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Résumé 

 
ANALYSE DES REPONSES ANTI-BACTERIENNES ET ANTI-VIRALES RESPIRATOIRES 

INDUITES PAR LES AGONISTES DES RECEPTEURS DE L’IMMUNITE INNEE 

Les infections virales et bactériennes pulmonaires représentent un problème de santé publique 

majeur. Les approches thérapeutiques actuelles par antibiotique ont montré leur efficacité mais 

également leur limite notamment dans des cas de micro-organismes multirésistants ou dans le 

traitement de patients atteints de pathologies aggravantes. La stimulation de l’immunité innée 

pourrait représenter une voie thérapeutique complémentaire aux traitements actuels. En effet, 

l’activation du système immunitaire inné induit la production locale de molécules 

antimicrobiennes et le recrutement de cellules effectrices qui interviennent dans le contrôle de 

l’infection.  

Les « Toll-like receptors » (TLR) sont des senseurs de l’immunité innée. Leur activation 

entraîne une cascade de signalisation qui module la transcription de gènes de l’immunité 

comme ceux codant certaines cytokines. TLR5 reconnaît la flagelline, protéine structurale des 

flagelles bactériens. TLR5 est exprimé à la surface des macrophages, des cellules dendritiques 

et des cellules épithéliales. 

Dans la première partie de travail, nous avons évalué la capacité de la flagelline à contrôler la 

réplication du virus de la grippe A H3N2. Nous avons tout d’abord montré que l’administration 

intranasale ou systémique de flagelline était capable d’activer des gènes antiviraux au niveau 

pulmonaire. L’administration de la flagelline conduit à une diminution de la réplication virale 

chez les souris infectées par le virus de la grippe A H3N2. Cet effet est également observé chez 

les souris Il22
-/-

 et Ifnar
-/-

 suggérant un mécanisme indépendant de l’interféron de type I et de 

l’IL-22. Enfin, nous avons également montré que l’association de la flagelline à l’oseltamivir 

(inhibiteur de neuraminidase) était plus efficace que les traitements administrés séparément. 

La deuxième partie de ce travail correspond à l’étude clinique ASTRAL qui évalue la capacité 

des cellules mononucléées sanguines à répondre à différents agonistes de TLR chez des 

patients atteints de pneumonie franche lobaire aiguë. Cette étude a démarré en octobre 2017 et 

prévoit d’inclure 38 patients. L’objectif est d’observer la réponse induite par des agonistes de 

TLR à travers des analyses transcriptionnelles et des dosages de cytokines. Les premiers 

résultats (analyse chez 7 patients) montrent que les cellules mononucléées sanguines peuvent 

être activées par des agonistes de TLR dans le contexte de pneumonie. 

Mots clés : Immunité innée, TLR5, agoniste, flagelline, grippe, infection respiratoire 
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Abstract 

 
ANALYSIS OF RESPIRATORY ANTI-BACTERIAL AND ANTI-VIRAL RESPONSES 

INDUCED BY AGONISTS OF INNATE IMMUNITY SENSORS 

 

Viral and bacterial infections remain a burden for health care systems. The current therapeutic 

approaches by antibiotic have shown their effectiveness but also their limit especially in cases 

of multidrug-resistant microorganisms or in the treatment of patients with aggravating 

pathologies. Stimulation of innate immunity could be a complementary therapeutic approach to 

current treatments. Indeed, the activation of the innate immune system induces local production 

of antimicrobial molecules and the recruitment of effector cells involved in controlling 

infection. 

The Toll-like Receptors (TLRs) are innate sensors that trigger signaling cascades and promotes 

the archetypal pro-inflammatory responses involved in antimicrobial defense. TLR5 recognizes 

flagellin, the structural protein of bacterial flagella. TLR5 is expressed on the surface of 

macrophages, dendritic cells and epithelial cells. 

In the first part of the work, we assessed the ability of flagellin to control the replication of 

influenza A virus H3N2. We first showed that intranasal or systemic administration of flagellin 

activated transcription of anti-viral genes in lung tissue. Administration of flagellin reduced 

viral replication in the lung of mice infected with H3N2 IAV. This effect is also observed in 

Il22
-/-

 and Ifnar
-/- 

mice suggesting a mechanism independent of type I interferon and interleukin 

22 signaling. Finally, we also showed that the combination of flagellin with oseltamivir 

(neuraminidase inhibitor) was more efficacious than standalone treatments. 

