10 améliore la survie (237,238). Le seuil d’activation des 

cellules myéloïdes suite à l’augmentation de l’expression du CD200 favorise aussi la multiplication 

bactérienne (239). Par ailleurs, l’internalisation des TLR2, 4 et 5 des macrophages alvéolaires pendant 

plusieurs mois suite à l’infection virale ralentit la mise en place d’une réponse immunitaire efficace 

lors d’une infection secondaire et empêche la production de cytokines et chimiokines pro-

inflammatoires nécessaires au recrutement de leucocytes (9). 

 

3.2.2.4 Augmentation de l’inflammation 
 

Une fois l’infection bactérienne établie, les facteurs de virulence viraux et bactériens peuvent agir de 

façon synergique et être responsables d’une inflammation excessive qui participe à la gravité des 

lésions. Cette synergie peut augmenter la production de cytokines jusqu’à l’orage cytokinique et 

l’apparition d’un SDRA dans les cas les plus graves. Ainsi, l’augmentation de la sécrétion de TNF-α, IL-

1β, IL-6, KC/IL-18, MIP-2, MIP-1α et un recrutement excessif de PNN et monocytes au niveau 

pulmonaire été observés dans des modèles animaux ainsi que chez des patients en SDRA (5).  

 

3.3 Exemple des co-infections influenza/S. aureus 
 

 S. aureus
 

La pneumonie à S. aureus post-influenza a été documentée pour la première fois durant la pandémie 

de grippe de 1918 durant laquelle elle a entrainé le décès de nombreux patients jeunes et sans facteurs 

de risque (88). Lors de l’épidémie de grippe de 1957, S. aureus était de nouveau la bactérie la plus 
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fréquemment isolée chez les patients grippés (240). Depuis le début des années 2000, l’émergence du 

clone de S. aureus communautaire résistant à la méticilline USA 300 a renforcé la place de S. aureus 

comme pathogène majeur des co-infections avec le virus influenza, à la fois en terme de fréquence et 

de gravité (241,242). 

 

3.3.2 Staphylococcus aureus 
 

Staphylococcus aureus est une bactérie qui a l’aspect de cocci à gram positif à la coloration de Gram 

classiquement regroupés en amas ou grappe de raisin. C’est une bactérie commensale de la peau et 

des muqueuses chez l’homme. 20% de la population est porteuse de S. aureus de façon permanente, 

le reste de la population étant porteur de façon intermittente (243,244). 

La rupture d’équilibre entre l’hôte et la bactérie est responsable de tableaux infectieux. Les 

mécanismes responsables de cette rupture d’équilibre peuvent être divisés en deux grandes 

catégories : soit la diminution des défenses de l’hôte (rupture de la barrière cutanéo-muqueuse, 

altération des défenses immunitaires (brûlures, escarres, ou immunodépression), soit l’augmentation 

de la virulence de S. aureus liée au niveau d’expression de facteurs de virulence différent d’une souche 

à l’autre. 

S. aureus est responsable à la fois d’infections communautaires et d’infections nosocomiales que l’on 

divise classiquement en deux grandes classes d’infections : les infections suppuratives liées au 

caractère pyogène de S. aureus et les infections toxiniques liées à la production spécifique de 

différentes toxines. 

Les infections suppuratives s’observent le plus fréquemment chez des patients porteurs de S. aureus. 

Elles se présentent sous forme d’infections loco-régionales cutanéo-muqueuses (folliculites, impétigo, 

furoncles, panaris, cellulites, otites, sinusites…). Leurs complications principales sont liées à une 

extension loco-régionale ou à une diffusion hématogène et des infections profondes peuvent alors 

être observées (septicémies, endocardites, pneumopathies, ostéomyélites, arthrites, méningites). 

S. aureus a développé des mécanismes de résistance aux antibiotiques utilisés pour traiter les 

infections dont il est responsable. Ainsi 90% des souches sont actuellement résistantes à la pénicilline 

G, premier antibiotique utilisé pour traiter ces infections (245). De même des souches de S. aureus 

résistantes à la méticilline (SARM), première pénicilline semi-synthétique résistante à la pénicillinase, 

ont été observées deux ans seulement après le début de son utilisation (246). Ces souches ont dans 

un premier temps été isolées uniquement au cours d’infections nosocomiales (247). Le début des 

années 2000 a vu l’apparition d’infections communautaires liées à des souches de SARM 

communautaire (CA-MRSA) (241).  Les CA-MRSA se différencient des SARM hospitaliers par leur fond 
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génétique et par leur plus grande virulence, avec notamment la production de la leucocidine de 

Panton-Valentine (PVL), d’hémolysine α (Hla), et de phénol-solubles modulines (PSM) (241,248–253). 

En Europe la souche de CA-MRSA prédominante est la souche ST80 alors qu’aux Etats-Unis le clone 

majoritaire est le clone USA 300 qui est responsable de 60% des infections communautaires de la peau 

et des tissus mous (254). 

 

3.3.3  Staphylococcus aureus 
 

Staphylococcus aureus est une bactérie associée à de nombreuses formes d’infections touchant l’arbre 

respiratoire, allant de la colonisation asymptomatique à la pneumonie nécrosante fulminante. Les 

mécanismes impliqués dans le passage d’une colonisation à une infection invasive ne sont pas 

complètement élucidés mais ils reposent à la fois sur des facteurs de virulence de la bactérie et sur la 

réponse immunitaire de l’hôte. 

La coordination de l’expression de nombreux facteurs de virulence est nécessaire à l’établissement 

d’une infection pulmonaire. Cela inclut des protéines de surface telles que les MSCRAMMs pour établir 

la colonisation, l’expression de systèmes d’acquisition du fer pour permettre la croissance bactérienne, 

et la possession de molécules de surface afin d’échapper au système immunitaire. De nombreuses 

toxines permettent à la fois de lyser leurs cellules cibles et d’échapper à la clairance par le système 

immunitaire.  

Les facteurs de virulence et toxines jugés pertinents dans le cadre de cette thèse sont détaillés ci-après. 

 

 Staphylococcus aureus 

 

3.3.4.1 Les facteurs d’adhésion 
 

La physiopathologie de l’infection pulmonaire à S. aureus est habituellement initiée par l’aspiration de 

bactéries qui colonisent la cavité nasale. Ainsi les patients colonisés sont plus à risque de développer 

une infection invasive que les autres. 

La première étape de l’infection est l’adhésion de la bactérie aux protéines de la matrice extracellulaire 

de l’hôte (fibronectine, collagène, protéoglycane, élastine). S. aureus possède plusieurs facteurs 

d’adhésion aux rôles redondants qui facilitent cette étape de colonisation. 
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Le Clumping factor B est impliqué dans le développement des infections respiratoires en permettant 

l’attachement à la cytokératine 10 ce qui favorise la colonisation au niveau des cellules épithéliales 

nasales (255). 

Les protéines de liaison à la fibronectine (FnbpA et FnbpB) se lient à la fibronectine, à l’élastine et 

FnbpA se lie aussi au fibrinogène. Elles sont impliquées dans l’adhérence de S. aureus aux cellules 

indifférenciées de l’épithélium respiratoire, et favorise l’internalisation dans les cellules épithéliales 

(256). 

 

3.3.4.2 La protéine A  
 

La protéine A (SpA) est une protéine de surface de 40 à 60 KDa. Elle est produite en abondance par 

toutes les souches de S. aureus. Elle peut être soit liée à la paroi bactérienne soit sécrétée. C’est un 

des facteurs de virulence de S. aureus le plus complexe de par la multitude d’interactions avec le 

système immunitaire de l’hôte. Elle possède de nombreuses fonctions : au début d’une infection intra-

vasculaire c’est une adhésine avec le facteur Willebrand et les cellules endothéliales, elle est anti-

opsonisante grâce à sa liaison au fragment Fc des IgG (257), c’est aussi un superantigène pour les 

lymphocytes B : elle provoque une activation polyclonale de ces lymphocytes puis leur apoptose (258). 

Enfin, la protéine A se lie au récepteur 1 du TNF-α (Tumor Necrosis Factor Receptor 1, TNFR1) (259), 

présent sur les leucocytes et les cellules épithéliales pulmonaires (260). La protéine A se lie au TNFR1 

par son domaine de liaison aux IgG et elle reproduit les effets du TNF-α sur son récepteur : elle active 

les voies NF-кB et MAPK et engendre la production de nombreuses cytokines par les lymphocytes et 

les monocytes (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8 et IFN-ɣ) (261). Elle participe ainsi aux lésions tissulaires en 

permettant un recrutement massif de PNN ainsi que leur activation (259,262). La protéine A peut aussi 

limiter l’inflammation en favorisant le clivage de TNFR1 et la libération de sa forme soluble sTNFR1 qui 

neutralise le TNF-α circulant avant sa liaison à son récepteur membranaire et l’empêche ainsi d’exercer 

son activité pro-inflammatoire (263). 

Le rôle de la protéine A dans la virulence de S. aureus a été démontré dans des modèles de sepsis et 

de pneumonies (259,264,265). Ainsi les souches de S. aureus délétées en protéine A provoquent moins 

de pneumonies que les souches sauvages (259). De plus les souches isolées dans les infections 

pulmonaires produisent souvent de grandes quantités de protéine A. L’interaction de la protéine A 

avec son récepteur TNFR1 est essentielle à la survenue d’une pneumonie à S. aureus : les souris knock-

out pour le récepteur TNFR1 développent moins de pneumonies que les souris sauvages (264). 
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3.3.4.3 Facteurs liés au développement / extension de l’infection 
 

 
 

Les toxines formant des pores (Pore Forming Toxins, PFT) agissent localement. Elles sont sécrétées 

sous forme de monomères qui s’oligomérisent à la surface cellulaire et forment des pores dans la 

membrane cellulaire. Ces pores sont responsables de l’efflux de molécules ce qui provoque la lyse 

cellulaire et permet ainsi l’extension de l’infection (Figure 16). Les PFT sont classées en deux types de 

toxines en fonction de leur structure à une ou deux sous-unités.  

 

 

Figure 16 : Mécanismes d’action des PFT de S. aureus pour la formation de pores membranaires, d’après Dumont (266). 

L’hémolysine α se polymérise en heptamère et forme un pore en tonneau β. Pour les leucotoxines qui possèdent 2 sous-

unités, la formation d’un hétérodimère avec quatre unités de classe S et quatre unités de classe F permet la formation d’un 

pore en tonneau β. 

 

A forte concentration les PFT sont cytolytiques, mais à concentration sublytique elles sont pro-

inflammatoires. Ce sont les toxines de S. aureus les plus inflammatoires : mille fois plus que les 

superantigènes et 106 fois plus que les protéines de surface (267). Elles exercent leur activité pro-

inflammatoire par dérégulation de l’homéostasie cellulaire : la formation de pores membranaires est 

responsable d’une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire et d’une diminution de 

la concentration de potassium ce qui active différents facteurs de transcription dont NF-кB et 

l’inflammasome NLRP3 et entraine la production de cytokines pro-inflammatoires (Figure 17) (268). 
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Elles activent aussi les PNN et augmentent leurs capacités de phagocytose et leur bactéricidie (Figure 

17) (269). 

 
Figure 17 : Propriétés des PFT à concentration sublytique. D’après Alonzo (269).  
1 : La liaison de la toxine à son récepteur cellulaire provoque l’activation des PNN et aboutit à l’augmentation de la 
phagocytose et de leur activité bactéricide grâce à l’augmentation de la production de radicaux oxygénés et de l’exocytose 
de granules cytotoxiques.  
Lorsque les conditions physiologiques sont respectées, les concentrations de potassium et de calcium plasmatiques et 
extracellulaires sont régulées de façon stricte. Les PFT dérégulent cet équilibre de différentes façons. 2 : La formation de 
pores membranaires entraine un efflux de potassium intracellulaire qui active l’inflammasome et aboutit à la production d’IL-
1β. 3 : Les PFT sont responsables d’une augmentation directe ou indirecte du calcium intracellulaire ce qui entraine 
l’activation de la voie NF-кB et la production de cytokines proinflammatoires. 4 : Chez la souris les TLR2 et 4 reconnaissent la 
PVL ce qui aboutit aussi à l’activation de la voie NF-кB.  
5 : La PVL a une activité apoptotique à concentration sublytique. Ce méchanisme surviendrait après formation de pore 
membranaire dans la membrane mitochondriale et l’activation des caspase 3 et 9. 
 

 
 

L’hémolysine α de Staphylococcus aureus (Hla, α –toxine), est codée par le gène hla. 80 à 90% des 

souches de S. aureus sécrètent cette toxine en fin de phase exponentielle. L’expression d’Hla est 

dépendante du système de régulation globale Agr, elle augmente lors d’interactions avec les cellules 
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épithéliales. Sa concentration est souche dépendante : elle est en effet produite en plus grande 

quantité par les souches USA300 (248–251). 

Chez l’Homme, Hla possède de nombreuses cellules cibles : cellules endothéliales, cellules épithéliales, 

érythrocytes, monocytes, macrophages, lymphocytes et plaquettes (270–272). Toutes ces cellules 

cibles possèdent le récepteur de l’hémolysine α : la métallo-protéase ADAM 10 (A desintegrin and 

metalloprotease 10)(273).  

A faible concentration (de l’ordre du nanomolaire), Hla établit une liaison spécifique qui nécessite à la 

fois la présence d’ADAM 10 et des lipides membranaires (273). Elle se polymérise alors en heptamère, 

entrainant la formation de pores de faibles diamètres (2-3 nm) dans la membrane cellulaire 

responsable de l’efflux des ions et de la lyse cellulaire (Figure 18) (274). A forte concentration 

(micromolaire), Hla se lie directement à la membrane lipidique de manière non spécifique, forme des 

canaux plus larges responsables de l’efflux d’un grand nombre de molécules ce qui provoque la lyse 

cellulaire (275). 

De plus, à concentration sublytique (nanomolaire), Hla favorise la dissémination de la bactérie en 

augmentant l’activité metalloprotéase d’ADAM 10 responsable de la rupture des jonctions cellulaires 

et elle altère les battements ciliaires des cellules de l’épithélium respiratoire (276). Hla possède aussi 

une activité pro-inflammatoire suite à l’activation de caspase-1 et de l’inflammasome entrainant la 

production d’IL-1β et d’IL-18 dans de nombreux types cellulaires (cellules endothéliales et épithéliales, 

monocytes et macrophages) (277,278). 

 

Figure 18 : Activités du complexe Hla/ADAM 10 au niveau des cavéoles, d’après Wilke (273).  

L’interaction entre Hla et son récepteur est responsable de la formation d’un pore transmembranaire et provoque la lyse des 

cellules cilbes et la rupture de l’adhésion intercellulaire. 
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Le rôle de l’Hla dans les infections à S. aureus a été démontré grâce à des données épidémiologiques 

et dans des études animales. Hla participe à la sévérité des infections pulmonaires à S. aureus : il a été 

montré que l’infection avec des souches Hla déficientes entrainent une abolition de la mortalité, 

associée à une réduction de l’inflammation pulmonaire, une réduction de l’afflux des PNNs et de 

l’inoculum bactérien (279,280). 

 

 
 

Cette famille est composée de petits peptides (d’une vingtaine à une quarantaine d’AA) amphiphiles 

récemment découverts, d’abord chez Staphylococcus epidermidis puis chez d’autres espèces dont 

S. aureus (281). S. aureus possède sept PSMs: les PSMα (PSMα1, PSMα2, PSMα3 et PSMα4), les PSMβ 

(PSMβ1 et PSMβ2) et l’hémolysine δ (252). Comme l’hémolysine α, les PSMα sont surexprimés par les 

souches de CA-MRSA notamment pour le clone USA300 épidémique aux Etats-Unis et contribuent à 

leur virulence (252). 

Grâce à leur propriété amphiphile, les PSMs sont des agents surfactants. Ils facilitent ainsi la 

colonisation des différentes zones de portage des staphylocoques. Ils participent aussi à la formation 

et au développement du biofilm : grâce à leur action surfactante qui leur permet de former des canaux 

à travers le biofilm, les nutriments parviennent jusqu’aux couches profondes du biofilm. Enfin ils 

participent à la dissémination de l’infection en favorisant le détachement du biofilm (282) (Figure 19).  

Les PSMs possèdent un récepteur, le Formyl Peptide Receptor 2 (FPR2), présent sur de nombreuses 

cellules dont les monocytes et les polynucléaires neutrophiles (283). L’interaction des PSMs avec leur 

récepteur leur permet d’exercer leurs propriétés inflammatoires à faible concentration (nanomolaire). 

Les PSMs de S. epidermidis activent la voie NF-кB et entrainent la production de TNF-α, IL-1β, et IL-6 

par les cellules monocytaires (281). Cette activité pro-inflammatoire sur les monocytes n’a cependant 

pas été retrouvée pour les PSMs de S. aureus (252). L’interaction des PSMs de S. aureus avec leur 

récepteur au niveau des PNNs conduit à la production d’IL-8 et au recrutement massif de PNN, ainsi 

qu’à leur activation avec la production de radicaux oxygénés (252,284). Les PSMs possèdent également 

des propriétés chimioattractantes pour les cellules dendritiques. Ils augmentent leur production d’IL-

10, cytokine anti-inflammatoire, et diminuent leur production de cytokines pro-inflammatoires. Ceci 

diminue la réponse lymphocytaire Th1 et favorise le développement d’une réponse lymphocytaire T 

régulatrice qui permet l’échappement de S. aureus au système immunitaire (285). 

A forte concentration, de l’ordre du micromolaire, les PSMs (excepté les PSMβ et PSMα4) et 

l’hémolysine δ ont une activité cytolytique démontrée sur les érythrocytes et les PNNs, 
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indépendamment de leur interaction avec le FPR2 (252,284,286). PSMα3 est le plus lytique, devant 

PSMα1, PSMα2 et l’hémolysine δ. Le mécanisme n’est pas connu mais cette activité cytolytique 

pourrait être expliquée par la formation de pores, la déstabilisation de la membrane lors de la liaison, 

ou la solubilisation de la membrane grâce aux propriétés détergentes de l'hélice alpha amphiphile 

(268). Les PSMs α de S. aureus sont également capables de lyser les PNNs après avoir été phagocytés 

(287). 

 

Figure 19: Représentation des fonctions biologiques des PSM, d’après Peschel et Otto (288) 
A concentration micromolaire, les PSM possèdent des activités indépendantes de la liaison au récepteur FPR2 : ils sont 
bactéricides vis à vis d’autres espèces bactériennes, ils participent à la restructuration du biofilm, ils permettent 
l’échappement de la bactérie au phagolysosome, ils ont des propriétés immunomodulatrices et les PSM  sont cytolytiques 
pour les érythrocytes et les PNN. 
A concentration nanomolaire, les PSM possèdent des activités qui dépendent de la liaison aux récepteurs FPR2 : ils sont 
chimioattractants pour les PNN et ils ont une activité pro-inflammatoire. 