The second part of this work is the ASTRAL clinical study, which assesses the ability of blood 

mononuclear cells to respond to different TLR agonists in patients with acute lobar pneumonia. 

This study started in October 2017 and plans to include 38 patients. The objective is to observe 

the response after TLR agonist stimulation by transcriptional analysis and cytokine assays. The 

first results (analysis of 7 patients) show that blood mononuclear cells can be activated by TLR 

agonists in the context of pneumonia. 

 

 

Key words: Inate immunity, TLR5, agonist, flagellin, influenza, respiratory infection
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Liste des abréviations 

 

 

ADNc : acide désoxyribonucléique complémentaire  

ARNm : acide ribonucléique messager  

BPCO : bronchopneumopathie chronique obstructive 

CPP : comité de protection des personnes 

CRP : protéine C réactive 

Ct : critical threshold  

dNTP : désoxyribonucléotides 

ELISA : enzyme linked immunosorbent assay  

GHICL : groupement des hôpitaux de l’institut catholique de Lille 

IFN-γ : interféron-gamma 

IL : interleukine 

ISG : gènes stimulés par l’interféron 

NLR : NOD-like receptors 

PAC : pneumopathie aiguë communautaire 

PAS : pneumonies associée aux soins 

PAVM : pneumonie acquise sous ventilation mécanique 

PBMC : peripheral blood mononuclear cell 

PBS : tampon phosphate salin 

PCR : réaction en chaîne de la polymérase  

PFLA : pneumophathie franche lobaire aiguë 

PNN : polynucléaire neutrophile  

PRR : pattern recognition receptors ou récepteurs de l’immunité innée 

RLR : RIG-1-like receptors 

RT : transcription reverse 

TLR : Toll-like receptors 

TNF : tumor necrosis factor  

UFP = PFU : unité formant plage 

VEMS : volume expiratoire maximum seconde 

VRS : virus respiratoire syncitial 
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INTRODUCTION GENERALE 
 

 

 

Les infections respiratoires regroupent un certain nombre de pathologies pulmonaires 

d’origine bactérienne, virale et fongique. Elles touchent plus particulièrement les jeunes enfants 

et les personnes âgées, occasionnant des hospitalisations fréquentes et représentant la troisième 

cause de mortalité dans les pays développés (OMS 2016). Elles font l’objet d’une 

consommation importante d’antibiotiques et sont responsables d’un coût important en termes 

de santé publique. L’étude des interactions hôte-pathogène a permis de montrer que la 

stimulation de l’immunité innée induit localement, très rapidement, la production d’effecteurs 

solubles et le recrutement d’effecteurs cellulaires capables de contrôler l’infection. 

L’immunomodulation de cette immunité naturelle, efficace sur un large spectre de 

microorganismes, pourrait représenter une alternative aux thérapeutiques actuelles limitées 

notamment par le développement de résistances aux traitements.  

 

Au cours de cette thèse, nous avons évalué les capacités immunomodulatrices de la 

flagelline, un activateur de la réponse innée qui reconnait le Toll-like receptor 5 (TLR5), 

présent sur de nombreux types cellulaires. Nous avons tout d’abord analysé, chez la souris, 

l’effet d’un traitement par la flagelline dans le contexte d’une infection pulmonaire par le virus 

de la grippe. Nous avons également étudié la capacité de la flagelline à stimuler les cellules 

immunitaires sanguines de patients atteints de pneumonie. La présentation des travaux 

expérimentaux sera précédée d’une revue bibliographique qui décrira dans un premier temps 

l’hétérogénéité des infections respiratoires basses avec un focus sur la grippe et les mécanismes 

antiviraux qui en découlent, puis par une description des Toll-like receptors et de leurs 

agonistes et de leur implication dans la réponse antimicrobienne.  
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I. Les infections respiratoires 

Parmi les infections respiratoires, on distingue les infections respiratoires hautes et basses. 

Les infections respiratoires hautes, essentiellement d’origine communautaire, correspondent 

aux angines, otites, sinusites et rhinopharyngites. Ces pathologies atteignent les voies 

respiratoires supérieures (nez et sinus, bouche, pharynx, larynx et trachée). Leurs étiologies 

peuvent être virales (entérovirus, rhinovirus, adénovirus …) ou bactériennes (Streptococcus 

pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis …). Les 

infections respiratoires basses touchent les voies aériennes inférieures (voies respiratoires 

intrathoraciques : des grosses bronches jusqu'aux alvéoles pulmonaires). Celles-ci peuvent être 

d’origine communautaire ou nosocomiale. Les infections respiratoires basses aiguës sont l’un 

des plus fréquents motifs de consultation en médecine générale. Seules les infections 

respiratoires basses seront abordées dans ce manuscrit.  

 

I.1. Les infections respiratoires basses associées aux soins 

I.1.1. Définitions 

Les pneumonies associées aux soins (PAS), anciennement pneumonies nosocomiales, 

recouvrent différentes situations cliniques retrouvées :  

 chez des patients hospitalisés au moment du diagnostic de pneumonie :  

o les pneumonies acquises sous ventilation mécanique survenant plus de 48 

heures après le recours à la ventilation mécanique invasive ou non invasive 

(PAVM) ;  

o les pneumonies acquises à l’hôpital survenant sans ventilation mécanique 

(PAH) ; 

 chez des patients non hospitalisés au moment du diagnostic de pneumonie mais : 

o ayant été hospitalisés plus de 48 heures dans les 3 mois précédents  

o ayant reçu une antibiothérapie par voie intraveineuse, une chimiothérapie 

ou des soins cutanés d’ulcère ou d’escarre dans les mois précédents  

o hébergés en moyen ou long séjour 

o insuffisants rénaux dialysés. 
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Les pneumonies présentes ou en incubation lors de la prise en charge en établissement de 

santé, les pneumonies d’inhalation favorisées par les troubles de conscience ou de déglutition 

antérieurs à l’admission et non liés aux soins initiaux et les colonisations bronchiques 

asymptomatiques chez un malade ventilé sans fièvre et sans image radiologique ne font pas 

partie de la définition des PAS (1). 

 

I.1.2. Le diagnostic 

Les PAS représentent 25 % des infections associées aux soins. Elles sont associées à la 

moitié des prescriptions d’antibiotiques en réanimation et à un allongement de la durée de 

séjour à l’hôpital. La mortalité attribuable aux PAS est de 30 à 50 % et est influencée par 

l’efficacité de l’antibiothérapie initiale. Le diagnostic clinique des PAS est difficile. Il s’appuie 

sur l’analyse des critères cliniques de pneumonie et sur les résultats microbiologiques (examen 

direct et cultures semi-quantitatives) d’un prélèvement respiratoire « non invasif » 

(expectoration ou aspiration trachéale). Le diagnostic clinique de PAS est évoqué devant 

l’apparition d’une fièvre associée à des sécrétions trachéales purulentes, une hyperleucocytose 

ou une leucopénie, l’apparition de nouveaux infiltrats radiologiques et une dégradation des 

échanges gazeux. Cependant, les signes cliniques et biologiques de pneumonie sont peu 

spécifiques (1). En ce qui concerne les PAVM, le spectre microbien est fonction du délai de 

survenue de la pneumonie par rapport à l’administration de la ventilation mécanique. Les 

PAVM précoces survenant avant le 5
ème

 jour sont le plus souvent dues à des micro-organismes 

qui colonisaient le patient à son admission, en dehors de facteurs de risques particuliers. Les 

PAVM tardives sont plutôt liées à des bacilles à Gram négatif résistants et à Staphylococcus 

aureus résistant à la méticilline. 
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I.1.3. Traitement 

Le choix de l’antibiothérapie initiale dépend du délai de survenue de la pneumonie, des 

antécédents et des facteurs de risque du patient et de l’écologie locale de l’unité. Il est 

recommandé d’administrer le plus rapidement possible (après les prélèvements 

microbiologiques) une bi-antibiothérapie probabiliste active sur Pseudomonas aeruginosa, plus 

ou moins associée à une antibiothérapie anti-staphylococcique s’il existe des facteurs de risque 

ou des antécédents de colonisation, antibiothérapie secondairement adaptée aux résultats 

microbiologiques (1). La durée de traitement est de 8 jours sauf en cas de P. aeruginosa (15 

jours) (2). La désescalade est réalisée en fonction des résultats microbiologiques et de 

l’évolution clinique. 