 

Les PSMs participent à l’apparition d’une pneumonie lors d’une infection respiratoire à S. aureus et 

notamment lorsque cette pneumonie fait suite à une infection par le virus influenza. Il a été montré in 

vitro que les PSMs exercent une cytotoxicité et qu’ils entrainent la production d’IL-8 de façon dose-

dépendante sur les cellules épithéliales pulmonaires A549 et que ces propriétés sont augmentées 

lorsque les cellules sont infectées par le virus de la grippe (289). Les auteurs ont vérifié ces données in 

vivo dans un modèle murin où la co-infection avec un virus influenza et une souche de S.aureus USA300 

qui produit des PSMs est associée à des pneumonies plus sévères et à une augmentation de la létalité 

en comparaison d’une co-infection entre le même virus influenza et la même souche de S.aureus 

USA300 mais qui a été délétée pour la production de PSMs. 
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La PVL est une toxine codée par deux gènes co-transcrits, lukF-PV and lukS-PV, portés par un 

bactériophage (290) que l’on retrouve chez seulement 1 à 2% des isolats cliniques de S. aureus. 

Cependant cette toxine est produite par plus de 90% des souches CA-MRSA et par la majorité des 

souches qui sont isolées dans les pneumonies nécrosantes (241,253). 

Les récepteurs de la PVL, le C5aR (CD88) et le C5L2, sont nécessaires à l’activité cytolytique de la PVL 

(291). Le composé S se lie en premier à son récepteur membranaire puis le composé F se fixe au 

composé S. L’oligomérisation de ce complexe et la formation d’un hétéro-octamère composé de 4 

sous-unités S et 4 sous-unités F permet la formation d’un pore dans la membrane cellulaire (Figure 16) 

(292). La répartition des récepteurs de la PVL sur les cellules cibles est responsable de la différence de 

susceptibilité cellulaire observée entre leucocytes et inter-espèces (293,294). Ainsi les PNNs sont les 

leucocytes les plus sensibles à l’activité de la PVL, devant les monocytes et macrophages alors que les 

lymphocytes qui n’expriment pas de C5aR sont résistants à la PVL (294). 

La lyse des cellules cibles par la PVL permet à S. aureus d’échapper à la phagocytose mais elle est aussi 

responsable d’une augmentation de l’inflammation : le relargage de médiateurs pro-inflammatoires 

et d’enzymes cytoplasmiques par les leucocytes lysés augmente le nombre de leucocytes recrutés et 

participe à l’apparition de lésions cellulaires (269). La lyse des PNNs entraine la production d’IL-8, 

chimiokine impliquée dans leur recrutement et leur migration (295). Cette inflammation excessive 

participe à la sévérité de l’infection, notamment dans les pneumonies nécrosantes (296).  

A concentrations sublytiques, la PVL possède une activité pro-inflammatoire (Figure 17) (297). La 

liaison de la sous-unité S à son récepteur sur les PNNs augmente la phagocytose, la production 

d’espèces réactives oxygénées et la production de médiateurs pro-inflammatoires (291). Des 

concentrations sublytiques de PVL augmentent aussi la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

dont l’IL-1β par les monocytes et les macrophages suite à l’activation de l’inflammasome. L’IL-1β 

stimule alors la sécrétion d’IL-8 et de CCL2 par les cellules épithéliales pulmonaires, ce qui augmente 

le recrutement de PNNs et monocytes au niveau pulmonaire et offre de nouvelles cibles à la PVL (298).  

Le rôle de la PVL dans les pneumonies à S. aureus est controversé. Une méta-analyse des données 

épidémiologiques n’a pas montré de corrélation entre PVL et pneumonie (299) mais une étude de cas 

a montré que les pneumonies à S. aureus producteurs de PVL évoluaient plus rapidement et 

engendraient un plus fort taux de létalité que les pneumonies à S. aureus ne produisant pas de PVL 

(300). L’autopsie des patients décédés suite à une pneumonie à S. aureus producteur de PVL a montré 

que leurs poumons étaient ulcérés et hémorragiques, suggérant une inflammation extrême chez ces 

patients que les auteurs ont attribuée à la lyse des PNNs et macrophages par la PVL. Une étude chez 
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le lapin a aussi montré que la délétion du gène codant la PVL dans une souche USA300 entraine des 

lésions moins sévères, moins de nécrose pulmonaire, moins d’hémorragie alvéolaire, moins 

d’hémoptysie et finalement une létalité moins élevée que la souche sauvage productrice de PVL (296). 

 

 
 

La pneumonie nécrosante est une entité clinique rare due à des souches de S. aureus productrices de 

PVL. Elle touche principalement les enfants et les jeunes adultes sans antécédent particulier et elle est 

souvent précédée par une infection grippale ou un syndrome pseudo-grippal qui évolue rapidement 

vers une défaillance respiratoire ou un choc septique (301). L’étude de 43 cas cliniques a montré une 

infection documentée par le virus influenza chez 12 patients et la présence de symptômes typiques 

d’une infection grippale chez 16 patients (302). Si un traitement n’est pas introduit rapidement après 

l’apparition des premiers symptômes, le taux de mortalité est très élevé (40-60%) (300). La pneumonie 

nécrosante se distingue des autres pneumonies à S. aureus qui sont liées à des souches qui ne 

produisent pas de PVL, sont beaucoup plus fréquente, touchent des patients plus âgés (> 60 ans) et 

ont un taux de mortalité plus faible (47% vs 6%)(300,303).  

Les données cliniques connues sur cette pathologie proviennent de l’étude de plusieurs séries de cas 

dans le monde. Elle est caractérisée par un accès soudain et une aggravation rapide des symptômes, 

une leucopénie, des hémoptysies et une défaillance respiratoire sévère. Elle est associée à la présence 

de grandes plages de destruction nécrotiques des poumons. 

D’un point de vue physiopathologique, la synergie entre le virus influenza et S. aureus est liée aux 

mécanismes décrits dans le paragraphe « 3.2 Pneumonies bactériennes post-influenza » ainsi qu’aux 

propriétés de la PVL. De façon synthétique, l’infection par le virus influenza crée des dommages 

épithéliaux qui favorisent la survenue d’une infection bactérienne en facilitant l’adhérence des 

bactéries à l’épithélium respiratoire. Le virus inhibe aussi la réponse immunitaire anti-bactérienne : il 

lyse les macrophages alvéolaires et entraine une modification fonctionnelle des leucocytes ce qui crée 

une fenêtre de susceptibilité à la surinfection bactérienne. De plus l’infection des cellules épithéliales 

pulmonaires par le virus influenza entraine la sécrétion de cytokines et chimiokines et permet ainsi le 

recrutement massif de leucocytes au niveau pulmonaire. Les facteurs de virulence viraux et bactériens 

ont une action synergique pour aggraver les lésions pulmonaires soit en provoquant des lésions 

directes de l’épithélium pulmonaire, soit suite à l’activation excessive du système immunitaire. La 

surinfection par une souche de S. aureus productrice de PVL entraine la nécrose massive des PNN et 

macrophages recrutés. Le relargage du contenu cellulaire des leucocytes (réactifs oxygénés, protéases, 
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oxyde nitrique) est responsable d’une destruction massive des cellules épithéliales pulmonaires et de 

la barrière endothéliale aboutissant à l’apparition de grandes plages de nécroses et à une altération 

des capacités d’oxygénation au niveau des alvéoles pulmonaires (Figure 20).  

 

Figure 20 : Physiopathologie de la pneumonie nécrosante, d'après Löffler (302).  
L’infection des cellules épithéliales pulmonaires par le virus influenza entraine la sécrétion de cytokines et chimiokines 
responsables d’un recrutement massif de leucocytes au niveau pulmonaire. La surinfection par une souche de S. aureus 
productrice de PVL entraine la nécrose massive des PNN et macrophages recrutés. Le relargage du contenu cellulaire des 
leucocytes (réactifs oxygénés, protéases, oxyde nitrique) est responsable d’une destruction massive des cellules épithéliales 
pulmonaires et de la barrière endothéliale aboutissant à l’apparition de grandes plages de nécroses et à une altération des 
capacités d’oxygénation au niveau des alvéoles pulmonaires. 
 

 

 

 

 



67 

4 Infections à VRS chez l’adulte  
 

4.1 Caractéristiques du VRS 
 

La classification virale a été récemment mise à jour et le VRS, ou Orthopneumovirus humain, appartient 

désormais à la famille des Pneumoviridae et au genre Orthopneumovirus (304). C’est un virus 

enveloppé, à ARN simple brin de polarité négative non segmenté qui code 11 protéines (Figure 21) 

(305). Le VRS possède trois glycoprotéines de surface (la protéine de fusion F, la protéine 

d’attachement G, et la protéine hydrophobe SH), une protéine de matrice M, cinq protéines du 

complexe polymérase (la phosphoprotéine P, la nucléoprotéine N, la polymérase L, les protéines M2-

1 et M2-2) et deux protéines non structurales (NS1 et NS2) (306). 

Les souches de VRS sont divisées en 2 sous-types : les VRS-A et le VRS-B en fonction de l’antigénicité 

de la protéine G (307). Chaque sous-type A et B possède de nombreux génotypes (308).  

 

Figure 21 : Structure du VRS, d'après Jha (309).  
Le virus est représenté avec son unique ARN monocaténaire associé aux nucléoprotéines. Il est entouré de sa capside à 
symétrie hélicoïdale et de son enveloppe dans laquelle sont enchâssées les trois protéines de surface (G, F, SH). 

 
 

4.2 Epidémiologie de l’infection à VRS 
 

Dans les pays tempérés, les infections à VRS surviennent majoritairement l’hiver, avec un pic de 

fréquence en décembre-janvier alors que dans les pays tropicaux, les infections à VRS surviennent 

durant la saison des pluies (310). Le VRS est un virus très contagieux et peut entrainer à la fois des 

épidémies communautaires et nosocomiales (311,312). De nombreuses études rapportent également 

des épidémies d’infections à VRS dans des établissements d’hébergement pour personnes âgées 

dépendantes (313,314).  
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Le VRS est l’agent étiologique le plus fréquent des infections respiratoires basses chez l’enfant, avec 

33 millions de cas et 160000 à 190000 décès chaque année, ce qui représente 6,7% de la létalité chez 

les enfants de moins de un an (315). La majorité des enfants s’infecte avant l’âge d’un an et la quasi-

totalité des enfants ont rencontré ce virus avant l’âge de 3 ans (316). Comme l’immunité anti-VRS 

diminue au cours du temps, les réinfections sont fréquentes au cours de la vie et notamment avant 

l’âge de 5 ans (317). 

Le rôle du VRS chez l’adulte et notamment la personne âgée a été reconnu seulement récemment 

(318). 3 à 10% des adultes sont infectés chaque année dans le monde, menant dans la majorité des 

cas à des formes asymptomatiques ou peu symptomatiques (318–323). Cependant, chez les patients 

présentant des facteurs de risque (âge, pathologies respiratoires chroniques, immunodépression) ce 

virus peut être responsable de formes graves : 5 à 15% des pneumonies communautaires, 10% des 

hospitalisations pour infection respiratoire aigüe, et une augmentation de la létalité durant le pic de 

circulation du VRS a été observé dans le monde (12,13). Plus de 75% des décès imputables au VRS 

surviennent chez des patients âgés de plus de 65 ans (324).  

Chez la personne âgée, plusieurs études ont montré que le VRS entraine un taux d’hospitalisation et 

une morbi-mortalité similaires à ceux de la grippe (325–329).  

 

4.3 Physiopathologie de l’infection à VRS 
 

La contamination a lieu par voie nasale. Le VRS infecte les cellules épithéliales ciliées de l’épithélium 

respiratoire haut puis bas. Dans le tractus respiratoire bas, il infecte les cellules des bronchioles, les 

pneumocytes de type I et les cellules dendritiques (330). 

L’infection entraine une inflammation avec une infiltration de monocytes et lymphocytes T, une 

nécrose épithéliale, un œdème sous-muqueux et une production excessive de mucus (331). 

L’obstruction des voies respiratoires est le résultat de la desquamation des cellules épithéliales et de 

la surproduction de mucus.  

 

4.4 Clinique de l’infection à VRS 
 

L’infection par le VRS est responsable de tableaux cliniques très variables qui vont de l’infection pauci-

symptomatique à des formes graves entrainant le décès. De nombreux facteurs de risque de 
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développer une forme grave existent dont la prématurité, l’existence de comorbidités, 

l’immunosuppression et l’âge.  

La primo-infection est quasiment toujours symptomatique. Cliniquement elle peut se limiter à une 

infection du tractus respiratoire haut et se manifester par une rhinopharyngite ou une otite. Dans 15 

à 50% des cas, elle implique le tractus respiratoire inférieur avec l’apparition d’une bronchiolite ou 

d’une pneumonie (306,332–335). La première réinfection chez l’enfant est elle aussi souvent 

symptomatique mais elle entraine des manifestations cliniques moins sévères avec moins de 

bronchiolites et de fièvre (334). 

Chez l’adulte, on estime que les réinfections surviennent tous les 5 à 7 ans. Dans la majorité des cas 

elles sont asymptomatiques ou peu symptomatiques (320). En cas d’infection symptomatique, les 

symptômes sont classiquement limités au tractus respiratoire supérieur et sont caractérisés par une 

toux productive, une congestion nasale ou une infection des sinus (336).  

Chez les patients présentant des facteurs de risque (âge, pathologies respiratoires chroniques, 

immunodépression) le VRS peut atteindre le tractus respiratoire inférieur. Les sifflements 

respiratoires, la toux, l’essoufflement, et la fièvre sont alors les symptômes cliniques les plus 

fréquemment rencontrés (337,338) mais des formes graves sont observées avec l’apparition de 

pneumonies voire le décès du patient (12,13). De nombreuses études réalisées chez des patients âgés 

hospitalisés rapportent un taux de pneumonies qui varie de 30 à 67% et l’apparition d’un SDRA chez 8 

à 16% des patients (323,337,339–342). 

Les co-infections bactériennes et les infections bactériennes secondaires font partie des complications 

les plus sévères rapportées dans cette population (321,343,344). L’incidence de ces co-infections est 

mal documentée. Elle a été estimée dans certaines études entre 10 et 20% des hospitalisations pour 

une infection à VRS. Les bactéries les plus fréquemment retrouvées sont Streptococcus pneumoniae, 

Haemophilus influenzae, et S. aureus (318,339–341,345,346). 

 

4.5 Traitement de l’infection à VRS 
 

Le traitement des infections à VRS est principalement symptomatique, avec un recours à l’oxygénation 

et aux bronchodilatateurs en cas de besoin.  

La ribavirine, un analogue nucléosidique qui interfère avec la synthèse des virus à ARN et ADN, a été 

le premier antiviral approuvé pour le traitement des infections à VRS. Elle a actuellement un usage très 
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limité à cause de son manque d’efficacité (347). Elle est parfois utilisée chez des patients à haut risque 

de développer des formes graves et peut être associée à des immunoglobulines spécifiques 

(Palivizumab). Le Palivizumab est utilisé en prophylaxie chez les enfants qui présentent un haut risque 

de développer des formes graves. Il peut aussi être utilisé chez l’adulte receveur de cellules souches 

hématopoïétiques (348).  

Actuellement, les recherches portent sur le développement d’un vaccin contre le VRS et plusieurs 

candidats en cours d’essais cliniques (349,350).   
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PARTIE EXPÉRIMENTALE 

A) Etude in vitro et ex vivo de l’activation pro-inflammatoire des 
cellules myéloïdes  
 

 

Depuis les années 2000, S. aureus a émergé comme une des principales bactéries responsables de 

surinfections post-influenza (242,351). Actuellement, les mécanismes physiopathologiques permettant 

au virus influenza d’augmenter la susceptibilité de l’hôte et ainsi de favoriser la sévérité de la 

surinfection par S. aureus ne sont pas complètement élucidés. Des modèles expérimentaux in vivo de 

pneumonies bactériennes post-influenza suggèrent que la majorité des lésions observées dans les voies 

respiratoires sont produites par une augmentation de la réponse inflammatoire des cellules 

immunitaires recrutées au niveau pulmonaire et par la destruction des cellules épithéliales (6,7,57). 

Le recrutement des monocytes/macrophages au niveau pulmonaire est caractéristique de la réponse 

immunitaire initiale. Bien que cette infiltration monocytaire des poumons soit nécessaire pour la 

protection de l’hôte et la guérison, un recrutement excessif contribue à la sévérité de l’infection (8). 

Ces cellules sont sensibles à la fois au virus influenza et aux différentes toxines de S. aureus 

(298,352,353). Dans les infections sévères, les dommages pulmonaires sont en partie liés à l’activation 

de la voie NF-кB qui aboutit à la production de cytokines pro-inflammatoires. Cette voie de signalisation 

est activée à la fois par le virus influenza et par S. aureus. Ainsi les acides nucléiques viraux sont 

reconnus par les TLR 3, 7 et 8 ce qui entraine l’activation de la voie NF-кB (354,355) et différents facteurs 

de virulence de S. aureus (facteurs membranaires tels que les lipoprotéines membranaires, les acides 

lipotéichoiques, le peptidoglycane et la protéine A et les toxines sécrétées telles que PVL, Hla et PSM) 

stimulent le système immunitaire par l’intermédiaire de différents récepteurs et activent la voie NF-кB 

(259,273,284,356–358). 

Peu de données sont disponibles sur l’interaction entre les toxines de S. aureus et le virus influenza au 

niveau cellulaire. Nous avons donc étudié l’impact d’une co-exposition de différentes lignées 

monocytaires à influenza et à différentes toxines de S. aureus impliquées dans le développement de 

pneumopathies. Dans un premier temps nous avons mesuré in vitro les interactions entre les facteurs 

de virulence de S. aureus et influenza sur des lignées monocytaires continues puis nous avons testé 

dans un deuxième temps les associations avec un effet significatif dans un modèle ex vivo de monocytes 

humains. 
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Contexte : La morbi-mortalité des patients infectés par le virus influenza est aggravée lors de la 

survenue de surinfections à S. aureus.  

Objectifs : Notre objectif a été de tester l’impact d’une coexposition de différentes lignées 

monocytaires (THP-1, U937) et de monocytes humains au virus de la grippe A(PR8) et à différents 

facteurs de virulence de S. aureus (PVL, Hla, PSMα1 et 3, protéine A et souche de S. aureus inactivée 

par la chaleur [heat killed S. aureus, HKSA]). Nous avons mesuré la production de cytokines et 

l’activation de la voie NF-KB ainsi que l’incorporation d’IP des lignées monocytaires et nous les avons 

comparés à la cytotoxicité et à l’inflammation provoquées par une exposition des cellules seulement 

au virus influenza. 

Conclusions : Les lignées cellulaires monocytaires continues et les monocytes fraichement isolés de 

sang total ont des sensibilités différentes à l’exposition au virus influenza et aux facteurs de virulence 

de S. aureus. Les synergies observées in vitro sur des lignées continues doivent être interprétées avec 

prudence car une partie seulement a été retrouvée ex vivo sur les monocytes isolés de sang total. Sur 

les monocytes humains, le virus influenza potentialise l’inflammation engendrée par HKSA et la 

cytotoxicité d’Hla. 

 

Les résultats préliminaires de cette étude ont fait l’objet d’une présentation sous forme de poster en 

2015 au cours du congrès de l’european society for clinical virology (ESCV) et les résultats finaux ont 

été publiés dans la revue Toxins (359)(reproduction ci-jointe). 
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Abstract: In patients with influenza, morbidity and mortality are strongly influenced by infections with 
Staphylococcus aureus producing high amounts of certain toxins. Here we tested the impact  of 
influenza virus on the pro-inflammatory and cytotoxic actions of a panel of S. aureus virulence factors,  
including Panton-Valentine Leucocidin (PVL), phenol-soluble modulin α1 (PSMα1) and     3 (PSMα3), 
α-hemolysin (Hla), and cell wall components, i.e., heat-killed S. aureus (HKSA) and protein A. We 
initially screened for potential synergic interactions using a standardized in vitro model in influenza-
infected continuous human monocytic cell lines. Then we tested the identified associations using an ex 
vivo model in influenza-infected human monocytes freshly isolated from blood. Co-exposure to 
influenza virus and HKSA, PVL, PSMα1, and PSMα3 increased NF-κB/AP-1 pathway activation in 
THP1-XBlue cells, and co-exposure to influenza virus and PVL increased cytotoxicity in U937 cells. In 
monocytes isolated from blood, the synergy between influenza virus and HKSA was confirmed based 
on cytokine production (TNF-α, IL-1β, IL-6), and co-exposure to influenza virus and Hla-increased 
cytotoxicity. Our findings suggest that influenza virus potentiates the pro-inflammatory action of HKSA 
and contributes to the cytotoxicity of Hla on monocytes. Synergic interactions identified in the cell-line 
model must be cautiously interpreted since few were relevant in the ex vivo model. 
 
Keywords: Staphylococcus aureus; toxins; influenza A virus; monocyte; coinfection; inflammation; 
cytotoxicity 
 
Key Contribution: Influenza virus potentiates the pro-inflammatory action of HKSA and contributes to 
the cytotoxicity of Hla on monocytes. Synergic interactions identified in the cell-line model must be 
cautiously interpreted since few were relevant in the ex vivo model. 
Toxins 2018, 10, 286; doi:10.3390/toxins10070286www.mdpi.com/journal/toxins 
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1. Introduction 

The World Health Organization estimates that influenza is responsible for 3 to 5 million cases of 
severe illness and 250,000 to 500,000 deaths per year worldwide [1]. Influenza-related morbidity and 
mortality are mainly associated with secondary bacterial infections [2,3]. Staphylococcus aureus has recently 
emerged as a major pathogen in influenza virus superinfection [4,5], seemingly concomitant with the 
emergence of community-acquired methicillin-resistant S. aureus (CA-MRSA) since the early 2000s [6]. 

CA-MRSA strains produce a diverse arsenal of virulence factors that contribute to the 
pathogenesis of S. aureus lung infection. The pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) are 
recognized by Toll-like receptors (TLR) and other pattern recognition receptors, prompting activation of 
innate immune responses [7]. Virulence determinants involved in the pathophysiology of S. aureus  lung  
infection include S. aureus PAMPs, such as cell-wall anchored lipoproteins, lipoteichoic acid, peptidoglycan, 
and protein A; and excreted toxins, such as alpha-toxin (Hla), Panton-Valentine Leukocidin (PVL), and α-
type phenol-soluble modulins (PSMα). These factors activate the immune system through different 
receptors, but all trigger the NF-κB pathway and release of pro-inflammatory mediators [8–13]. 
Recognition of influenza virus nucleic acids by TLR3, 7, and 8 also leads to NF-κB pathway activation 
[14,15]. 

We do not yet fully understand the pathogenic mechanisms through which influenza virus 
infection increases both host susceptibility and severity of S. aureus super-infection. Experimental in 
vivo models of post-influenza pneumonia suggest that most respiratory tract lesions are induced by an 
enhanced inflammatory response from immune cells recruited in the lungs, and their subsequent 
destruction [16–18]. The initial immune response is characterized by monocyte/macrophage recruitment 
into the lung parenchyma and alveolar spaces, which is necessary for host protection and recovery. 
However, excessive recruitment of these cells may contribute to potentially lethal lung pathology [19–
21]. In severe infection, severe lung damage is accentuated by early and excessive production of type I 
interferons, amplifying the MCP-1 production responsible for inflammatory monocyte recruitment [22]. 
In human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) exposed to influenza virus, type I interferons 
also increase the expression of functional tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 
(TRAIL), thereby increasing the sensitivity to TRAIL-induced apoptosis in influenza-infected cells [23]. 
The inflammatory response mediated by increased monocyte recruitment to the lung is the main 
determinant of lung damage, more so than influenza virus replication [23,24]. 

Little information is presently available regarding the interactions between S. aureus toxins and 
the influenza virus at the cellular level. Therefore, in this study, we aimed to evaluate the potential 
synergic effects of influenza virus and S. aureus virulence factors on inflammation and cytotoxicity 
against human monocytes. We initially screened the potential synergic interactions using a 
standardized model of influenza-infected continuous human monocytes. Then we tested the significant 
associations using a more relevant model of influenza-infected primary human monocytes. 
 

2. Results 

 
2.1. Co-Exposure of THP1-XBlue Cells to Influenza Virus S. aureus Virulence Determinants (PVL, PSMα1, 
PSMα3, Protein A, and HKSA) Is Associated with Higher NF-κB/AP-1 Pathway Activation than Exposure to 
Influenza Alone 

We first incubated influenza virus-exposed and non-exposed THP1-XBlue cells for 24 h with 
sublytic concentrations of S. aureus products (PVL, protein A, HKSA, Hla, PSMα1, and PSMα3), and 
compared the NF-κB/AP-1 pathway activation. Compared to the cells exposed only to S. aureus 
virulence factors, the THP1-XBlue cells co-exposed to influenza virus and the tested virulence factors 
(except Hla) showed increased NF-κB/AP-1 activation by 2- to 10-fold (Figure1). In influenza-exposed 
cells, the lowest concentrations of toxins that triggered significant NF-κB/AP-1 activation were PVL 
0.5 μg/mL (vs. 2.5 μg/mL in non-influenza-exposed cells), PSMα1 1 μg/mL (vs. 25 μg/mL), and 
PSMα3 5 μg/mL (vs.no activation) (Figure1). Co-exposure of the cells to influenza virus at a 
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multiplicity of infection (MOI) of 2, and to PVL (2.5 μg/mL), HKSA (MOI 100), and PSMα1 (10 
μg/mL) yielded NF-κB/AP-1 activation to the same extent as that induced by the most potent activator 
(protein A, 1 μg/mL). Although influenza virus alone and S. aureus virulence factors alone had only a 
modest effect (OD < 1) on NF-κB/AP-1 activation, our findings suggested that co-exposure of a 
continuous monocytic cell line to both influenza virus and S. aureus virulence factors potentiated the 
pro-inflammatory activity. 
 

Figure 1. Activation of NF-κB/AP-1 in THP1-XBlue cells by influenza virus and/or S. aureus virulence factors 
measured after a 24-h incubation period. THP1-XBlue cells were treated with influenza virus (MOI 2), and 
(a) PVL (0.05, 0.5, 2.5, and 5 μg/mL), (b) Hla (0.01, 0.1, and 1 μg/mL), (c) PSMα1 
(1, 5, 10, and 25 μg/mL), (d) PSMα3 (1, 5, 10, and 25 μg/mL), (e) protein A (0.1, 0.5, and 1 μg/mL), and (f) 
HKSA (MOI 1, 10, 20, and 100). SEAP activity was measured as a proxy for NF-κB/AP-1 activation. Data are 
representative of three independent experiments and each condition was tested in duplicate. Error bars 
represent SD (n = 6). ANOVA and the Bonferroni post-hoc test were used to verify statistical significance. * p 
< 0.05, ** p < 0.01. Each toxin concentration was compared to the culture medium, and each toxin 
concentration + influenza virus was compared to influenza virus alone, as indicated by stars. Each toxin 
concentration was compared to the same concentration of toxin + influenza virus as indicated by lines. Each 
concentration of toxin was compared to the culture medium, each concentration of toxin + influenza virus 
was compared to influenza virus alone as indicated by stars. Each concentration of toxin was compared to 
the same concentration of toxin + influenza virus as indicated by lines. OD 650, optical density at 650 nm. 
 



Toxins 2018, 10, 286 76 of 15 

 

76 

2.2. In Monocytes Isolated from Human Peripheral Blood, Co-Exposure to Influenza Virus and HKSA Is 
Associated with Enhanced Cytokine Production (TNF-α, IL-1β, and IL-6) 

The pro-inflammatory synergistic associations identified in continuous cell lines were next tested in a 
model of human primary monocytes. Monocytes were isolated from human peripheral blood, co-
exposed to influenza virus and S. aureus virulence determinants (PVL, protein A, HKSA, PSMα1, and 
PSMα3), and we measured production of the cytokines TNF-α, IL-1β, and IL-6 in the supernatants after 
4- and 24-h incubation periods. We tested the combinations that showed the most potent synergic effects 
in continuous cell lines: influenza virus (MOI 2) plus PSM α1 (25 μg/mL), PSM α3 (25 μg/mL), and 
HKSA (MOI 100) (Figure2). Since protein A is a strong inflammation inducer, we used the lowest 
protein A concentration that showed synergy with influenza virus on inflammation (0.1 μg/mL).    We 
used the PVL concentration having the lowest cytolytic action on human monocytes (0.05 μg/mL) 
(Figures3and4). 
Protein A, HKSA, and PSMα1 induced significant cytokine production from human monocytes 
(Figure2). Under the tested conditions, protein A and HKSA were potent inducers of TNF α, IL-1β, and 
IL-6 production from monocytes as early as 4 h after exposure to toxins. Exposure to influenza virus 
alone did not induce significant cytokine production. The cytokine levels in human peripheral blood 
supernatant did not significantly differ following exposure to PVL, PSMα1, and PSMα3 alone versus 
co-exposure to these toxins and influenza virus (Figure2). 
In monocytes exposed to HKSA for 4 h, co-exposure to influenza virus significantly increased TNFα 
and IL-1β production. Similarly, in monocytes exposed to protein A for 24 h, co-exposure to influenza 
virus significantly increased IL-6 production (Figure2). These results suggest that influenza virus may 
potentiate HKSA and protein A pro-inflammatory activity in human monocytes in vivo. Unlike in 
THP1-XBlue cells, co-exposure to influenza virus did not significantly increase cytokine production in 
human monocytes exposed to PVL, PSMα1, PSMα3. 

2.3. In U937 Cells, Co-Exposure to Influenza and PVL is Associated with Increased Cytotoxicity 

We next co-stimulated THP1 monocytes with influenza virus (MOI 2) and sublytic to lytic 
concentrations of cytolysins (PVL, Hla, PSMα1, and PSMα3), with the aim of testing whether co-
exposure to influenza virus could influence the cytotoxicity of S. aureus toxins towards monocytes. After 
4- and 24-h incubation periods, we examined the toxicity of these conditions by staining THP1 cells 
with PI and using flow cytometry to detect necrosis-like membrane damage on monocytes. THP1 cells 
were found to be highly resistant to S. aureus toxins (only 7% cell death observed using the higher toxin 
concentrations; data not shown); therefore, we switched to U937 cells (Figure3). 
Influenza virus alone did not significantly enhance cell death relative to the culture medium alone. We 
observed cytotoxicity following exposure to lytic concentrations of PVL (2.5 and 5 μg/mL) and Hla (1 
μg/mL), and residual cytotoxicity following exposure to the tested concentrations of PSMα1 and 
PSMα3 (Figure3). Under these conditions, Hla was the most potent cytolysin, inducing 52% cell death. 
In contrast, PVL induced only 14% cell death (Figure3). Co-exposure of monocytes to influenza virus 
and PVL (2.5 and 5 μg/mL) during a 24-h incubation resulted in significantly increased cell death 
compared to the activity of PVL alone (20% vs. 14% and 25% vs. 15%). These results suggested that 
influenza virus infection of monocytes increased the cells’ susceptibility to PVL-induced cytotoxicity. 
Cell death was not increased by co-exposure of cells to influenza virus and the other toxins (Hla, 
PSMα1, and PSMα3). 
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Figure 2. Cytokine concentrations measured from supernatants of monocytes isolated from human 
peripheral blood, co-exposed to influenza virus and S. aureus virulence determinants (PVL, Hla, SpA, HKSA, 
PSMα1, and PSMα3).  (a) TNF-α after a 4-h incubation.  (b) TNF-α after a 24-h incubation. 
(c) IL-1β after a 4-h incubation. (d) IL-1β after a 24-h incubation. (e) IL-6 after a 4-h incubation. (f) IL-1β after a 
24-h incubation. Monocytes isolated from human peripheral blood were treated with influenza virus (MOI 
2),  PVL (0.05 μg/mL), protein A (0.1 μg/mL), HKSA (MOI 100),  PSMα1 (25 μg/mL),   or PSMα3 (25 
μg/mL). Data are representative of three independent experiments. Error bars represent SD (n = 3).   ANOVA 
and the Bonferroni post-hoc test were used to verify statistical significance. 
* p < 0.05. Cytokine concentrations determined for supernatants exposed to one S. aureus virulence 
determinant condition were compared to the culture medium. Cytokine concentrations determined for 
supernatants exposed to one S. aureus virulence determinant + influenza virus were compared    to influenza 
virus alone, as indicated by stars. Cytokine concentrations determined for supernatants exposed to one S. 
aureus virulence determinant condition were compared to supernatants co-exposed to influenza virus, as 
indicated by lines. OD 450, optical density at 450 nm. 
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Figure 3. Cytolytic effects of influenza virus and S. aureus toxins on U937 cells after 4- and 24-h incubation 
periods. The monocyte population was gated using forward and side scatters (FSC and SSC, respectively). Cells 
were exposed to influenza virus (MOI 2) and (a,b) PVL (0.05 to 5 μg/mL), (c,d) Hla (0.01 to 1 μg/mL), (e,f) 
PSMα1 (1 to 25 μg/mL), and (g,h) PSMα3 (1 to 25 μg/mL). Propidium iodide (PI) incorporation was used to 
measure the % cell death within the gated monocyte population. Data are representative of three independent 
experiments, and each condition was tested in duplicate. Error bars represent SD (n = 6). Each toxin 
concentration was compared to culture medium, and each toxin concentration + influenza was compared to 
influenza virus alone, as indicated by stars. Each toxin concentration was compared to toxin + influenza virus 
as indicated by lines. ANOVA and the Bonferroni post-hoc test were used to verify statistical significance. ** 
p < 0.01. 
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2.4. In Monocytes Isolated from Human Peripheral Blood, Co-Exposure to Influenza Virus and Hla Is 
Associated with Increased Cytotoxicity 

The cytolytic associations between influenza virus and PVL or Hla that were identified in continuous 
cell lines, were subsequently tested in a model of human primary monocytes. Compared to U937 cells, 
primary monocytes are much more sensitive to cytolysins; therefore, we selected low concentrations 
of PVL (0.05 μg/mL) and Hla (0.01 and 0.1 μg/mL). After 1- and 4-h incubation periods, monocytes 
were stained with PI, and toxicity was assessed by flow cytometry. Under our test conditions, we 
observed maximal cytotoxicity after the 4-h incubation period and thus did not test after a 24-h 
incubation period. PVL showed the most potent cytolytic activity, inducing 80% cell death at the lowest 
tested concentration (0.05 μg/mL) after as little as 1 h of PVL exposure (Figure4). Hla (0.1 μg/mL) 
induced significant cell death at both 1 h and 4 h. In contrast, influenza virus infection of monocytes 
did not induce significant cell death. 
 

 
Figure 4. Cytolytic effects of influenza virus and S. aureus toxins on human monocytes after 1- and 4-h 
incubation periods. The monocyte population was gated using forward and side scatters (FSC and SSC, 
respectively). Cells were exposed to influenza virus (MOI 2) and PVL (0.05 μg/mL) or Hla (0.01 to 0.1 
μg/mL) for (a) 1 h or (b) 4 h. Propidium iodide (PI) incorporation was used to measure the % cell death 
within the gated monocyte population. Data are representative of three independent experiments, and each 
condition was tested in duplicate. Error bars represent SD (n = 6). Each toxin concentration was compared 
to culture medium, and each toxin concentration + influenza virus was compared to influenza virus alone, 
as indicated by stars. Each toxin concentration was compared to toxin + influenza virus, as indicated by lines. 
ANOVA and the Bonferroni post-hoc test were used to verify statistical significance. * p < 0.05. 

 
Co-exposure of cells to influenza virus and a lytic concentration of Hla induced a significant increase 
in cell death. These findings suggested that influenza viral infection of monocytes increased the 
susceptibility of these cells to Hla cytotoxicity. Under our experimental conditions, PVL cytotoxicity 
was already too effective to detect any additional synergic effect of influenza virus on monocyte 
sensitivity to PVL. These results were confirmed by measurement of LDH release in monocytes 
supernatants, as we found no significant difference between monocytes exposed to cytolysin alone or 
co-exposed to cytolysin and influenza virus (data not shown). 
Next, we tested how the supernatant of monocytes exposed to influenza virus and S. aureus cytolytic 
toxins affected confluent monolayers of A549 cells after incubation for 1 h and 24 h. After a 1-h 
incubation period, monocyte supernatant did not affect epithelial cell viability compared to control. 
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After a 24-h incubation period, Hla showed a tendency to increase A549 mortality, but this trend did 
not achieve statistical significance (Figure5). 
 

 
Figure 5. Effect of supernatants from monocytes exposed to influenza virus and S. aureus toxins on A549 cells 
after incubation periods of (a) 1 h and (b) 24 h. Supernatants of monocytes after 24-h exposure to influenza 
virus (MOI 2), PVL (0.05, 0.25, and 0.5 μg/mL), and Hla (0.01 and 0.1 μg/mL) were used to incubate 
epithelial cell monolayers for 24 h. Then the percentage of viable cells was estimated based on neutral red 
uptake assay. Data are representative of three independent experiments, and each condition was tested in 
duplicate. Error bars represent SD (n = 6). 

 
3. Discussion 

Broad pulmonary inflammatory infiltration is a key clinical feature of bacterial pneumonia following 
influenza viral infection. Lung histopathological analyses in murine models reveal severe lung injuries 
in cases of co-infections [16,17]. The influenza virus and S. aureus virulence factors induce inflammation 
via different cellular pathways that all converge to activation of the NF-κB classical pathway [8–12,14–
16,25] and the subsequent secretion of inflammatory cytokines [26,27]. Most related studies have been 
conducted using animal models, and despite the convergence to the NF-κB pathway, few studies have 
examined the impact of various S. aureus toxins on human leukocytes exposed to influenza virus [28]. 

In our present study, we tested a broad range of S. aureus virulence factors—including PVL, Hla, 
PSMs, protein A, and cell wall components which are involved in the pathophysiology of S. aureus lung 
infection [29,30]. We performed our initial screening in a standardized in vitro model of influenza virus-
infected continuous human monocytic cell lines, and subsequent testing in an ex vivo model of 
influenza virus-infected human monocytes. Our results in infected human primary monocytes 
demonstrated a new synergic action between influenza virus and HKSA on the induced inflammation, 
as well as synergy between influenza virus and Hla on the induced cytotoxicity. 