 

I.2. Les infections respiratoires basses communautaires 

Les infections respiratoires basses forment un groupe hétérogène constitué des exacerbations 

de bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) d’origine infectieuse, des 

bronchiolites, des bronchites aiguës, des pneumopathies aiguës communautaires (PAC) et de la 

grippe. Elles sont dues à des pathogènes qui diffèrent suivant les âges de la vie. La gravité et le 

pronostic de ces affections sont très divers selon l’agent causal et le terrain sur lequel elles 

surviennent. Elles sont une source de morbidité et de mortalité importantes. Les antibiotiques 

prescrits pour le traitement des infections respiratoires basses génèrent un coût de santé 

publique majeur, puisqu’on estime qu’ils représentent 75 % de la prescription globale de ces 

médicaments, alors que la plupart de ces pathologies sont d’origine virale (3).  

Les infections respiratoires basses sont définies par l’association ou la succession de signes 

cliniques suivants survenant chez un malade ambulatoire ou hospitalisé depuis moins de 48h 

(4) : 

 une toux à laquelle s’associe d’emblée ou secondairement une expectoration ; 

 au moins un signe fonctionnel ou physique orientant vers une atteinte respiratoire basse 

(dyspnée, douleur thoracique, sifflement, signes auscultatoires récents en foyer ou 

diffus) ; 

 au moins un signe général suggérant une infection (fièvre, sueurs, céphalées, myalgies, 

arthralgies, mal de gorge ou rhume) 
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I.2.1. Les exacerbations de BPCO 

La BPCO est une maladie chronique inflammatoire des bronches, que l’on retrouve chez 

les fumeurs, lentement progressive, caractérisée par une diminution non complétement 

réversible des débits aériens. L’inflammation des voies aériennes observée dans la BPCO 

provoque un épaississement des parois par atrophie des muscles lisses, ainsi qu’une 

hypersécrétion réactionnelle de mucus. Le tissu pulmonaire est également inflammatoire, ce qui 

entraîne des perturbations cellulaires et des anomalies fonctionnelles. Les alvéoles pulmonaires 

qui permettent les échanges gazeux lors de la respiration sont progressivement détruites. 

L’exacerbation de BPCO correspond à la majoration d’une dyspnée, de la toux, du volume de 

l’expectoration et/ou de sa purulence (5). Chaque année, les exacerbations de BPCO sont 

responsables de 69 000 à 112 000 hospitalisations, occasionnant une morbidité et des coûts 

importants. Les exacerbations d’origine infectieuse ont un caractère saisonnier : leur 

prédominance hivernale est nette. Il en est de même pour les décès secondaires à la BPCO, 

survenant en particulier lors des fortes épidémies grippales (6). Les bactéries les plus 

fréquemment en cause sont S. pneumoniæ, H. influenzæ et M. catarrhalis. Les principaux virus 

sont les rhinovirus et métapneumovirus. Cependant, toutes les exacerbations de BPCO ne sont 

pas d’origine infectieuse, et l’antibiothérapie ne doit donc pas être systématique. Elle est fondée 

sur des critères d’infection (majoration de la dyspnée, de la purulence – verdâtre franche – et du 

volume des crachats) et sur la sévérité de la maladie, estimée en situation stable par la mesure 

du volume expiratoire maximum seconde (VEMS) et/ou par la sévérité de la dyspnée (3).  