Our results also highlighted the importance of validating results obtained in continuous 
monocytic cell lines in a more relevant ex vivo model of influenza virus-infected human monocytes. 
Indeed, cell susceptibility seemed to differ between continuous cell lines and human monocytes freshly 
isolated from blood. We observed synergy between influenza virus and all the tested toxins (except Hla) 
in THP1-XBlue cells. On the other hand, under similar conditions, influenza virus showed synergy with 
only HKSA and protein A in freshly isolated monocytes as determined based on increased 
inflammation through cytokine production. Moreover, cytotoxicity induced by PVL and Hla differed 
between U937 cells, THP1 cells, and blood-isolated monocytes. While influenza virus and PVL showed 
additive effects on cytotoxicity in U937 cells, this effect could not be detected in monocytes due to their 
extreme sensitivity to PVL alone, whereas additive cytotoxicity was observed between Hla and 
influenza virus in monocytes. These differences demonstrate the importance of the choice of a cellular 
model for these experiments. 
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The PVL and Hla concentrations used in our study are similar to those reported in vivo [29,31]. 
The literature does not include any reported in vivo concentrations of protein A, PSMα1, or PSMα3. 
We used concentrations of protein A and influenza virus that are similar to those currently employed 
in vitro to induce inflammation in monocytic cell lines [9,22,31]. We observed that PSMα1 and PSMα3 
concentrations of above 10 μg/mL were required for NF-κB pathway activation, which is higher than 
the concentrations measured in vitro in culture supernatants of various S. aureus strains [32]. To our 
knowledge, S. aureus PSMs have been demonstrated to have inflammatory properties on 
polymorphonuclear cells but not monocytes [32,33]. 

Clinical data support that PVL and Hla may play a major role in severe pediatric MRSA 
pneumonia associated with respiratory viral infection [34,35]. These two pore-forming toxins have 
inflammatory actions through osmotic stress that leads to NLRP3 activation and consequently to IL-1β 
production [24,36]. Here we observed that PVL induced a proinflammatory response in THP1-XBlue 
cells. However, unlike in the literature, we did not observe IL-1β production in supernatants of human 
monocytes [24,37]. This difference could be explained by the fast lysis of monocytes after their exposure 
to the toxin. Indeed, pro-IL-1β is not constitutively expressed in monocytes but must be produced 
following the activation of pattern recognition receptors by microbial products. After NLRP3 activation, 
pro-IL-1β is cleaved into mature and active IL-1β [38]. Thus, early cytotoxicity could prevent cells 
from producing IL-1β. We observed that HKSA induced robust IL-1β production from monocytes, and 
that exposure to HKSA with influenza virus co-infection increased the early IL-1β production of 
monocytes. This would contribute to disease severity, since higher IL-1β levels have been associated 
with poor outcomes in acute respiratory distress syndrome [39]. The capacity of HKSA to induce IL-
1β production by monocytic cells seems to be linked to the structure of S. aureus PGN and its 
degradability by immune cells. This could explain the discrepancies reported in the literature 
[24,40,41]. 

To investigate cytotoxicity, we had to use U937 cells because THP1 cells were highly resistant.  
In this model, we observed that high toxin concentrations were required to observe their cytolytic 
properties: 2.5 μg/mL PVL and 1 μg/mL Hla. We observed no cytotoxicity with PSMs, which are only 
weakly cytolytic, with the exception of PSMα3 [32]. These results were not unexpected, since U937 
cells are relatively resistant to lysis compared to primary blood-derived monocytes [24]. We further 
observed that pre-exposure to influenza virus resulted in an almost 2-fold increase in the PVL-related 
death of U937 cells. In contrast, we did not observe any additive effect in cells co-exposed to influenza 
virus and to the other tested toxins (Hla, PSMα1, and PSMα3). It appears that the contribution of PSM 
to post-influenza pneumonia is likely linked to epithelial cell damage rather than monocyte damage 
[30]. Under our experimental conditions, human monocytes were already highly sensitive to the 
utilized PVL concentrations, preventing us from observing any potential synergy between influenza 
virus and PVL on primary monocytes. However, we observed synergy between Hla and influenza virus 
infection. It can be assumed that monocyte death results in a release of proteases that contribute to 
lung lesions, as has been shown for polymorphonuclear cells [28]. 

The synergy observed between influenza virus and HKSA or protein A regarding cytokine 
production presumably promotes increased leukocyte recruitment to the lungs. Subsequent large-scale 
lysis of these recruited immune cells by S. aureus cytolysins can thus be expected. The presently 
available data warrant further investigation of the roles of monocytes in the inflammation observed 
during coinfection. To date, monocytes have been less studied in this context compared to 
polymorphonuclear cells. 

The influenza virus may potentiate the actions of S. aureus toxins and PAMPs actions in two 
ways. First, the influenza virus increases the inflammatory potential of some pro-inflammatory toxins. 
Thus, monocytes reinforce chemokine production, leading to recruitment of neutrophils and 
monocytes, and massive migration of macrophages to the lung [26,27]. Second, the virus increases the 
cytotoxic potential against these recruited cells. Influenza virus and S. aureus toxins have a synergistic 
pro-inflammatory impact on human monocytes and are linked to increased Hla cytotoxicity against 
influenza virus-exposed human monocytes. This combination of excessive inflammation and increased 
cytotoxicity contributes to more severe outcomes. Thus, severe pneumonia with worse disease 
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outcomes is associated with CA-MRSA, such as the USA300 strain, which presents increased PSM and 
Hla production and, more frequently, PVL production compared to methicillin-sensitive S. aureus 
strains (MSSA) [32,42–44]. Excessive inflammatory responses after establishment of secondary bacterial 
infection represent another difficulty in the clinical management of disease, and is a likely reason for 
enhanced disease severity and mortality despite appropriate antibiotic treatment [45,46]. This 
suggests that immunomodulators or neutralizing antibodies may useful for controlling excessive 
inflammation and improving clinical outcome. 
4. Materials and Methods 

 
4.1. S. aureus Virulence Factors 

To obtain heat-killed S. aureus (HKSA), the LUG 960 strain (RN6390 delta spa::kan) was obtained from 
the French national reference center for staphylococci (Centre national de référence des Staphylocoques, 
Lyon,  France) and heated to 100  ◦C for 1 h.  Recombinant PVL was produced  and purified by the 
Centre national de référence des Staphylocoques. Hla and protein A were obtained from Sigma-Aldrich 
(L’Isle d’Abeau, France). PSMα1 and PSMα3 were synthesized by GeneCust (Dudelange, Luxembourg). 
We tested sublytic to lytic concentrations of the cytotoxins PVL, Hla, PSMα1, and PSMα3, as described 
in the literature [24,31,34]. The utilized concentrations of protein A, HKSA, and influenza virus were 
similar to those currently employed in vitro to induce inflammation in monocyte cell lines [9,22,31]. 
 
4.2. Influenza Virus 

The human influenza virus A/Puerto Rico/8/34 (A/PR/8/34; H1N1; ATCC VR-1469) was propagated 
and titrated in Madin-Darby Canine Kidney cells (MDCK; ATCC, CCL34) as previously described [47]. 
Briefly, MDCK cells were maintained at 37 ◦C under 5% CO2, in Ultra-MDCK serum-free medium (Lonza, 
Levallois, France) supplemented with 2 mM L-glutamine, 200 IU/mL penicillin (Lonza, Levallois, 
France), and 200 IU/mL streptomycin (Lonza, Levallois, France). The A/PR/8/34 strain was 
propagated in MDCK cells at 34 ◦C in EMEM (Lonza, Levallois, France) supplemented with 1 μg/mL 
trypsin (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). The supernatant was harvested, and the virus 
titer was assessed by endpoint titration in MDCK cells. 
 
4.3. Culture of THP1, THP1-XBlue, and U937 Cells 

THP1 cells (ATCC® TIB-202TM) were grown at 37 ◦C and 5% CO2 in RPMI 1640 medium (Eurobio, 
Courtaboeuf, France) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco Life Technologies, Saint 
Aubin, France) and 50 μg/mL Pen-Strep (Invivogen, Toulouse, France). THP1-XBlue cells, which 
contain a secreted embryonic alkaline phosphatase (SEAP) reporter gene under the control of NF-κB 
and AP-1, were acquired from Invivogen and grown at 37 ◦C and 5% CO2 in RPMI 1640 medium 
supplemented with 10% FBS, 100 μg/mL NormocinTM, and 50 μg/mL Pen-Strep. THP1-XBlue. U937 
cells (ATCC® CRL-1593.2TM) were grown at 37 ◦C and 5% CO2 in RPMI 1640 medium supplemented 
with 10% FBS and 50 μg/mL Pen-Strep. 

4.4. Monocyte Isolation from Human Peripheral Blood 

Blood samples were collected from healthy donors who gave their informed consent, with ethics 
committee approval (Etablissement Français du Sang, Lyon, France). Human monocytes were isolated 
with a purity of >95% using RosetteSep human monocyte enrichment cocktail (Stemcell technologies, 
Grenoble, France) following the manufacturer’s protocol. Isolated monocytes were resuspended at a 
final concentration of 0.5 × 106 cells/mL in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS and 50 
μg/mL Pen-Strep. 

4.5. Stimulation of Cell Lines 

THP1-XBlue, U937, or THP1 cells were plated in 96-well plates (2 × 105 cells per well) in RPMI 1640 
with 10% FBS. We used heat-killed Listeria monocytogenes (HKLM; MOI 100; Invivogen, Toulouse, 
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France), which activates the NF-κB/AP-1 pathway after binding to TLR2, as a positive control for the 
THP1-XBlue cell experiments, following the manufacturer’s protocol. Cells were incubated for 1 h with 
influenza virus A/PR/8/34 (H1N1) at an MOI of 2. To investigate exposure to S. aureus virulence factors, 
toxins and PAMPs were added to the cell suspension in RPMI 1640 medium at the following 
concentrations: PVL (0.05, 0.5, 2.5, and 5 μg/mL), protein A (0.1, 0.5, and 1 μg/mL), Hla (0.01, 0.1, 
and 1 μg/mL), HKSA (MOI 1, 10, 20, and 100), and PSMα1 and PSMα3 (1, 5, 10,  and 25 μg/mL). The 
cells were then incubated for 24 h at 37 ◦C under 5% CO2. 
Freshly isolated human monocytes were stimulated as described above. Human monocytes were used 
to test only the conditions that showed potentially significant effects in the continuous cell lines. 

4.6. SEAP Reporter Assays 

We collected the supernatant of THP1-XBlue cells and quantified SEAP using QuantiBlue reagent 
according to the manufacturer’s instructions (Invivogen, Toulouse, France). Absorbance at 650 nm 
was measured using an Asys UVM 340 microplate reader (Biochrom, Vindelle, France), and data were 
analyzed with DigiRead software (Biochrom, Vindelle, France). The optical density (OD) of the 
unexposed control group was subtracted from the OD of all samples. 

4.7. Analysis of Cytokine Secretion 

We collected the supernatants of human monocytes, and quantified human IL-1β, IL-6, and TNF-α using 
commercial ELISA kits according to the manufacturer’s protocols (Biosource, Nivelles, Belgium). 

4.8. Flow Cytometry Analysis 

To assess cytotoxicity, stimulated THP1 cells and human monocytes were stained with propidium iodide 
(PI; BD Biosciences, Le pont de Claix, France). Forward and side scatters (FSC and SSC, respectively) 
were used to exclude cells debris. Analyses were performed using a BD Accuri C6 (BD Biosciences, Le 
pont de Claix, France) and FlowJo Software (FlowJo, Ashland, OR, USA). 

4.9. LDH Assay 

To evaluate the cytotoxicity of influenza virus and S. aureus virulence factors on human monocytes, we 
measured the LDH release into supernatants using the Dimension vista 1500 (Siemens, Saint Denis, 
France). 

4.10. Neutral Red Uptake by A549 

A549 cells (ATCC® CCL-185TM) were cultured and maintained at 37 ◦C and 5% CO2 in Dulbecco’s 
modified Eagle medium (DMEM), supplemented with 10% FBS and 100 U/mL pen-strep. To 
investigate the effects of monocyte supernatants on A549 cells, we plated A549 cells in 96-well tissue 
culture plates. Monocytes were stimulated as described above, and then pelleted. The supernatants 
were harvested and added to confluent epithelial cells.  A549 cells were then incubated for 24 h at 37 
◦C and 5% CO2. The plates were then incubated for 45 min with medium containing 0.16% neutral red. 
Then the cells were washed, the dye was extracted using ethanol/citrate in each well, and the 
absorbance was read using an Asys UVM 340 (540 nm vs. 405 nm). 
 
4.11. Statistics 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software (version 5.0, GraphPad Software, 
La Jolla, CA, USA). Data were analyzed by one-way ANOVA and Bonferonni post-hoc test. All values 
are expressed as mean (±SD). A p value of <0.05 was considered significant. 

Author Contributions: M.J., J.-S.C., O.D. and M.O. participated in designing experiments. C.B. and G.L. provided 
reagents and materials. M.J. performed the experiments. M.J., J.-S.C., M.O., B.L. and G.L. analyzed the data. M.J., 
J.-S.C. and M.O. wrote the paper. J.-S.C., M.O., B.L. and G.L. supervised the experiments. 

Funding: This work has received support from the EU/EFPIA Innovative Medicines Initiative 2 Joint Undertaking 



Toxins 2018, 10, 286 84 of 15 

 

84 

(DRIVE, grant no. 77736). 

Acknowledgments: We thank Sylvie Fiorini and Nathalie Rivat for their technical assistance. 

Conflicts of Interest: B.L. received a travel grant to attend meetings from GSK and Sanofi Pasteur. B.L. is a member 
of the scientific boards of the Global Influenza Initiative and GHISN. G.L. declares potential conflicts of interests 
with Pfizer and Becton Dickinson. O.D. reports grants from PFIZER during the conduct of the study. The founding 
sponsors had no role in the design of the study; in the collection, analyses, or interpretation of data; in the writing 
of the manuscript, and in the decision to publish the results. All other authors declare no conflict of interest. 
 
References 

1. WHO | Influenza (Seasonal). Available online: 
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs211/en/ (accessed on 27 July 2016). 

2. Kuiken, T.; Taubenberger, J.K. Pathology of human influenza revisited. Vaccine 2008, 26, D59–D66. [CrossRef] 
[PubMed] 

3. Muscedere, J.; Ofner, M.; Kumar, A.; Long, J.; Lamontagne, F.; Cook, D.; McGeer, A.; Chant, C.; Marshall, J.; 
Jouvet, P.; et al. The occurrence and impact of bacterial organisms complicating critical care illness associated 
with 2009 influenza A(H1N1) infection. Chest 2013, 144, 39–47. [CrossRef] [PubMed] 

4. Finelli, L.; Fiore, A.; Dhara, R.; Brammer, L.; Shay, D.K.; Kamimoto, L.; Fry, A.; Hageman, J.; Gorwitz, R.; 
Bresee, J.; et al. Influenza-associated pediatric mortality in the United States: Increase of Staphylococcus aureus 
coinfection. Pediatrics 2008, 122, 805–811. [CrossRef] [PubMed] 

5. McCullers, J.A. Do specific virus-bacteria pairings drive clinical outcomes of pneumonia? Clin. Microbiol. 
Infect. 2013, 19, 113–118. [CrossRef] [PubMed] 

6. Vandenesch, F.; Naimi, T.; Enright, M.C.; Lina, G.; Nimmo, G.R.; Heffernan, H.; Liassine, N.; Bes, M.; 
Greenland, T.; Reverdy, M.-E.; et al. Community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus carrying 
Panton-Valentine leukocidin genes: Worldwide emergence. Emerg. Infect. Dis. 2003, 9, 978–984. [CrossRef] 
[PubMed] 

7. Tang, D.; Kang, R.; Coyne, C.B.; Zeh, H.J.; Lotze, M.T. PAMPs and DAMPs: Signal 0s that spur autophagy 
and immunity. Immunol. Rev. 2012, 249, 158–175. [CrossRef] [PubMed] 

8. Pietrocola, G.; Arciola, C.R.; Rindi, S.; Di Poto, A.; Missineo, A.; Montanaro, L.; Speziale, P. Toll-like receptors 
(TLRs) in innate immune defense against Staphylococcus aureus. Int. J. Artif. Organs 2011, 34, 799–810. 
[CrossRef] [PubMed] 

9. Gómez, M.I.; Lee, A.; Reddy, B.; Muir, A.; Soong, G.; Pitt, A.; Cheung, A.; Prince, A. Staphylococcus aureus 
protein A induces airway epithelial inflammatory responses by activating TNFR1. Nat. Med. 2004, 10, 842–
848. [CrossRef] [PubMed] 

10. Wilke, G.A.; Bubeck Wardenburg, J. Role of a disintegrin and metalloprotease 10 in Staphylococcus aureus 
alpha-hemolysin-mediated cellular injury. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2010, 107, 13473–13478. [CrossRef] 
[PubMed] 

11. Kretschmer, D.; Gleske, A.-K.; Rautenberg, M.; Wang, R.;  Köberle,  M.;  Bohn,  E.;  Schöneberg,  T.; Rabiet, 
M.-J.; Boulay, F.; Klebanoff, S.J.; et al. Human formyl peptide receptor 2 senses highly pathogenic 
Staphylococcus aureus. Cell Host Microbe 2010, 7, 463–473. [CrossRef] [PubMed] 

12. Ma, X.; Chang, W.; Zhang, C.; Zhou, X.; Yu, F. Staphylococcal Panton-Valentine Leukocidin Induces Pro-
Inflammatory Cytokine Production and Nuclear Factor-Kappa B Activation in Neutrophils. PLoS ONE 2012, 
7, e34970. [CrossRef] [PubMed] 

13. Diep, B.A.; Le, V.T.M.; Badiou, C.; Le, H.N.; Pinheiro, M.G.; Duong, A.H.; Wang, X.; Dip, E.C.; Aguiar-Alves, 
F.; Basuino, L.; et  al.  IVIG-mediated  protection  against  necrotizing  pneumonia  caused by MRSA. Sci. 
Transl. Med. 2016, 8, 357ra124. [CrossRef] [PubMed] 

14. Lee, N.; Wong, C.K.; Hui, D.S.C.; Lee,  S.K.W.;  Wong,  R.Y.K.;  Ngai,  K.L.K.;  Chan,  M.C.W.;  Chu,  Y.J.; Ho, 
A.W.Y.; Lui, G.C.Y.; et al. Role of human Toll-like receptors in naturally occurring influenza A infections. 
Influenza Other Respir. Viruses 2013, 7, 666–675. [CrossRef] [PubMed] 

15. Nimmerjahn, F.; Dudziak, D.; Dirmeier, U.; Hobom, G.; Riedel, A.; Schlee, M.; Staudt, L.M.; Rosenwald, 
A.; Behrends, U.; Bornkamm, G.W.; et al. Active NF-kappaB signalling is a prerequisite for influenza virus 
infection. J. Gen. Virol. 2004, 85, 2347–2356. [CrossRef] [PubMed] 

16. Iverson, A.R.; Boyd, K.L.; McAuley, J.L.; Plano, L.R.; Hart, M.E.; McCullers, J.A. Influenza Virus Primes Mice 
for Pneumonia From Staphylococcus aureus. J. Infect. Dis. 2011, 203, 880–888. [CrossRef] [PubMed] 

17. Lee, M.-H.; Arrecubieta, C.; Martin, F.J.; Prince, A.; Borczuk, A.C.; Lowy, F.D. A postinfluenza model of 
Staphylococcus aureus pneumonia. J. Infect. Dis. 2010, 201, 508–515. [CrossRef] [PubMed] 



Toxins 2018, 10, 286 85 of 15 

 

85 

18. McAuley, J.L.; Hornung, F.; Boyd, K.L.; Smith, A.M.; McKeon, R.; Bennink, J.; Yewdell, J.W.; McCullers, J.A. 
Expression of the 1918 Influenza A Virus PB1-F2 Enhances the Pathogenesis of Viral and Secondary Bacterial 
Pneumonia. Cell Host Microbe 2007, 2, 240–249. [CrossRef] [PubMed] 

19. Lin, K.L.; Suzuki, Y.; Nakano, H.; Ramsburg, E.;  Gunn, M.D. CCR2+ monocyte-derived dendritic cells  and 
exudate macrophages produce influenza-induced pulmonary immune pathology and mortality. J. 
Immunol. Baltim. 2008, 180, 2562–2572. [CrossRef] 

20. Coates, B.M.; Staricha, K.L.; Koch, C.M.; Cheng, Y.; Shumaker, D.K.; Budinger, G.R.S.; Perlman, H.; 
Misharin, A.V.; Ridge, K.M. Inflammatory  Monocytes  Drive  Influenza  A  Virus-Mediated  Lung  Injury 
in Juvenile Mice. J. Immunol. Baltim. 2018, 200, 2391–2404. [CrossRef] [PubMed] 

21. Damjanovic, D.; Small, C.-L.; Jeyananthan, M.; McCormick, S.; Xing, Z. Immunopathology in influenza virus 
infection: Uncoupling the friend from foe. Clin. Immunol. 2012, 144, 57–69. [CrossRef] [PubMed] 

22. Holzinger, D.; Gieldon, L.; Mysore, V.; Nippe, N.; Taxman, D.J.; Duncan, J.A.; Broglie, P.M.; Marketon, K.; 
Austermann, J.; Vogl, T.; et al. Staphylococcus aureus Panton-Valentine leukocidin induces an inflammatory 
response in human phagocytes via the NLRP3 inflammasome. J. Leukoc. Biol. 2012, 92, 1069–1081. [CrossRef] 
[PubMed] 

23. Perret, M.; Badiou, C.; Lina, G.; Burbaud, S.; Benito, Y.; Bes, M.; Cottin, V.; Couzon, F.; Juruj, C.; 
Dauwalder, O.; et al. Cross-talk between Staphylococcus aureus leukocidins-intoxicated macrophages and 
lung epithelial cells triggers chemokine secretion in an inflammasome-dependent manner. Cell. Microbiol. 
2012, 14, 1019–1036. [CrossRef] [PubMed] 

24. Hoeve, M.A.; Nash, A.A.; Jackson, D.; Randall, R.E.; Dransfield,  I.  Influenza  virus  A  infection  of human 
monocyte and macrophage subpopulations reveals increased susceptibility associated with cell 
differentiation. PLoS ONE 2012, 7, e29443. [CrossRef] [PubMed] 

25. Dragneva, Y.; Anuradha, C.D.; Valeva, A.; Hoffmann, A.; Bhakdi, S.; Husmann, M. Subcytocidal Attack by 
Staphylococcal Alpha-Toxin Activates NF-κB and Induces Interleukin-8 Production. Infect. Immun. 2001, 69, 
2630–2635. [CrossRef] [PubMed] 

26. Dessing, M.C.; van der Sluijs, K.F.; Florquin, S.; van der Poll, T. Monocyte chemoattractant protein 1 
contributes to an adequate immune response in influenza pneumonia. Clin. Immunol. 2007, 125, 328–336. 
[CrossRef] [PubMed] 

27. Wareing, M.D.; Lyon, A.B.; Lu, B.; Gerard, C.; Sarawar, S.R. Chemokine expression during the development 
and resolution of a pulmonary leukocyte response to influenza A virus infection in mice. J. Leukoc. Biol. 
2004, 76, 886–895. [CrossRef] [PubMed] 

28. Niemann, S.; Ehrhardt, C.; Medina, E.; Warnking, K.; Tuchscherr, L.; Heitmann, V.; Ludwig, S.; Peters, G.; 
Löffler, B. Combined action of influenza virus and Staphylococcus aureus panton-valentine leukocidin provokes 
severe lung epithelium damage. J. Infect. Dis. 2012, 206, 1138–1148. [CrossRef] [PubMed] 

29. Mairpady Shambat, S.; Chen, P.; Nguyen Hoang, A.T.; Bergsten, H.; Vandenesch, F.; Siemens, N.; Lina, G.; 
Monk, I.R.; Foster, T.J.; Arakere, G.; et al. Modelling staphylococcal pneumonia in a human 3D lung tissue 
model system delineates toxin-mediated pathology. Dis. Model. Mech. 2015, 8, 1413–1425. [CrossRef] 
[PubMed] 

30. Bloes, D.A.; Haasbach, E.; Hartmayer, C.; Hertlein, T.; Klingel, K.; Kretschmer, D.; Planz, O.; Peschel, A. 
Phenol-Soluble Modulin Peptides Contribute to Influenza A Virus-Associated Staphylococcus aureus 
Pneumonia. Infect. Immun. 2017, 85. [CrossRef] [PubMed] 

31. Badiou, C.; Dumitrescu, O.; George, N.; Forbes, A.R.N.; Drougka, E.; Chan, K.S.; Ramdani-Bouguessa, N.; 
Meugnier, H.; Bes, M.; Vandenesch, F.; et al. Rapid detection of Staphylococcus aureus Panton-Valentine 
leukocidin in clinical specimens by enzyme-linked immunosorbent assay and immunochromatographic 
tests. J. Clin. Microbiol. 2010, 48, 1384–1390. [CrossRef] [PubMed] 

32. Wang, R.; Braughton, K.R.; Kretschmer, D.; Bach, T.-H.L.; Queck, S.Y.; Li, M.; Kennedy, A.D.; Dorward, D.W.; 
Klebanoff, S.J.; Peschel, A.; et al. Identification of novel cytolytic peptides as key virulence determinants for 
community-associated MRSA. Nat. Med. 2007, 13, 1510–1514. [CrossRef] [PubMed] 

33. Mehlin, C.; Headley, C.M.; Klebanoff, S.J. An inflammatory polypeptide complex from Staphylococcus 
epidermidis: Isolation and characterization. J. Exp. Med. 1999, 189, 907–918. [CrossRef] [PubMed] 

34. Yu, K.O.A.; Randolph, A.G.; Agan, A.A.; Yip, W.-K.; Truemper, E.; Weiss, S.; Ackerman, K.; Schwarz, A.; 
Guiliani, J.; Hall, M.W.; et al. PALISI PICFlu Study Group Staphylococcus aureus α-toxin Response 
Distinguishes Respiratory Virus-MRSA Co-infection in Children. J. Infect. Dis. 2016, 214, 1638–1646. 
[CrossRef] [PubMed] 

35. Löffler, B.; Niemann, S.; Ehrhardt, C.; Horn, D.; Lanckohr, C.; Lina, G.; Ludwig, S.; Peters, G. Pathogenesis 



Toxins 2018, 10, 286 86 of 15 

 

86 

of Staphylococcus aureus necrotizing pneumonia: The role of PVL and an influenza coinfection. Expert Rev. 
Anti-Infect. Ther. 2013, 11, 1041–1051. [CrossRef] [PubMed] 

36. Craven, R.R.; Gao, X.; Allen, I.C.; Gris, D.; Bubeck Wardenburg, J.; McElvania-Tekippe, E.; Ting, J.P.; 
Duncan, J.A. Staphylococcus aureus alpha-hemolysin activates the NLRP3-inflammasome in human and 
mouse monocytic cells. PLoS ONE 2009, 4, e7446. [CrossRef] [PubMed] 

37. Pichereau, S.; Moran, J.J.M.; Hayney, M.S.; Shukla, S.K.; Sakoulas, G.; Rose, W.E. Concentration-dependent 
effects of antimicrobials on Staphylococcus aureus toxin-mediated cytokine production from peripheral blood 
mononuclear cells. J. Antimicrob. Chemother. 2012, 67, 123–129. [CrossRef] [PubMed] 

38. Bauernfeind, F.; Bartok, E.; Rieger, A.; Franchi, L.; Núñez, G.; Hornung, V. Cutting edge: Reactive oxygen 
species inhibitors block priming, but not activation, of the NLRP3 inflammasome. J. Immunol. Baltim.  2011, 
187, 613–617. [CrossRef] [PubMed] 

39. Meduri, G.U.; Headley, S.; Kohler, G.; Stentz, F.; Tolley, E.; Umberger, R.; Leeper, K. Persistent elevation of 
inflammatory cytokines predicts a poor outcome in ARDS. Plasma IL-1 beta and IL-6 levels are consistent 
and efficient predictors of outcome over time. Chest 1995, 107, 1062–1073. [CrossRef] [PubMed] 

40. Müller, S.; Wolf, A.J.; Iliev, I.D.; Berg, B.L.; Underhill, D.M.; Liu, G.Y. Poorly cross-linked peptidoglycan   in 
MRSA due  to  mecA  induction  activates  the  inflammasome  and  exacerbates  immunopathology.  Cell 
Host Microbe 2015, 18, 604–612. [CrossRef] [PubMed] 

41. Shimada, T.; Park, B.G.; Wolf, A.J.; Brikos, C.; Goodridge, H.S.; Becker, C.A.; Reyes, C.N.; Miao, E.A.; 
Aderem, A.; Götz, F.; et al. Staphylococcus aureus evades the lysozyme-based digestion of peptidoglycan that 
links phagocytosis and macrophage IL-1β secretion. Cell Host Microbe 2010, 7, 38–49. [CrossRef] [PubMed] 

42. Watkins, R.R.; David, M.Z.; Salata, R.A. Current concepts on the virulence mechanisms of meticillin-resistant 
Staphylococcus aureus. J. Med. Microbiol. 2012, 61, 1179–1193. [CrossRef] [PubMed] 

43. Kobayashi, S.D.; DeLeo, F.R. An update on community-associated MRSA virulence. Curr. Opin. 
Pharmacol.2009, 9, 545–551. [CrossRef] [PubMed] 

44. Monecke, S.; Coombs, G.; Shore, A.C.; Coleman, D.C.; Akpaka, P.; Borg, M.; Chow, H.; Ip, M.; Jatzwauk, L.; 
Jonas, D.; et al. A field guide to pandemic, epidemic and sporadic clones of methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus. PLoS ONE 2011, 6, e17936. [CrossRef] [PubMed] 

45. McCullers, J.A.; English, B.K. Improving therapeutic strategies for secondary bacterial pneumonia following 
influenza. Future Microbiol. 2008, 3, 397–404. [CrossRef] [PubMed] 

46. Karlström, Å.; Boyd, K.L.; English, B.K.; McCullers, J.A. Treatment with protein synthesis inhibitors improves 
outcomes from secondary bacterial pneumonia following influenza. J. Infect. Dis. 2009, 199, 311–319. 
[CrossRef] [PubMed] 

47. Casalegno, J.-S.; Ferraris, O.; Escuret, V.; Bouscambert, M.; Bergeron, C.; Linès, L.; Excoffier, T.; Valette, M.; 
Frobert, E.; Pillet, S.; et al. Functional balance between the hemagglutinin and neuraminidase of influenza 
A(H1N1)pdm09 HA D222 variants. PLoS ONE 2014, 9, e104009. [CrossRef] [PubMed] 

© 2018 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access article distributed under 
the terms and conditions of the Creative Commons Attribution (CC BY) license 
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 

 

 

 



 

87 

B) Etude dans une cohorte de patients 
 

 

L’objectif de ce travail était de tester si les résultats précédemment obtenus in vitro sur des lignées 

cellulaires continues et ex vivo sur des monocytes de témoins sains sont transposables à des 

monocytes isolés de patients grippés présentant des formes cliniques graves (patients hospitalisés en 

réanimation ou soins intensifs). 

1 Introduction 

 

Il est maintenant bien établi qu’une réponse immunitaire inadéquate dans le cadre d’une infection 

sévère joue un rôle considérable dans la gravité du tableau clinique et le pronostic du patient (360). La 

réaction inflammatoire de l’hôte, bien que primordiale dans la lutte contre le pathogène, peut être 

délétère en cas d’activation excessive au premier jour de l’infection. Ce phénomène est notamment 

observé lors des co-infections lorsque la synergie des facteurs de virulence viraux et bactériens 

accentue le versant pro-inflammatoire de la réponse immunitaire, augmente la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires et entraine un recrutement excessif de PNN et monocytes au niveau pulmonaire 

ce qui aggrave les lésions pulmonaires (5–8). Inversement dans les jours qui suivent l’infection virale 

une anergie de la réponse immunitaire favorise la surinfection secondaire ou diminue la clairance de 

l’infection pulmonaire (9,10). 

Identifier les patients à risques en fonction de leur réponse immunitaire devrait permettre d’améliorer 

leur prise en charge par l’utilisation de traitements immunomodulateurs adaptés. Mais pour cela la 

validation d’un ou plusieurs marqueurs biologiques corrélés à la réponse immunitaire locale et 

générale dans la séquence de l’infection est nécessaire pour mieux comprendre l’évolution sévère 

d’une pathologie infectieuse. C’est le concept d’immuno-monitoring, qui a notamment été développé 

par l’équipe du Pr G. Monneret dans la pathologies du sepsis (11). 

Cette partie du travail est une étude in vivo et ex vivo et repose sur des données obtenues à partir de 

patients lyonnais inclus dans la cohorte Antigrippe. Il s’agit d’une cohorte prospective et descriptive 

menée chez des patients présentant des grippes graves hospitalisés en réanimation ou soins intensifs 

financée par un Projet Hospitalier de Recherche Clinique inter-régional (PHRCi) Antigrippe. Mon travail 

s’inscrit dans la cadre d’une étude ancillaire, greffée sur le protocole clinique uniquement pour les 
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patients de la réanimation de l’hôpital Edouard Herriot (HEH) des Hospices Civils de Lyon du Pr L. 

Argaud en collaboration avec le laboratoire d’immunologie d’HEH du Pr G. Monneret. 

 

Les objectifs de ce travail sont : 

 

1) Etudier dans les cas de grippes sévères l’intérêt des marqueurs d’immunodépression déjà validés 

dans le choc septique (étude ancillaire). 

 

2) Etudier ex vivo la réponse monocytaire des patients grippés à une exposition à différents facteurs 

de virulence de S. aureus. Nous voulons dans cette partie voir si les résultats obtenus in vitro sur 

des lignées cellulaires et des monocytes de témoins sains sont transposables à des leucocytes 

isolés de patients grippés. Nous avons également étudié le phénotype des leucocytes de ces 

patients ainsi que les perturbations fonctionnelles (migration et phagocytose) que l’infection 

grippale entraine sur leurs leucocytes (étude fonctionnelle nichée).  

 

2 Matériels et méthodes 
 

2.1 Population étudiée 
 

Le PHRCi Antigrippe est un PHRC Inter-régional 2013, promu par les Hospices Civils de Lyon et 

coordonné par le Dr Jean-Sébastien Casalegno. L’objectif de ce protocole est de valider un marqueur 

prédictif dans une cohorte de patients hospitalisés en réanimation ou en soins continus adulte et 

pédiatrique pour détresse respiratoire sévère secondaire à l’infection grippale.  

Les critères d’inclusion dans ce protocole sont les patients (enfants ou adultes sans limites d’âge) ayant 

donné leur accord qui sont admis dans un service de réanimation ou de surveillance continue d’un des 

centres participants à l’étude. Ces patients doivent présenter une atteinte respiratoire avec un 

diagnostic virologique de grippe confirmé par PCR ou par un test rapide de diagnostic de la grippe. 
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Pour les patients inclus, les données suivantes ont été recueillies :  

- données démographiques : âge, sexe, vaccination grippale saison en cours, comorbidité, obésité 

(IMC>30) 

- données microbiologiques : pneumopathie bactérienne, sepsis 

- sévérité clinique à l’admission : SDRA et sévérité du SDRA, score SOFA, IGS2, PaO2/FiO2 à l’admission 

- prise en charge clinique : nécessité et type de support ventilatoire (ventilation non invasive, 

ventilation haut débit, ventilation invasive), oseltamivir 

- évolution : décès dans le service, durée moyenne d’hospitalisation 

Actuellement toutes les données n’ont pas pu être recueillies pour l’intégralité des patients admis. Le 

nombre de patients pour lesquels nous avons les données est indiqué pour chaque analyse. 

207 patients ont été inclus pour un objectif de 200 dont 87 sur la réanimation adulte d’HEH. Au sein 

de ce centre nous avons conduit une étude ancillaire greffée sur le protocole clinique en partenariat 

avec le laboratoire d’immunologie d’HEH. Le but de cette étude ancillaire a été de tester des 

marqueurs d’immunosuppression observés dans le choc septique afin de décrire les parallèles entre le 

choc septique et les SDRA grippaux.  

Parmi ces patients inclus dans l’étude ancillaire, certains ont été inclus dans une étude fonctionnelle. 

Le but de cette étude fonctionnelle était de déterminer l’état d’activation des cellules mononucléées 

et PNN des patients et de tester la réponse leucocytaire ex vivo à une exposition à différents facteurs 

de virulence de S. aureus (PVL, Hla, protéine A). Du fait des fortes contraintes de réalisation, seule une 

partie des patients inclus dans l’étude ancillaire a pu être caractérisée par des tests fonctionnels au 

laboratoire Virpath UCBL-1 de Laennec (Pr B. Lina) (Figure 22).  

Un groupe témoin composé par cinq donneurs sains de l’établissement français du sang (EFS) de plus 

de 65 ans a été constitué afin de comparer les résultats dans l’étude fonctionnelle entre les patients 

du PHRC et une population contrôle. 

Actuellement, un groupe contrôle pour l’étude ancillaire est en cours d’étude. En effet, l’absence de 

valeurs de référence pour le mHLA-DR dans la population des plus de 65 ans (majorité de notre 

recrutement) risquait de limiter notre capacité à interpréter des valeurs pathologiques. Une étude 

ancillaire bis est donc actuellement conduite pour définir les valeurs de référence dans cette 

population. L’objectif est de tester le mHLA-DR dans une population de personnes âgées de plus de 65 

ans non hospitalisées prélevées au centre de prélèvement du Centre de Biologie et Pathologie Est des 

Hospices Civils de Lyon du 01/09/2018 au 31/01/2019.  
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Figure 22 : Flow chart de l'étude ancillaire et de l'étude nichée fonctionnelle.  
Sur les 207 patients inclus dans le PHRCi (objectif 200) 39 ont participé à l’étude ancillaire et 9 ont pu être inclus dans l’étude 
fonctionnelle nichée. 
 

2.2 Méthodologies et analyses réalisées 
 

 
 

Chez les patients inclus dans l’étude ancillaire, un tube EDTA a été prélevé à J1, J3, J5, J7 de l’admission 

dans le service et a été envoyé au laboratoire d’immunologie du Pr G. Monneret où un bilan a été 

réalisé afin d’étudier la variation des différentes populations leucocytaires au cours du temps chez ces 

patients. 

Les marqueurs suivants ont été mesurés en cytométrie en flux :  

 Sous-populations lymphocytaires T, B, NK 

 Pourcentage de lymphocytes T régulateurs 

 Mesure de l’expression monocytaire du HLA-DR (mHLA-DR) 
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Les points J1, J3, J5, J7 n’ont pas toujours pu être réalisés pour l’ensemble des patients du fait de la 

durée d’hospitalisation, de la difficulté de prélèvements, et de l’absence de réalisation hors heures 

ouvrables. 