Le tableau 1 résume les indications de l’antibiothérapie ainsi que les molécules 

recommandées. Le choix d’un traitement par antibiotiques ainsi que le type d’antibiotiques 

utilisés sont conditionnés par le résultat du VEMS. Les principales classes d’antibiotiques 

utilisées sont les bêta-lactamines (+/- associées à un inhibiteur de bêta-lactamase), les 

macrolides et synergistines et les fluoroquinolones (7). Les fluoroquinolones ne doivent pas être 

utilisées en 1ère
 intention. La durée de traitement actuellement recommandée est de 5 jours (8). 

Un échec thérapeutique impose d’éliminer une atteinte parenchymateuse par la radiographie de 

thorax et de rechercher une infection à P. aeruginosa en cas de BPCO évoluée.  
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Tableau 1 : Prescriptions d’antibiotiques dans les exacerbations de BPCO  

Stade clinique de gravité de la BPCO 

évalué en dehors de toute exacerbation 

Indications à 

l’antibiothérapie 
Choix de l’antibiothérapie 

Absence de dyspnée ou VEMS > 50 % Pas d’antibiotique 

Dyspnée d’effort (VEMS < 50 %) 

Antibiothérapie 

seulement si 

expectoration 

franchement 

purulente verdâtre 

Amoxicilline  

ou cefuroxime-axetil   

ou cefpodoxime-proxetil   

ou cefotiam-hexetil*  

ou macrolide  

ou pristinamycine  

ou télithromycine**  

Dyspnée au moindre effort  

ou dyspnée de repos (VEMS < 30 %) 

Antibiothérapie 

systématique + 

recherche des autres 

causes 

d’exacerbation de la 

dyspnée 

Amoxicilline - acide clavulanique  

ou C3G injectable : 

cefotaxime  

ceftriaxone 

ou fluoroquinolone anti-

pneumococcique*** : lévofloxacine  
 

* L’émergence de souches sécrétrices de bêta-lactamases dans la communauté devrait faire limiter leur 

utilisation.  

** Utilisable si les autres antibiotiques proposés ne peuvent être prescrits (risque plus élevé d’effets 

indésirables graves). 

*** Pas si le patient en a déjà pris une dans les 3 derniers mois. Prudence chez le sujet âgé. 

Remarque : compte tenu des études, il n’y a aucune hiérarchisation des molécules dans chaque groupe. 

 

 

Outre l’antibiothérapie, d’autres mesures sont conseillées : arrêt du tabac, bronchodilatateur 

par voie inhalée, courte corticothérapie per os si bronchospasme, kinésithérapie respiratoire. 

Les antitussifs sont contre-indiqués (3).  

La prévention des exacerbations d’origine infectieuse repose sur la vaccination antigrippale 

annuelle et antipneumococcique. Actuellement, le schéma vaccinal recommandé pour les 

patients atteints de BPCO et plus largement pour tous les insuffisants respiratoires, consiste en 

une injection de vaccin conjugué 13-valent (VPC13) Prevenar® suivie 8 semaines plus tard par 

le vaccin non conjugué 23-valent (VPP23) Pneumovax. Les personnes vaccinées avec la 

séquence VPC13 + VPP23 pourront recevoir une nouvelle injection du VPP23 en respectant un 

délai de 5 ans après la dernière injection. Pour les personnes qui n’ont reçu antérieurement que 

le vaccin VPP23, elles pourront recevoir une injection du VPC13 si la vaccination antérieure 

remonte à plus de 1 an ; l’injection ultérieure du VPP23 sera réalisée avec un délai minimal de 

5 ans par rapport à la date de l’injection du VPP23 (9). 
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I.2.2. La bronchiolite du nourrisson 

La bronchiolite aiguë est une affection virale respiratoire qui atteint les petites bronches. La 

bronchiolite du nourrisson est la principale cause d'infections respiratoires chez les nourrissons 

avant 2 ans. Prédominante l’hiver, elle affecte 460 000 bébés par an, principalement entre 2 et 8 

mois. Favorisée par la promiscuité, elle est le plus souvent due au virus respiratoire syncytial 

humain (VRS) de transmission interhumaine (3).  

Le diagnostic est clinique et ne requiert aucun examen biologique ni radiologique. Le 

tableau typique est celui d’une dyspnée expiratoire sifflante avec toux, parfois fébrile, 

généralement précédée d’une rhinopharyngite. L’auscultation trouve des râles sibilants et/ou 

crépitants bilatéraux ; la recherche d’une hépatomégalie est indispensable pour éliminer une 

insuffisance cardiaque (3).  