 

2.2.1.1 Sous-populations lymphocytaires T, B, NK 
 

La détermination des sous-populations lymphocytaires T, B et NK a été mesurée grâce à l’analyse des 

prélèvements sur un système simple plateforme automatisé Aquios CL (Beckman coulter, Hialeah, FL, 

USA). Cette plateforme effectue l’incubation des prélèvements avec les anticorps monoclonaux à 

tester, la lyse des globules rouges et l’analyse des prélèvements par cytométrie en flux. Les résultats 

sont rendus en valeurs absolues (cellules/μl). Après homogénéisation, 43 μl de sang total EDTA sont 

incubés avec 13 μl du panel d’anticorps monoclonaux à tester pendant 15 min, puis les globules rouges 

sont lysés par ajout de 435 μl de réactif de lyse (Beckman coulter). Les prélèvements sont alors analysés 

par le cytomètre. 

Les panels d’anticorps utilisés pour déterminer les sous-populations lymphocytaires sont :  

- Lymphocytaires T CD4 et CD8 : panel AQUIOS Tetra1 (Beckman coulter) qui est composé par 

les anticorps CD45-Fluorescein Isothiocyanate (FITC)/CD4-Phycoerythrin (PE)/CD8-

Phycoerythrin Texas Red-X (ECD)/CD3-Phycoerythrin-Cyanin 5 (PC5). 

Les lymphocytes T CD4 sont CD45+/CD3+/CD4+/CD8- et les lymphocytes T CD8 sont 

CD45+/CD3+/CD4-/CD8+. 

- Lymphocytes B et NK : panel AQUIOS Tetra2 (Beckman coulter) qui est composé par les 

anticorps CD45 FITC/[CD56+CD16] PE/CD19 ECD/CD3 PC5. 

Les lymphocytes B sont CD45+/[CD56+CD16]-/CD19+/CD3- et les lymphocytes NK sont 

CD45+/[CD56+CD16]+/CD19-/CD3-. 

 

2.2.1.2 Pourcentage de lymphocytes T régulateurs 
 

Les prélèvements ont été incubés avec les anticorps et lysés sur la station de travail TQprep (Beckman 

coulter). Tous les anticorps utilisés proviennent de chez Beckman coulter. 100μl de sang total EDTA 

ont été incubés pendant 10 min avec 10μL d’anticorps anti-CD25 couplé au PE, 10 μL d’anticorps anti-

CD127 couplé au Phycoerythrin-Cyanin 7 (PC7) et 5 μL d’anticorps anti-CD4 couplé au Pacific Blue (PB). 

100 μL de billes flow count ont été ajoutés puis les prélèvements ont été analysés sur un cytomètre 

Navios (Beckman coulter). Les lymphocytes T rég expriment le CD4, le CD25 (fort) et le CD-127 (low).  
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2.2.1.3 Mesure de l’expression du mHLA-DR 
 

La mesure du mHLA-DR a été réalisée sur tube EDTA fraichement prélevé grâce au kit BD Quantibrite™ 

Anti–HLA-DR/Anti-Monocyte (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Le marquage leucocytaire a été 

réalisé selon les recommandations du fournisseur. 25 μl de sang total du patient ont été incubé avec 

10 μl de réactif QuantiBRITE anti-HLA-DR PE/Anti-monocyte (CD14) peridinin chlorophyll-cyanin 5.5 

(PerCP-Cy5.5) pendant 30 min à température ambiante dans le noir. Puis les globules rouges ont été 

lysés grâce au tampon de lyse Facs lysing solution BD : 250μL de solution de tampon 1X ont été ajoutés 

au sang total, puis les tubes ont été vortexés et incubés à température ambiante dans le noir pendant 

15 min. Un lavage a été réalisé avec 3 ml de PBS puis le prélèvement a été centrifugé à 300g pendant 

6 minutes à 10°C. Le culot a alors été remis en suspension dans 500 μL de PBS-paraformaldéhyde à 1%. 

Les prélèvements ont ensuite été analysés sur un cytomètre Navios. Le niveau d’expression du mHLA-

DR a été exprimé en nombre d’anticorps anti-HLA-DR fixés par cellule. 

 

 
 

Dans le cadre de l’étude fonctionnelle, les prélèvements ont été réalisés uniquement lors de 

l’admission (J0) du patient en réanimation après son inclusion au protocole antigrippe et à l’étude 

ancillaire. Il s’agissait de 2 tubes de sang hépariné et d’un tube de sang EDTA traités dans les heures 

suivant le prélèvement au laboratoire Virpath de la faculté de médecine Laennec. Les tests suivants 

ont été réalisés :   

 Caractérisation des cellules mononucléées (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) et PNN 

 Capacité de migration des monocytes et PNN 

 Capacité de phagocytose des monocytes et PNN 

 Etude de la réponse des PNN et cellules mononucléées à une exposition aux facteurs de 

virulence de S. aureus  

Du fait de la complexité des analyses et de la nécessité de prélèvements supplémentaires, seuls 9 

patients de l’étude ancillaire ont pu être inclus lors des saisons 2015-2016 et 2016-2017. Afin de 

comparer la réponse des PBMC et PNN de ces patients avec celle de témoins sains, nous avons inclus 

un deuxième groupe composé par 5 donneurs sains de l’EFS appariés en âge (patients > 65 ans).  
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2.2.2.1 Caractérisation des sous-populations leucocytaires 
 

La caractérisation des sous-populations de PNN et PBMC a été réalisée sur tube EDTA fraichement 

prélevé. Le marquage leucocytaire a été réalisé selon les recommandations du fournisseur (BD 

Biosciences). Après homogénéisation, 100 μl de sang total ont été répartis dans des eppendorfs. Puis 

dans chacun des tubes, 20μl de l’anticorps monoclonal de souris à tester ont été ajoutés. Les différents 

anticorps testés ont été :  

- Des marqueurs d’immaturité et d’activation cellulaire : CD11b couplé au PE-Cy5, CD10 couplé au 

PE, CD62L couplé à l’allophycocyanin (APC) 

- Des récepteurs de chimiokines : CXCR2 couplé au PE et CCR2 couplé à l’AF 647 

- Un marqueur de mortalité cellulaire : iodure de propidium (IP) 

Les globules rouges ont ensuite été lysés grâce au tampon de lyse pharmlyse (BD Biosciences). 2mL de 

solution de tampon 1X ont été ajoutés à chaque aliquot de sang total, puis les tubes ont été vortexés 

et incubés à température ambiante dans le noir pendant 15 min. Après une centrifugation à 200g 

pendant 5 minutes, le culot a été lavé avec 2ml de PBS 1X contenant 1% de sérum de veau fœtal (SVF) 

et 0.1% d’azide de sodium. Après une nouvelle centrifugation à 200g pendant 5 minutes, le culot a été 

resuspendu dans 0.5 ml de milieu RPMI 1640 (Gibco, Thermofisher, Dardilly, France) contenant 10% 

de SVF. 

Les prélèvements ont ensuite été analysés sur un cytomètre BD Accuri C6 (BD Biosciences). 

Les populations leucocytaires ont été identifiées selon leur taille (canal FSC) et leur complexité 

(canal SSC) (Figure 23). L’expression des marqueurs cellulaires a été exprimée en moyenne 

d’intensité de fluorescence (MFI). 

 

Figure 23 : Fenêtrage des PBMC et PNN.  
Le ratio taille/complexité du noyau permet de différencier les différentes sous-populations leucocytaires. 

PBMC 

PNN 
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2.2.2.2 Test de migration cellulaire 
 

Le test de migration cellulaire Migratest (Glycotope, Heidelberg, Allemagne) permet de quantifier la 

capacité de migration des PNN par cytométrie en flux, selon le même principe que la technique de la 

chambre de Boyden. Les PNN sont incubés dans des plaques de culture cellulaire, dans un insert de 

culture cellulaire qui a des pores de 3μm. Ce test mesure le nombre de PNN qui ont migré à travers 

l’insert en fonction d’un gradient de concentration d’un peptide chemoattractant : le N-formyl-

Methionine-Leucine-Phenylalanine (fMLP) (Figure 24). 

 

Figure 24 : Principe du Migratest. 
 

Afin de séparer les érythrocytes et la fraction de leucocytes-plasma, 1 mL de sang total homogénéisé 

prélevé sur tube hépariné a été décanté dans 1 mL de milieu de séparation pendant 40 min à 

température ambiante. Le test de migration a ensuite été effectué dans l’heure suivant l’isolement des 

leucocytes. 

Pour chaque patient, nous avons réalisé un puits test contenant 350 μL de fMLP et un puits témoin 

contenant 350 μL de tampon d’incubation. Puis nous avons placé un insert de culture dans chaque 

puits et nous avons ajouté 100 μL de plasma enrichi en leucocytes que nous avons incubé 30 minutes 

précisément à 37° au bain-marie sans agiter. Nous avons alors prélevé le contenu du puits témoin 

négatif et du puits test dans des tubes à hémolyse qui ont été placés dans la glace. Nous avons réalisé 

un tube « contrôle L-selectine » contenant 20 μl de suspension cellulaire de l’insert du témoin négatif 

et 180 μl de tampon d’incubation. 20 μl de réactif contenant des anticorps monoclonaux anti-L-

sélectine-FITC et des billes de comptage ont été ajoutés à chaque tube, puis nous les avons vortexés 

et incubés 10 minutes dans la glace dans le noir. 20 μl de solution de marquage d’ADN vital ont ensuite 

été ajouté à chaque tube, puis nous les avons vortexés et incubés 5 minutes dans la glace dans le noir. 

La mesure au cytomètre a alors été réalisée dans les 120 minutes suivantes. 
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En cytométrie, nous avons quantifié le nombre de PNN ayant migré à travers l’implant de culture 

cellulaire ainsi que l’état d’activation de ces cellules. Nous avons sélectionné dans une première région 

(R1) les leucocytes et les billes de comptage selon leur complexité et leur expression d’ADN vital 

(SSC/FL3). Dans cette région R1, nous avons réglé l’acquisition sur 2000 billes de comptage dans une 

région R2 et nous avons créé une fenêtre R3 contenant les PNN selon un diagramme SSC/FSC (Figure 

25). 

 

Figure 25 : Choix des différentes fenêtres de cytométrie pour le test Migratest.  
A gauche, la mesure de l’ADN vital (expression du FL3) en fonction de la complexité (SSC) a permis de créer une fenêtre (R1) 
contenant les billes de comptage et les leucocytes.  
A droite, nous avons différencié dans cette région R1, les billes de comptage (R2) et les PNN (R3) selon un diagramme SSC/FSC.  

 

L’activation des PNN a été mesurée grâce à l’expression de la L-sélectine, qui diminue lors de 

l’activation des PNN. L’acquisition était réglée pour que 15% des cellules de l’échantillon « contrôle L-

selectine » soient positives (Figure 26). 

 

Figure 26 : Mesure de l'expression de la L-sélectine.  
A gauche le tube témoin et à droite le tube test. Les cellules activées sont situées dans la région M1.  
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2.2.2.3 Test de phagocytose 
 

Le test de phagocytose Phagotest (Glycotope) permet la quantification de la phagocytose des PNN et 

des monocytes prélevés sur sang hépariné. Ce test permet d’obtenir le pourcentage de monocytes et 

PNN qui ont phagocyté des Escherichia coli (E. coli) couplé au FITC.  

Pour chaque patient, un tube témoin et un tube test ont été préparés. 100μl de sang total ont été 

incubés dans la glace pendant 10 min. 20 μl d’E. coli-FITC ont été ajoutés dans chacun des tubes puis 

nous les avons vortexés. Le tube témoin négatif a été incubé 10 min dans la glace et le tube test a été 

incubé dans un bain-marie à 37° fermé (pour garder une température précise) pendant 10 min. A la fin 

de l’incubation le tube test a été placé dans la glace pour arrêter la phagocytose. Nous avons ajouté 

100 μl de solution quenching dans chaque tube que nous avons vortexé. Nous avons réalisé deux 

lavages successifs avec 3 ml de solution de lavage, puis nous avons centrifugé 5 min à 250g entre 2 et 

8°C. 

Afin de lyser les leucocytes, nous avons incubé les tubes avec 2 mL de solution de lyse 20 min à 

température ambiante, puis nous avons centrifugé 5 min à 250g entre 2 et 8°C et nous avons réalisé 

un nouveau lavage. 

Nous avons ajouté 200 μl de solution de marquage de l’ADN dans chaque tube que nous avons incubé 

10 min dans la glace à l’abri de la lumière. 

La lecture de cytométrie a été réalisée dans l’heure suivant le marquage. 

La fenêtre contenant les leucocytes a été déterminée grâce au marquage de l’ADN (rapport 

évènement/FL2). Nous avons réglé l’acquisition sur 10000-15000 leucocytes par échantillon (Figure 

27). 

 
Figure 27 : Stratégie de sélection des leucocytes.  
Le marquage de l’ADN (FL2) permet de différencier les bactéries et les leucocytes.  
 
Les populations de monocytes et de PNN ont été déterminées par le rapport FSC/SSC. Pour chaque 

sous-population (monocytes ou PNN), le nombre de leucocyte ayant phagocyté des E.coli a été 

quantifié par mesure du nombre de cellules positives dans le canal FL1 et le nombre de bactéries 
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ingérées par leucocyte a été quantifié par détermination de la moyenne de fluorescence dans le canal 

FL1 (Figure 28).  

  

Figure 28 : Exemple de la quantification des PNN ayant phagocyté des bactéries et quantification du nombre de bactéries 
phagocytées par PNN.  
A gauche, le ratio SSC/FSC permet de sélectionner la sous-population des PNN. A droite, la population M2 permet de 
déterminer le nombre de leucocyte ayant phagocyté E.coli et le nombre de bactéries ingérées par leucocyte. 

 

2.2.2.4 Etude de la réponse des PNN et des cellules mononucléées à une exposition aux facteurs 
de virulence de S. aureus  

 

 
 

A partir de sang total prélevé sur tube hépariné, nous avons isolé les cellules mononucléées (PBMC, 

qui contiennent les monocytes et les lymphocytes) et les PNN grâce à un ficoll. Pour chaque patient, 

nous avons réalisé deux ficoll. Dans un tube à fond conique nous avons déposé 3ml d’Histopaque®-

1119 (Sigma-Aldrich®) et 3 ml d’Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich®). Par-dessus, 3 ml de sang total ont 

été délicatement déposés en évitant de mélanger les différentes fractions de réactifs. Les tubes ont 

ensuite été centrifugés 30 min à 700g avec un démarrage lent et un arrêt sans frein. 

Après centrifugation, les PBMC forment un anneau cellulaire de densité 1,077 g/ml et les PNN forment 

un anneau cellulaire de densité 1,119 g/ml (Figure 29). 
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Figure 29 : Répartition des différentes fractions cellulaires après réalisation d’un Ficoll sur sang total, d’après la 
procédure du CNR des Staphylocoques. 

 

Les PBMC et les PNN ont été prélevés dans deux tubes différents puis lavés deux fois dans du PBS à 

4°C. Les culots cellulaires ont alors été suspendus à la concentration finale de 1,1.106 cellules/ml dans 

du milieu RPMI 1640 avec 10% de SVF. 

 

 S. aureus
 

Un tube témoin non exposé aux toxines a été conservé.  

Nous avons testé trois facteurs de virulence de S. aureus : la PVL (LukS- LukF-PV recombinantes 

produites et purifiées par le Centre National de Référence des Staphylocoques, Lyon, France), la 

protéine A (Sigma-Aldrich, L’Isle d’Abeau, France) et l’Hla (Sigma-Aldrich). 

Les suspensions cellulaires ont été diluées avec les facteurs de virulence à tester pour obtenir au final 

10^6 cellules/ml incubées avec 0.05 μg/ml de PVL, 0.1μg/ml de protéine A et 0.1μg/ml d’Hla. Nous 

avons ensuite incubé les prélèvements pendant 4h à 37°C dans l’étuve à CO2.  

Nous avons ensuite ajouté les anticorps monoclonaux de souris à tester en cytométrie dans les 

différents tubes.  

Pour les tubes contenant les PBMC, nous avons ajouté 5 μl d’IP. 

Pour les tubes contenant les PNN, nous avons ajouté 5 μl d’IP ou 20 μL de CD11b. 

Ces tubes ont ensuite été analysés en cytométrie en flux où nous avons mesuré l’intensité de 

fluorescence des différents marqueurs. 
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Le logiciel GraphPad Prism version 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) a été utilisé pour réaliser 
les analyses statistiques.  

Le test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les résultats entre deux groupes de patients.   

Le test de Kruskal-Wallis avec un post-test de Dunn a été utilisé pour comparer les résultats de 
l’expression du mHLA-DR en fonction de la sévérité du SDRA et pour comparer les résultats de la 
réponse leucocytaire après exposition aux différents facteurs de virulence de S. aureus. 

Une valeur p<0,05 a été considérée comme significative. 
 

3 Résultats 
 

 
 

38 patients ont été inclus dans l’étude ancillaire, dont 9 patients ont été aussi inclus dans l’étude 

fonctionnelle. Les caractéristiques démographiques et cliniques de ces patients sont présentées dans 

le tableau 3. Actuellement il y a des données manquantes pour certains patients, les résultats sont 

donc présentés en nombre de patients positifs pour le critère/nombre de patients pour lesquels nous 

avons les données.  

Il s’agit de patients âgés (moyenne d’âge 75 ans), de sexe masculin dans 66% des cas et qui présentent 

pour la grande majorité des comorbidités. Concernant la présentation clinique, 37.8% des patients de 

l’étude ancillaire et 22.2% des patients de l’étude fonctionnelle ont présenté un SDRA à l’admission. 

Ces patients ont nécessité des soins lourds avec une ventilation mécanique pour 75.7% des patients 

de l’étude ancillaire et 55.6% des patients de l’étude fonctionnelle. Tous les patients inclus ont reçu de 

l’oseltamivir à l’admission. 21.6% des patients de l’étude ancillaire et 11% des patients de l’étude 

fonctionnelle sont décédés. 

Les donneurs de l’EFS qui constituent le groupe témoin ont une moyenne d’âge de 65 ans et sont 

également majoritairement des hommes (80%). 
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 Etude ancillaire 
N=38  

Etude fonctionnelle 
nichée 

N=9 

Témoin 
EFS 
N=5 

Démographie    
Age (année) 75,3 ± 10,6 75,8 ± 1,1 65 ± 2,7 

Sexe Masculin 25 (66%) 6 (67%) 4 (80%) 
Vaccination grippale  

saison en cours 
8/21 (38%) 3/7 (43%) ND 

Comorbidité 35/37 (95%) 8 (89%) ND 
Obésité (IMC>30) 6/32 (19%) 0 (0%) ND 

Résultat Microbiologique    
Pneumopathie 

bactérienne 
13/17 3/4 0 

Sepsis 7/37 2/9 0 
Sévérité clinique à 

l’admission 
   

SDRA 14/37 (37.8%) 2/9 (22.2%) 0 
SDRA Modéré 9/14 1/2 0 
SDRA Sévère 5/14 1/2 0 

SOFA à l’admission 
(médiane, EI) 

5 [3;8] (n=33) 7 [6;9,5] (n=7) NA 

IGS2 (médiane, EI) 50 [37;57] (n=35) 50 [38;57] (n=9) NA 
PaO2/FiO2 à l’admission 187 (n=33) 210 (n=6) NA 

Support ventilatoire    
Ventilation 28/37 (75.7%) 5/9 (55.6%) 0 

Ventilation Non Invasive 12/28 2/5 0 
Ventilation Haut Débit 0/28 0/5 0 

Ventilation Invasive 16/28 3/5 0 
Autres Traitements    

Oseltamivir à l’admission 
(% cohorte) 

100% 100% 0 

Evolution    
Mortalité dans le service 8/37 (21,6%) 1 (11%) 0 

Durée moyenne 
d’hospitalisation (jours) 

12 ± 16 17 ± 16 0 

 
 
Tableau 3: Description des patients inclus dans l'étude ancillaire et dans l'étude fonctionnelle.  
Actuellement, il y a des données manquantes, les données sont donc présentées comme le nombre de patients qui présentent 
le critère/le nombre de patients pour lesquels nous avons les données. EI= Ecart Interquartile. ND = non documenté. NA = 
Non applicable 
 

18 patients contrôle ont été inclus ce jour (15/01/2019) dans l’étude ancillaire bis visant à déterminer 
les valeurs de référence du mHLA-Dr dans une population de plus 65 ans. 
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3.2 Résultats de l’étude ancillaire 
 

Un bilan immunologique a été réalisé à J1, J3, J5 et J7 de l’admission dans le service. L’ensemble des 

points n’a pas toujours pu être réalisé pour chaque patient. A l’admission, les patients ont un bilan 

immunologique perturbé, caractéristique d’une immunosuppression. 