La prise en charge est uniquement symptomatique et repose notamment sur les 

désobstructions rhinopharyngées pluriquotidiennes, au sérum physiologique (pas de respiration 

buccale lors des premiers mois de vie), l’hydratation et le fractionnement de l’alimentation. Les 

corticoïdes (inhalés ou per os) et les bronchodilatateurs n’ont aucune indication dans une 

première bronchiolite typique. La kinésithérapie respiratoire est sans effet sur la durée 

d’hospitalisation, même si son indication en médecine ambulatoire est débattue. Une prévention 

par des anticorps monoclonaux anti-VRS (palivizumab (SYNAGIS)) diminue la fréquence 

des hospitalisations. Mais le coût élevé du traitement (environ 120 euros par kg) en limite 

l'utilisation aux prématurés (< 32 semaines d'aménorrhée), aux enfants de moins de 3 mois et 

aux enfants de moins de 2 ans avec dysplasie broncho-pulmonaire ou atteints d'une 

cardiopathie congénitale avec perturbations hémodynamiques. Les facteurs de risque de forme 

sévère sont un âge inférieur à 12 semaines, un antécédent de prématurité, une pathologie 

cardiovasculaire ou une immunodépression. Certains critères imposent une hospitalisation, 

parmi lesquels l’âge (nourrisson de moins de 6 semaines ou de moins de 3 mois d’âge corrigé 

pour les prématurés de moins de 32 semaines d’aménorrhée) et un environnement défavorable 

(difficultés psychosociales ou d’accès aux soins). Une hospitalisation doit également être 

envisagée en cas de polypnées, apnées, troubles de la conscience, cyanose, saturation capillaire 

< 94 % et troubles alimentaires (3). 
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I.2.3. Les bronchites aiguës 

Les bronchites aiguës se définissent par une inflammation des bronches et des bronchioles. 

Les signes cliniques sont caractérisés par une toux souvent sèche au début qui peut devenir 

purulente, associée à des douleurs thoraciques bronchiques (brûlure rétrosternale). Une 

infection des voies aériennes supérieures peut précéder la symptomatologie. Les bronchites 

aiguës sont extrêmement fréquentes (10 millions de cas/an en France), mais rarement à 

l’origine d’insuffisance respiratoire aiguë chez l’enfant ou l’adulte sain (3). Les virus 

respiratoires sont à l’origine de 50 à 90 % des bronchites aiguës microbiologiquement 

documentées, quelles que soient les méthodes diagnostiques utilisées (10), 

(11),(12),(13),(14),(15). Les coronavirus, les rhinovirus et les adénovirus sont plutôt à l’origine 

d’une infection des voies aériennes supérieures associée à une bronchite. Les virus influenza A, 

influenza B, para-influenza et le virus respiratoire syncytial (VRS) sont plutôt à l’origine d’une 

bronchite prédominante (16). Les bactéries à développement intracellulaire (M. pneumoniae, C. 

pneumoniae et Bordetella pertussis) sont en cause dans moins de 10 % des cas (17),(18). Liées 

à une inflammation des bronches proximales, les bronchites aiguës s’accompagnent d’une 

hypersécrétion de mucus. La toux, en général marquée (sèche initialement, volontiers nocturne, 

quinteuse douloureuse, devenant productive au bout de quelques jours), contraste avec la 

pauvreté de l’examen clinique (quelques ronchi à l’auscultation). Aucun traitement n’est 

recommandé en dehors d’une bonne hydratation, notamment chez les patients fragilisés (les 

antitussifs peuvent aggraver l’encombrement et induire une somnolence). Elles ne requièrent le 

plus souvent pas d’antibiothérapie puisqu’elles sont en grande majorité d’origine virale (19). 

En cas de comorbidités sévères, telles que l’insuffisance cardiaque chronique, le diabète 

insulinodépendant, ou un antécédent d’accident vasculaire cérébral avec séquelles, le risque de 

complications (surinfections, décompensation cardiaque, déshydratation…) est sérieux. Ces 

patients doivent donc être étroitement surveillés, pour ne pas retarder la mise en route d’une 

antibiothérapie en cas de surinfection bactérienne (20). 
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I.2.4. Les pneumonies aiguës communautaires (PAC) 

La pneumonie est définie par une infection du parenchyme pulmonaire d’évolution aiguë. 

Elle est la conséquence d’une infection par un germe caractérisé par son inoculum, sa 

virulence, ses résistances naturelles ou acquises aux antibiotiques usuels chez un hôte dont les 

défenses locales n’ont pas permis de maîtriser l’infection (21).  

Avec environ 500 000 cas par an en France, les pneumonies aiguës communautaires (PAC) 

sont la première cause d’insuffisance respiratoire aiguë d’origine infectieuse. La mortalité liée à 

ces infections est de 15 % (19). Le tabagisme actif multiplie environ par deux leur risque de 

survenue (22). La prise en charge doit donc être bien codifiée, l’objectif étant pour le médecin 

généraliste d’initier rapidement une antibiothérapie adaptée à l’écologie bactérienne et 

d’hospitaliser les patients qui en ont besoin.  

L’étiologie des pneumonies est complexe et encore mal comprise parce que les microbes 

responsables de pneumonies sont extrêmement variés et nombreux (Figure 1). Les agents 

identifiés sont très variés et incluent différents virus (virus à ARN et ADN, virus enveloppés ou 

non) et bactéries (bactéries à Gram positif et Gram négatif, bactéries intracellulaires ou 

extracellulaires). Les pneumonies peuvent être également causées par des levures ou des 

champignons comme Pneumocystis jirovecii. Chaque pathogène donné ne représente qu’une 

petite fraction de tous les cas de pneumonies, la plupart des cas étant d’étiologie inconnue. Les 

trois microorganismes les plus fréquemment retrouvés parmi les patients adultes hospitalisés 

pour une PAC sont les rhinovirus (9 %), les virus influenza (6 %) et S. pneumoniae (5 %) (23).  

 

 

 

 

 



15  

 

Figure 1 : Agents microbiologiques retrouvés chez des patients adultes 

immunocompétents hospitalisés pour pneumonies aiguës communautaires (23) 

 

 

Aucun signe clinique, radiologique ou biologique n’a de valeur discriminante suffisante 

pour identifier le micro-organisme. Néanmoins, certains éléments cliniques et biologiques, 

décrits dans le tableau 2, peuvent orienter le diagnostic vers une suspicion d’infection à S. 

pneumoniae, à bactéries atypiques ou à Legionella pneumophila (3). Dans le cas d’une 

pneumonie à S. pneumoniae, on parlera de pneumopathie franche lobaire aiguë (PFLA). 
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Tableau 2 : Eléments d’orientation diagnostique (3) 

 

En faveur du pneumocoque 

(PFLA) 

Agent le plus fréquent chez le sujet  40 ans et/ou avec 

comorbidité(s) 

Début brutal, fièvre élevée dès le premier jour 

Malaise général, point douloureux thoracique 

Opacité alvéolaire systématisée 

Hyperleucocytose à polynucléaires neutrophiles 

CRP élevée (> 50 mg/L) 

En faveur des bactéries 

atypiques 

Contexte épidémique (notamment pour Mycoplasma pneumoniae) 

Début progressif en 2 à 3 jours 

En faveur d’une légionellose 

Contexte épidémique ou « situation à risque » (voyage, thermes, 

exposition à de l’eau en aérosol contaminée …) 

Comorbidité(s) fréquente(s) 

Tableau évocateur (1/3 des cas) avec pneumonie d’allure sévère, 

début progressif, sans signe ORL, pouls dissocié, atteinte souvent 

bilatérale avec opacité interstitielle non systématisée 

Signes extrathoraciques : digestifs (douleurs abdominales, 

vomissements, diarrhée), neurologiques (troubles de la conscience, 

céphalées, myalgies) 

Echec des béta-lactamines 

 

 

En l’absence de signe de gravité, il n’y a pas lieu de rechercher systématiquement le germe 