 

 
 

L’expression du mHLA-DR est diminuée dès l’admission des patients grippés en réanimation par 
rapport à une population contrôle appariée en âge (Figure 30). L’immunosénescence ne semble pas 
affecter la valeur de ce paramètre car le groupe contrôle est bien au-dessus des valeurs de référence 
(<20 000 Ac/cellule). 

Si l’on considère le premier point disponible (J1 ou J3 si le point J1 n’est pas disponible) au regard du 

développement d’un tableau de SDRA dans les 7 premiers jours après l’admission en réanimation, on 

observe une tendance à la diminution de l’expression du m-HLADR en fonction de la sévérité du 

tableau (Figure 30). Ces éléments suggèrent que c’est bien la sévérité du SDRA et non l’infection par 

le virus influenza qui semble associé à la diminution de ce marqueur. Il existe cependant une grande 

hétérogénéité parmi les patients grippés admis en réanimation qui nécessitera une exploration plus 

détaillé de ces cas (sepsis, surinfections bactériennes…). 

L’expression du mHLA-DR est significativement associée au statut concomitant de SDRA à J1 et J3. Elle 

n’est pas retrouvée significative à J5 et J7 probablement du fait d’un effectif faible (Figure 31). 
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Figure 30 : Expression du mHLA-DR en fonction du statut SDRA.  
L’expression du mHLA-DR a été mesurée chez 37 patients admis en réanimation pour grippe sans SDRA, avec un SDRA modéré 
et un SDRA sévère comparé au groupe contrôle (étude ancillaire bis). Un test de Kruskal-Wallis et un post-test de Dunn ont 
été utilisés pour déterminer les différences statistiquement significatives, **p<0,001. 
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Figure 31 : Expression du mHLA-DR chez 37 patients admis en réanimation pour grippe avec ou sans SDRA. 
Les données sont présentées par points J1, J3, J5, et J7 et analysées en fonction de la présence d’un SDRA au moment du 
prélèvement. Le niveau d’expression du mHLA-DR a été mesuré par cytométrie en flux et est exprimé en Anticorps/cellule. 
Un test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les résultats des patients en SDRA avec les résultats des patients sans 
SDRA, *p<0.05, **p<0,001. 
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Ces patients présentent également une lymphopénie portant à la fois sur les lymphocytes T et la sous-

population T CD4, sur les lymphocytes B entre J1 et J3 et sur les lymphocytes NK à J3. A J5 cette 

lymphopénie s’est corrigée pour toutes les sous-populations. En revanche la proportion de 

lymphocytes Trég reste dans les valeurs normales (Figure 32). Une diminution significative du nombre 

de lymphocytes TCD8 est également observée entre patients en SDRA et patients sans SDRA à J3, 

cependant le nombre de lymphocytes TCD8 reste dans les valeurs normales. 

Aucune différence significative n’a été observée sur les marqueurs biologiques d’immunosuppression 

lorsque l’on compare les résultats des patients dont l’évolution clinique a été favorable aux résultats 

des patients décédés. 
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Figure 32 : Cinétique des marqueurs biologiques d'immunodépression chez les patients de l'étude ancillaire en fonction de 
la présence d’un SDRA ou non. 
Les patients ont été divisés en deux groupes en fonction de la présence ou non d’un SDRA. Les paramètres suivants ont été 
mesurés à J1 (n=8 patients en SDRA vs 19 patients sans SDRA), J3 (n=9 vs 14), J5 (n=4 vs 9) et J7 (n=6 vs 4) : LyT, LyB, LyNK, 
sous-populations LyT CD4, lyTCD8 et LyTreg. Un test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les résultats entre les 
patients en SDRA et les patients sans SDRA, *p<0.05. 
 

 



 

105 

3.3 Résultats de l’étude fonctionnelle nichée 
 

Dans un premier temps nous avons caractérisé les phénotypes des PNN et PBMC des patients inclus et 

des témoins de l’EFS. A partir de prélèvements de sang total sur tube EDTA nous avons mesuré 

l’expression de marqueurs membranaires de différentes sous-populations leucocytaires présentes 

chez ces patients. Sur les PNN nous avons mesuré l’expression de CD10, CD62L, CD11b, CXCR2. Sur les 

PBMC nous avons mesuré l’expression du CD11b, CD62L, CCR2, CXCR2.  

 

 
 

Nous avons mesuré l’expression du CD11b et CD62L à la surface des PBMC et des PNN. Nous avons 

observé que les patients de réanimation forment un groupe à la distribution hétérogène par rapport 

aux témoins de l’EFS (Figure 33). 

Concernant les PBMC, nous avons observé une activation de ces cellules chez les patients de 

réanimation : en effet la médiane du niveau d’expression du CD11b est significativement plus élevée 

chez les patients de réanimation par rapport aux témoins EFS. Il n’y a pas de différence significative 

entre patients de réanimation et témoins EFS pour l’expression du CD62L sur les PBMC (Figure 33). 

Concernant les PNN, la médiane du niveau d’expression du CD62L est significativement plus élevée 

chez les patients de réanimation par rapport aux témoins EFS. Il n’y a pas de différence significative 

entre l’expression du CD11b des patients de réanimation et les témoins EFS (Figure 33). 

Nous avons noté que certains patients de réanimation montrent des phénotypes particuliers, et 

notamment un patient (le patient 17NN) dont le niveau d’expression du CD11b et du CD62L est très 

élevé en comparaison aux autres patients ainsi qu’aux témoins. Pour l’instant l’analyse rapide des 

données cliniques de ce patient ne montre pas d’évolution défavorable.  
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Figure 33 : Profil d'activation des PBMC et PNN des patients de réanimation et des témoins sains.  
L’expression des marqueurs membranaires a été mesurée chez les patients de réanimation et chez les témoins sains de 
l’EFS. Le test non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les résultats des marqueurs membranaires 
entre ces deux groupes. *p<0.05 
 

 
 

Afin d’estimer la maturité des PNN circulants, nous avons mesuré l’expression du CD10 à la surface des 

PNN. Aucune différence significative n’a été observée entre les patients et les témoins, indiquant que 

les PNN des patients ne sont pas plus immatures que ceux des témoins EFS (Figure 34). 
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Figure 34 : maturité des PNN. 

 

 

 
 

Nous avons mesuré l’expression de récepteurs de chimiokines à la surface des monocytes (CCR2 et 

CXCR2) et des PNN (CXCR2). La dispersion de l’expression de ces récepteurs est importante sur ces 

deux types de cellules chez les patients de réanimation alors qu’elle est similaire entre les différents 

témoins de l’EFS (Figure 35). L’expression du CXCR2 est significativement plus élevée sur les PNN des 

patients. 

Le test de migration transpuits des PNN après exposition à un facteur chemoattractant (fMLP) nous a 

permis d’observer la même dispersion entre les patients, ce qui est cohérent avec l’expression des 

récepteurs de chimiokines (Figure 35). De plus, même s’il n’y a pas de différence statistiquement 

significative, on observe une tendance à l’augmentation de la migration des PNN chez les patients par 

rapport aux témoins EFS. Ces résultats sont en faveur d’une augmentation de la capacité de migration 

des PNN des patients de réanimation par rapport aux témoins EFS. Après stimulation par le fMLP, les 

PNN des patients sont significativement moins activés que les PNN des témoins EFS.  
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Figure 35 : Capacité de migration des monocytes et PNN des patients de réanimation et des témoins sains.  
A, B et C : expression des récepteurs de chimiokines, D : migration transpuits des PNN selon un gradient de fMLP, E : activation 
des PNN après exposition au fMLP. Le test non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les résultats des 
marqueurs membranaires entre ces deux groupes. *p<0.05 
 

 
 

Nous avons testé la capacité de phagocytose des PNN et monocytes. Ce test est basé sur l’ingestion 

d’E. Coli marqué à la FITC par les leucocytes du patient avec une révélation de la capacité de 

phagocytose de ces leucocytes par cytométrie en flux. La médiane du nombre de PNN et de monocytes 

qui ont phagocyté des bactéries n’est pas statistiquement différente. Nous avons cependant observé 

un pourcentage de monocytes qui ont phagocyté des bactéries plus bas chez certains patients de 

réanimation. Une fois encore, les patients de réanimation forment un groupe qui apparait plus 

hétérogène que les témoins EFS (Figure 36). 

Une altération significative du nombre de bactéries phagocytées par PNN et par monocytes a été mise 

en évidence pour les patients de réanimation par rapport aux témoins EFS (Figure 36).  
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Figure 36 : Capacité de phagocytose des PNN et monocytes des patients de réanimation et des témoins sains.  
A, C : pourcentage de cellules ayant phagocyté E. coli. B, D : ratio entre le nombre d’E. coli phagocytés par les cellules à 37°C 
et le nombre d’E. coli phagocytés par le contrôle négatif. Le test non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour 
comparer les résultats des marqueurs membranaires entre ces deux groupes. **p<0.01. 
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3.4 Etude de la réponse des PNN et PBMC à une exposition aux facteurs de 
virulence de S. aureus  

 

Dans un deuxième temps nous avons testé la réponse des PNN et PBMC suite à l’exposition à trois 

facteurs de virulence de S. aureus que nous avions identifiés dans la première partie de cette thèse 

comme étant des activateurs de l’inflammation (protéine A) et de la cytotoxicité (PVL et Hla) sur les 

monocytes. Pour cela nous avons séparé les PNN des PBMC sur Ficoll puis nous avons exposé ces 

leucocytes aux facteurs de virulence sélectionnés (0.05μg/ml de PVL, 0.1μg/ml d’Hla ou 0.1μg/ml de 

protéine A).  

La mesure de la cytotoxicité a été réalisée par cytométrie en flux par mesure de l’incorporation d’IP. 

Nous avons observé que la concentration choisie de PVL est cytotoxique sur les PNN des témoins EFS 

et que la concentration d’Hla choisie est cytotoxique sur les PNN et les PBMC des témoins EFS. En 

revanche les PNN et PBMC des patients de réanimation sont résistants à ces concentrations de toxines 

(Figure 37).  

Figure 37 : Cytotoxicité des facteurs de virulence de S. aureus sur les PNN et PBMC des témoins EFS et des patients de 
réanimation.  
Les PNN et les PBMC (10^6 cellules/ml) ont été incubés pendant 3h avec 0.05 μg/ml de PVL et 0.1 μg/ml d’Hla. L’incorporation 
d’IP a été mesurée afin de tester le % de mortalité cellulaire. Un test de Kruskal-Wallis et un post-test de Dunn ont été utilisés 
pour déterminer les différences statistiquement significatives. *p<0.05, **p<0 .001  
 

 La mesure de l’expression du CD11b sur les PNN a permis de montrer une activation des PNN des 

témoins EFS après exposition à la PVL (Figure 38).  
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Figure 38 : Expression du CD11b par les PNN des témoins de l’EFS et des patients de réanimation après exposition aux 
facteurs de virulence de S. aureus.  
Les PNN (10^6 cellules/ml) ont été incubés pendant 3h avec 0.05 μg/ml de PVL, 0.1 μg/ml de protéine A et 0.1 μg/ml d’Hla. 
L’expression du CD11b a été mesurée afin de tester l’activation des PNN. Un test de Kruskall-Wallis et un post-test de Dunn 
ont été utilisés pour déterminer les différences statistiquement significatives. *p<0.05. 
 

4 Discussion et perspectives 
 

Des phénomènes pro-inflammatoires et anti-inflammatoires peuvent apparaitre de façon simultanée 

chez les patients qui présentent une infection grippale sévère (200,361–365). La prédominance de l’un 

ou l’autre des versants dépend de nombreux facteurs dont la virulence de la souche de grippe, la 

présence ou non d’une co-infection, l’âge du patient ou l’existence de comorbidités (99,100,366,367). 

Le but de notre étude a été d’étudier les versants phénotypique et fonctionnel de la réponse 

immunitaire chez des patients hospitalisés pour grippe grave et de comparer cette réponse à celle de 

témoins sains appariés en âge. La phase des inclusions de cette étude a été clôturée après l’épidémie 

grippale de l’hiver 2017-2018. Les données sont encore en cours de recueil ce qui explique que le 

nombre de données manquantes est important actuellement. 

Nos résultats principaux montrent que les patients ont une altération à la fois phénotypique et 

fonctionnelle de leur réponse immunitaire. Ils présentent en effet les caractéristiques d’une 

immunosuppression systémique avec une diminution de l’expression du mHLA-DR, une lymphopénie 

et une altération de la phagocytose par les PNN et monocytes. Notre cohorte étant composée de 

patients âgés, l’immunosénescence associée à l’âge peut être un des facteurs de l’immunosuppression 

observée dans ces grippes graves (366). 
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Il est maintenant bien décrit que lors de la survenue d’un état inflammatoire intense, des mécanismes 

anti-inflammatoires se mettent en place rapidement afin de contrôler cette réponse inflammatoire 

inaugurale qui est responsable d’une immunodépression secondaire (360). La diminution de 

l’expression monocytaire du HLA-DR est actuellement le marqueur biologique le plus utilisé pour 

estimer l’altération de l’état immunitaire des patients de réanimation. Ce dosage est standardisé et 

peut donc être dosé en routine dans un laboratoire spécialisé en immunologie comme marqueur de 

suivi d’immunosuppression (368). Une chute rapide de l’expression du mHLA-DR est décrite dans 

diverses causes d’inflammations aigues sévères chez les patients de réanimation telles que le choc 

septique, les grands brûlés, les polytraumatismes ou la pancréatite aigüe (369–372). Dans ces 

pathologies, la diminution du mHLA-DR est corrélée au développement d’infections nosocomiales ou 

à la létalité (11). Ce marqueur d’immunodépression a donc été étudié dans les infections bactériennes 

graves telles que le sepsis mais n’a pas été étudié dans les infections virales graves. Notre étude montre 

pour la première fois une diminution de l’expression du mHLA-DR chez des patients infectés par des 

souches de virus influenza saisonniers hospitalisés en soins intensifs ou en réanimation. Une seule 

autre étude s’est déjà intéressée à ce marqueur d’immunosuppression dans l’infection par le virus 

influenza et portait sur des patients infectés par la souche de virus influenza aviaire A(H7N9) (147). 

Dans cette étude, une diminution du nombre de monocytes exprimant le HLA-DR était observée chez 

les patients avec une forme clinique d’infection sévère par rapport aux patients avec des infections 

modérées. Les valeurs de mHLA-DR que nous avons obtenues correspondent aux valeurs 

d’immunosupression (<20000 Ac/cellule) (373,374) et sont comparables à celles des patients de 

réanimation (375). Il est intéressant de noter une association significative entre la sévérité clinique du 

tableau respiratoire (présence ou absence de SDRA) et la diminution de l’expression du récepteur 

mHLA-DR. L’intérêt de ce marqueur dans ces tableaux respiratoires extrêmes sévère est probablement 

à explorer. Grace aux résultats du groupe contrôle âgé de plus de 60 ans nous savons maintenant que 

cette diminution d’expression du mHLA-DR n’est pas liée à la sénescence du système immunitaire. 

 Nous avons observé que l’expression du mHLA-DR reste diminuée dans notre cohorte jusqu’au dernier 

point de mesure (J7) et qu’elle a même une tendance à diminuer entre J5 et J7. De façon similaire, 

dans l’étude portant sur les patients infectés par le virus A(H7N9), l’altération de l’expression du mHLA-

DR persistait durant le premier mois après l’infection avant de se normaliser et était associée à une 

baisse de la réponse lymphocytaire T (376). Cette cinétique est différente de celle du choc septique où 

le nadir du mHLA-DR est observé à J3-4 avant de remonter (369,375,377).  
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Les patients de notre cohorte présentent également une altération de la réponse immunitaire 

adaptative. En effet nous avons observé une lymphopénie, portant sur les lymphocytes T CD4, les 

lymphocytes B et les lymphocytes NK. D’autres études ont déjà rapporté des lymphopénies dans des 

infections grippales sévères avec le virus pandémique H1N1 ou avec des virus aviaires (H7N9, H5N1) 

(378,200,379,380). La moyenne du dosage des sous-populations lymphocytaires effectué deux fois 

entre J0 et J10 de l’apparition de symptômes chez des patients infectés par le virus influenza H7N9 a 

montré que la lymphopénie portait sur les lymphocytes TCD8 alors que les autres sous-populations 

lymphocytaires étaient normales (CD4, B, NK). Entre J11 et J27, seul le nombre de cellules NK était 

diminué (147). L’origine de cette lymphopénie pourrait être liée à une augmentation de l’apoptose de 

ces cellules comme elle est observée dans le sepsis (381,382). Elle pourrait aussi être liée à l’infection 

des lymphocytes par le virus (383). Dans notre étude cette lymphopénie est observée entre J1 et J3 de 

l’admission en réanimation et est corrigée dès J5. La comparaison de nos résultats avec les résultats 

obtenus dans d’autres études chez des patients présentant des grippes graves est difficile. En effet peu 

d’études ont réalisé des dosages cinétiques. Dans une étude sur des patients avec une infection avec 

une souche H5N1, le nadir de la lymphopénie apparaissait plus tardivement que dans notre étude, soit 

au 8eme jour de l’admission du patient (384). La comparaison de nos résultats avec la cinétique 

d’évolution des lymphocytes chez d’autres patients de réanimation montre une normalisation plus 

rapide du taux de lymphocytes dans notre cohorte. En effet, les patients en choc septique ont une 

lymphopénie qui apparait précocement dès l’admission en réanimation mais qui peut persister 

plusieurs semaines (385–387). De même dans le contexte d’une immunosuppression post-opératoire, 

la lymphopénie est toujours présente à J5 (388). Dans ces différents modèles d’immunosuppression 

chez des patients de réanimation, l’immunodépression se corrige d’abord sur le versant de l’immunité 

innée avant de se corriger sur le versant adaptatif. 

 

Les patients de notre cohorte sont donc plutôt en phase d’anergie du système immunitaire, propice à 

la survenue d’infections bactériennes secondaires. Nous avons montré dans la première partie de cette 

thèse que la co-exposition des monocytes au virus influenza et à des facteurs de virulence de S. aureus 

entraine une augmentation de l’inflammation et de la cytotoxicité. Nous avons voulu tester cette 

hypothèse dans notre cohorte de patients en comparant la réponse de leurs PNN et PBMC suite à 

l’exposition à des facteurs de virulence de S. aureus à la réponse de témoins EFS appariés en âge. Nous 

avons constaté que les patients de notre cohorte ont une altération fonctionnelle de leur réponse 

leucocytaire avec une diminution de leur capacité d’activation et de phagocytose. Nous avons 

également observé une diminution de la cytotoxicité des facteurs de virulence de S. aureus sur les PNN 

et PBMC des patients de réanimation en comparaison des témoins EFS. 
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De façon générale, une dispersion plus importante est observée pour les résultats des patients de 

réanimation en comparaison des témoins EFS, ce qui reflète leur hétérogénéité clinique. Certains 

patients identifiés sur les figures se démarquent des autres : leurs profils phénotypique et fonctionnel 

varient dans le même sens que ceux des autres patients mais avec une amplitude de variation plus 

importante. Nous n’avons cependant pas pu relier ces variations à une évolution clinique particulière. 

L’altération de la phagocytose bactérienne par les macrophages et les PNN a déjà été observée dans 

des modèles d’infections murines suite à l’inhibition de la production de radicaux oxygénés libres ou 

de chimiokines et à la sécrétion d’IFN-ɣ par les lymphocytes T (10,234,235). Au niveau des monocytes 

circulants, cette altération de la phagocytose pourrait être le reflet de la désactivation monocytaire 

mise en évidence par la chute du mHLA-DR. En effet, dans le sepsis, il est décrit que la diminution de 

l’expression du mHLA-DR s’accompagne d’altérations fonctionnelles des monocytes telles qu’une 

altération de la présentation antigénique aux lymphocytes T et une diminution de la production de 

cytokines (389–392).  

La diminution de la sensibilité aux facteurs de virulence de S. aureus des PBMC et PNN des patients de 

notre cohorte en comparaison des témoins EFS est cohérente avec l’anergie de leur système 

immunitaire. De plus la survenue d’une virémie étant rarement observée dans les infections grippales, 

il est très probable que leurs leucocytes n’ait pas été directement exposés au virus influenza 

contrairement à notre étude in vitro. Le délai entre l’exposition au virus influenza et aux facteurs de 

virulence de S. aureus peut également participer à expliquer la différence entre la synergie pro-

inflammatoire observée dans notre étude in vitro et l’anergie immunitaire observée dans notre 

cohorte de patients. En effet, dans notre étude in vitro les monocytes étaient exposés à la grippe, puis 

1h après aux toxines bactériennes alors que dans notre cohorte de patients au minimum 4 jours se 

sont écoulés entre le début des signes cliniques et l’inclusion dans l’étude. Il a été montré que le délai 

entre l’infection virale et la surinfection bactérienne entraine des sévérités d’infection différentes. 

L’étude de dossiers de patients a montré que les infections concomitantes entre le virus influenza et 

S. aureus étaient plus sévères que les infections secondaires à S. aureus post-influenza lors de la 

pandémie de 1957 (195). L’importance du délai entre l’infection virale et bactérienne a aussi été 

montrée in vitro : dans un modèle de souris infectées par le virus influenza, une surinfection avec une 

souche de S. aureus entre J3 et J7 augmentait la létalité alors qu’à J14 et J21 elle n’avait plus de 

conséquence (6).  

Par ailleurs, en raison de la faible quantité de sang disponible pour l’étude de la réponse immunitaire 

des patients de la cohorte nous avons travaillé sur des PBMC et pas sur des monocytes comme dans 

notre étude in vitro. Ceci peut expliquer l’absence de cytotoxicité de la PVL observée chez les patients 
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et les témoins car les lymphocytes, qui représentent la majorité des cellules dans la fraction 

leucocytaire des PBMC, ne possèdent pas le récepteur de la PVL. Ils sont donc résistants à l’action de 

cette toxine (294). 

Notre étude possède plusieurs limites. Le faible nombre de patients inclus rend difficile la comparaison 

entre sous-groupes de patients (SDRA vs absence de SDRA, survie vs décès) et il serait intéressant de 

pouvoir l’augmenter. La quantité limitée de sang n’a pas permis de faire toutes les analyses sur tous 

les patients et rend les effectifs encore plus restreints. Enfin, l’exploitation des données cliniques une 

fois le recueil terminé pourrait permettre d’établir des corrélations entre les phénotypes que nous 

avons observés et la sévérité de l’infection. 

En conclusion, cette étude montre que les patients hospitalisés en réanimation ou en soins continus 

pour grippe sévère ont une altération à la fois phénotypique et fonctionnelle de leur réponse 

immunitaire. L’anergie systémique de leur système immunitaire peut faciliter la survenue d’une 

infection bactérienne secondaire. L’altération de la capacité de phagocytose bactérienne par leurs PNN 

et monocytes pourrait alors permettre le développement d’une infection grave. Le suivi de l’état du 

statut immunitaire de ces patients pourrait être un outil intéressant afin de mettre en place des 

stratégies de traitements immunomodulateurs adaptés à chaque patient afin de limiter son risque de 

survenue d’infections bactériennes secondaires.
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C) Epidémiologie des co-infections VRS/bactéries dans les 
pneumopathies chez l’adulte 
 

 

Chez l’adulte, une infection respiratoire virale est mise en évidence chez 53% des patients qui se 

présentent aux urgences avec des symptômes respiratoires aigus (393) et chez 23 à 28% des patients 

avec une pneumonie communautaire en France et dans le monde (394,395). Dans les unités de soins 

intensifs, ce taux monte à 30-36% des patients avec une pneumonie communautaire ou acquise à 

l’hôpital (319,343,396). Bien que le virus influenza soit le virus le plus fréquemment mis en évidence 

dans les pneumonies virales l’hiver, de nombreux autres virus sont aussi détectés tels que le rhinovirus, 

le virus respiratoire syncytial, le virus parainfluenza, les coronavirus, l’adénovirus et le 

métapneumovirus humain (394,395). Les co-infections virus-bactéries sont fréquemment observées 

dans les infections sévères et ont été décrites avec tous ces virus respiratoires (397–406).  

Nous nous sommes intéressés dans ce travail aux co-infections VRS-bactéries dans les pneumonies 

chez l’adulte. La pathogénicité du VRS chez l’enfant est démontrée depuis longtemps mais son rôle 

chez l’adulte et notamment la personne âgée a été reconnu seulement récemment (318). Il infecte 3 

à 10% des adultes chaque année dans le monde, menant dans la majorité des cas à des formes peu 

symptomatiques (320). Il n’est donc pas recherché de façon systématique en cas d’atteinte respiratoire 

chez un adulte (12,13). Cependant, chez les patients présentant des facteurs de risque (âge, 

pathologies respiratoires chroniques, immunodépression) il peut être responsable de formes graves. 

5 à 15% des pneumonies communautaires, 10% des hospitalisations pour infection respiratoire aigüe, 

et une augmentation de la létalité durant le pic de circulation du VRS ont été observés dans le monde 

(12,13). Les co-infections bactériennes et les infections bactériennes secondaires font partie des 

complications les plus sévères rapportées dans cette population (321,343,344). Cependant suite au 

manque de documentation des infections à VRS chez l’adulte, peu de données épidémiologiques sont 

disponibles sur ces co-infections VRS-bactéries. La connaissance de cette épidémiologie est pourtant 

importante afin de permettre une bonne prise en charge de ces patients et de leur proposer une 

antibiothérapie probabiliste adaptée aux bactéries présentes dans les co-infections VRS-bactéries. 

L’objectif de notre étude a été de décrire l’épidémiologie des co-infections VRS-bactéries chez des 

patients adultes présentant une pneumonie et de déterminer les éventuels facteurs de gravité 

associés. 
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Contexte : L’épidémiologie des co-infections VRS/bactéries chez l’adulte dans le contexte d’une 

pneumonie est mal connue du fait du manque de documentation et de la reconnaissance récente du 

VRS comme virus capable d’engendrer des infections graves chez l’adulte. 

 

Objectifs : Décrire l’épidémiologie des bactéries associées au VRS chez des adultes hospitalisés aux 

Hospices Civils de Lyon pour pneumonie. 

 

Conclusions : Les patients infectés par le VRS qui développent une pneumonie sont des patients âgés 

(âge médian : 74 ans) qui présentent des comorbidités dans la majorité des cas. Les pneumonies chez 

les patients avec une co-infection VRS-bactérie ont un pronostic plus sévère qu’en cas d’infection 

isolée à VRS. Nous avons en effet observé une augmentation de la durée d’hospitalisation et de la 

fréquence d’admission en réanimation. Les bactéries les plus fréquemment isolées dans les co-

infections VRS-bactéries sont S. pneumoniae, H. influenzae, S. aureus, P.aeruginosa et M. catarrhalis. 

L’épidémiologie des co-infections VRS-bactéries est comparable à celle des co-infections influenza-

bactéries.  

 

Cette étude a fait l’objet d’une présentation sous forme de poster en 2016 au cours de la 36e Réunion 

Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-Infectieuse (RICAI) et d’une publication dans la revue EJCMID 

(reproduction ci-jointe)(407). 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 

Le virus influenza peut être responsable d’infection respiratoire sévère et chaque année il entraine 

250 000 à 500 000 décès dans le monde. Parmi les complications les plus graves on trouve les 

pneumonies virales et les pneumonies bactériennes post-influenza. Lors des épidémies saisonnières 

de grippe, environ 40% des co-infections influenza/bactérie nécessitent une hospitalisation et sont 

responsables d’un quart des décès (218,219). S. aureus est l’une des bactéries les plus fréquemment 

retrouvée dans ce contexte (3). L’efficacité des traitements dans ces infections graves est modérée ce 

qui souligne l’importance de progresser dans la compréhension de la physiopathologie de ces 

infections graves (4). Une réponse immunitaire inadéquate (soit excessive, soit trop faible) à l’infection 

pulmonaire joue un rôle considérable dans la gravité du tableau clinique et le pronostic du patient. En 

cas de co-infection, la synergie des facteurs de virulence viraux et bactériens peut accentuer le versant 

pro-inflammatoire de la réponse immunitaire et être responsable d’une activation massive qui aggrave 

les lésions pulmonaires (5–8). A l’opposé, l’anergie du système immunitaire, notamment dans les jours 

qui suivent l’infection virale, peut limiter la clairance virale ou favoriser le développement de 

surinfections bactériennes secondaires (9,10). Il apparait donc que l’étude de cette réponse 

immunitaire est nécessaire pour comprendre l’évolution d’infections grippales bénignes vers des 

formes sévères. La translation du concept d’immunomonitoring, validé dans d’autres pathologies telles 

que le sepsis, aux patients présentant des signes de gravité pourrait permettre de différencier les 

patients en fonction de leur réponse immunitaire et d’améliorer ainsi leur prise en charge par 

l’utilisation de traitements immunomodulateurs adaptés (11). Bien que le virus influenza soit le virus 

le plus fréquemment isolé dans les infections respiratoires sévères, d’autres virus respiratoires 

peuvent être responsables d’infections graves chez l’adulte. Le VRS est actuellement reconnu comme 

agent étiologique de pneumonies dans la population adulte âgée (12,13). Cependant comme cette 

reconnaissance est récente, il n’est pas recherché systématiquement dans les infections respiratoires 

de l’adulte et son épidémiologie ainsi que celle des bactéries qui lui sont associées en cas de 

pneumonie sont actuellement mal connues.  

 

Dans la première partie de ce travail nous avons cherché à améliorer notre compréhension de la 

physiopathologie des co-infections grippe/Staphylococcus aureus. S. aureus est en effet l’une des 

bactéries les plus fréquemment isolée lors des co-infections grippe/bactérie. D’après les données 

obtenues au moyen de modèles expérimentaux in vivo de pneumonies bactériennes post-influenza, 
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l’infiltration massive de cellules myéloïdes, dont les monocytes, entraine une augmentation de la 

réponse inflammatoire et la destruction des cellules épithéliales (6,7,57). La plupart de ces études ont 

été menées sur des modèles animaux et malgré la convergence d’activation vers la voie NF-kB, peu de 

données sont disponibles sur l’interaction entre les toxines de S. aureus et le virus influenza au niveau 

cellulaire. Dans notre étude nous avons, dans un premier temps cherché in vitro les interactions entre 

les facteurs de virulence de S. aureus et influenza sur des lignées monocytaires continues, puis nous 

avons testé dans un deuxième temps les associations avec un effet significatif dans un modèle ex vivo 

de monocytes humains. 

Nos résultats montrent que le choix du modèle cellulaire engendre des résultats différents dans des 

conditions expérimentales similaires et qu’il est important de valider les résultats obtenus in vitro sur 

des lignées cellulaires continues dans des modèles ex vivo plus pertinents physiologiquement. La 

susceptibilité cellulaire est en effet différente entre les lignées cellulaires et les monocytes humains. 

La synergie pro-inflammatoire observée entre influenza et les facteurs de virulence de S. aureus dans 

les cellules THP1-XBlue a été retrouvée dans des monocytes humains seulement entre influenza, HKSA 

et la protéine A. Concernant la cytotoxicité, la sensibilité des cellules THP1 est inférieure à celle des 

cellules U937 qui est elle-même inférieure à celle des monocytes humains. Une synergie cytotoxique 

entre influenza et Hla a été observée seulement sur les monocytes humains. Nos données montrent 

donc que le virus influenza potentialise l’action des facteurs de virulence de S. aureus de deux façons. 

D’abord influenza augmente l’inflammation produite par l’exposition aux toxines de S. aureus et 

renforce la production de cytokines responsable d’un afflux massif de leucocytes au niveau 

pulmonaire. Ensuite le virus augmente le potentiel cytotoxique de certaines toxines sur ces nouvelles 

cellules émigrées au niveau pulmonaire. Il serait intéressant de vérifier si nos résultats obtenus sur des 

monocytes se vérifient sur des macrophages. L’impact d’une co-exposition au virus influenza et à des 

souches bactériennes sur des cellules monocytaires serait également intéressant. En effet certaines 

souches de S. aureus, telles que le clone USA 300 qui produit de plus grandes quantités de PSMs et Hla 

et produit plus souvent de la PVL que les souches sensibles à la méticilline, sont souvent responsables 

de présentations cliniques plus sévères (252,408–410). Il serait donc intéressant de tester leur activité 

au niveau cellulaire. L’utilisation d’autres souches d’influenza A et notamment de souches circulantes 

H1N1 ou H3N2 pourrait également être intéressante.  
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Dans la deuxième partie de ce travail nous avons voulu valider ces résultats obtenus in vitro dans une 

cohorte de patients hospitalisés en soins continus ou en réanimation pour grippe sévère. Notre objectif 

était également d’étudier les versants phénotypique et fonctionnel de la réponse immunitaire chez 

ces patients et de les comparer à ceux de témoins sains appariés en âge. 

Nos résultats principaux montrent que les patients inclus dans notre cohorte présentent une anergie 

du système immunitaire avec une altération à la fois phénotypique et fonctionnelle de leur réponse 

immunitaire. Ils présentent en effet les caractéristiques d’une immunosuppression systémique avec 

une diminution de l’expression du mHLA-DR, une lymphopénie et une altération de la phagocytose par 

les PNN et monocytes. Nous avons montré pour la première fois que l’expression du mHLA-DR est 

abaissée chez des patients hospitalisés pour une infection avec une souche saisonnière de virus 

influenza. Cette anergie du système immunitaire est bien décrite chez les patients en sepsis où elle est 

corrélée à la survenue d’infections nosocomiales et au décès du patient. En cas de survenue d’une 

infection bactérienne secondaire, nous pouvons supposer que les patients de notre cohorte risquent 

de présenter une altération fonctionnelle de leur réponse immunitaire. En effet nous avons constaté 

que les patients inclus ont une diminution de leur capacité d’activation leucocytaire et de phagocytose 

bactérienne. Nous avons également observé une diminution de la cytotoxicité des facteurs de 

virulence de S. aureus sur les PNN et PBMC des patients de réanimation en comparaison des témoins 

sains.  

Ces résultats sont intéressants bien que préliminaires. L’obtention de l’ensemble des données des 

patients inclus permettra grâce à l’augmentation du nombre de patients dans chaque sous-groupe de 

comparer les profils phénotypiques et fonctionnels des patients en fonction de leurs caractéristiques 

cliniques et microbiologiques (comorbidités, souche virale, surinfection bactérienne…). Le suivi de 

l’état du statut immunitaire de ces patients pourrait être un outil intéressant afin de mettre en place 

des stratégies de traitements immunomodulateurs adaptés à chaque patient pour limiter son risque 

de survenue d’infections bactériennes secondaires. 

 

Enfin, comme les pneumopathies bactériennes secondaires aux infections respiratoires virales ne sont 

pas limitées au virus influenza, nous nous sommes intéressés aux co-infections VRS-bactéries chez 

l’adulte. Le VRS a en effet été récemment reconnu comme responsable d’infections respiratoires 

graves chez l’adulte présentant des facteurs de risque (âge, pathologies respiratoires chroniques, 

immunodépression) (12,13). De plus, les co-infections bactériennes et les infections bactériennes 

secondaires font partie des complications les plus sévères rapportées dans cette population 

(321,343,344). Cependant suite au manque de documentation des infections à VRS chez l’adulte, peu 
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de données épidémiologiques sont disponibles sur les co-infections bactéries-VRS. Nous avons donc 

mené une étude préliminaire dont le but était d’obtenir une première approche de l’épidémiologie 

des co-infections VRS-bactéries chez les patients adultes hospitalisés à Lyon pour une pneumonie. 

Parmi les patients infectés par le VRS qui présentaient une pneumonie confirmée radiologiquement, 

environ un tiers avaient une co-infection bactérienne documentée. Les bactéries isolées étaient, par 

ordre de fréquence, S. pneumoniae, H. influenzae, S. aureus, P. aeruginosa et M. catarrhalis. Ce 

premier résultat suggère déjà qu’il n’existe pas de différence majeure entre l’épidémiologie 

microbiologique des co-infections VRS-bactérie et celle des co-infections influenza-bactérie. Cette 

connaissance de l’épidémiologie est importante afin d’adapter la prise en charge des patients. Des 

études complémentaires sont donc nécessaires afin d’obtenir de plus grandes cohortes de patients et 

donc un reflet plus exhaustif de cette épidémiologie. 

 

Les pneumonies liées à une co-infection virus/bactéries sont des infections graves qui peuvent 

engendrer le pronostic vital. Nous avons montré que le virus influenza potentialise l’inflammation et 

la cytotoxicité engendrée par des facteurs de virulence de S. aureus dans des monocytes isolés de 

témoins sains. Cependant l’étude du système immunitaire de patients hospitalisés pour grippe grave, 

a montré qu’au lieu d’être dans un état d’activation massive, il était en phase d’anergie et possédait 

une altération de la réponse immunitaire fonctionnelle en cas d’exposition à des facteurs de virulence 

de S. aureus. L’immunomonitoring de ces patients au pronostic sévère, qui permet la détermination 

de l’état pro- ou anti-inflammatoire dans lequel se trouve le patient pourrait participer à l’amélioration 

de la prise en charge de ces patients en permettant l’utilisation de traitements immunomodulateurs 

adaptés à la situation clinique de chaque patient. 
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