(20). L’antibiothérapie doit être précoce en raison de la gravité potentielle des pneumopathies à 

pneumocoque. Le traitement de première intention repose sur une mono-antibiothérapie par 

amoxicilline (1 g x 3/j pendant 7 à 14 jours) ciblant le pneumocoque, en l’absence de suspicion 

d’infection à bactéries atypiques. En cas d’échec à 48 heures, on doit lui substituer un 

macrolide (roxythromycine 150 mg x 2/j pendant 7 à 14 jours) ou la pristinamycine (1 g, 3 x/j, 

7 à 14 jours) afin de couvrir les germes intracellulaires. Les fluoroquinolones anti-

pneumococciques sont de plus en plus abandonnées du fait de la pression de sélection et des 

résistances qu’elles engendrent. En cas de surinfection suite à une grippe, c’est l’association 

amoxicilline-acide clavulanique qui est recommandée (3). Les facteurs de risque de 

complication de la pneumonie sont soit liés au terrain du patient (âge et environnement, 

pathologies et traitements associés) et soit liés à la sévérité de la PAC (Tableau 3) (20).  
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Tableau 3 : Facteurs de risque de complication des PAC (3) 

 

Liés au terrain 

Age  65 ans 

BPCO, asthme 

Insuffisance cardiaque, diabète 

Hospitalisation dans les dernières années 

Prise de corticoïdes au long cours, immunodépression 

Traitement antibiotique dans le mois précédent 

Pathologie maligne évolutive 

Insuffisance rénale ou hépatique chronique 

Atteinte des fonctions supérieures 

Conditions socio-économiques défavorables, isolement 

Liés à la gravité de la PAC 

Sensation de malaise 

Absence de signe d’atteinte ORL 

Confusion, troubles de vigilance 

Pouls > 100 battements/min 

Température > 38°C 

Fréquence respiratoire > 30/min 

Pression artérielle < 90/60 mmHg 

Echec d’une antibiothérapie préalable 

Pneumonie d’inhalation 

 

De nombreux scores pronostiques identifiant les patients les plus fragiles font décider 

d’une hospitalisation. Parmi toutes ces aides à la décision, le CRB-65 est le plus simple à 

retenir et à utiliser. Le score CRB-65 établi par la British Thoracic Society (« C » pour 

confusion, « R » pour respiratoire, « B » pour blood pressure et « 65 » pour 65 ans) est défini 

par une confusion, une fréquence respiratoire  30/min, une pression artérielle systolique < 90 

mmHg ou une pression artérielle diastolique  60 mmHg. La conduite à tenir varie en fonction 

du nombre de critères observés. L’absence de critères rend possible un traitement ambulatoire. 

Par contre, la présence d’au moins un critère nécessite une évaluation en milieu hospitalier 

(24). Le score CURB-65 (British Thoracic Society) permet d’évaluer le risque de mortalité. Il 

reprend les paramètres cliniques du score CRB-65 auquel s’ajoute un critère biologique (l’urée 

sanguine > 7 mmol/L). Un patient présentant au moins 2 des 4 facteurs (hormis l’âge) multiplie 

par 36 le risque de mortalité (24). Enfin, le score ATS (American Thoracic Society) comprend 

des critères majeurs (nécessité d’une ventilation mécanique, choc septique) et des critères 

mineurs (pression artérielle systolique  90 mmHg, atteinte multi lobaire, ratio pression 

partielle de l'oxygène/fraction inspirée en oxygène < 250). La présence d’un critère majeur ou 

deux critères mineurs prédit la nécessité d’une admission en soins intensifs (25). 



18  

L’antibiothérapie probabiliste doit être instaurée dès le diagnostic porté, idéalement dans 

les 4 heures. En cas de comorbidités ou chez le sujet âgé (hors institution) sans signe de 

gravité, l’association amoxicilline-acide clavulanique est recommandée en premier choix, selon 

l'Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM), la Société de 

pathologie infectieuse de langue française (Spilf) et la Société de Pneumologie de Langue 

Française (SPLF). Pour les PAC prises en charge en unité de soins intensifs et réanimation, 

l’association céphalosporines de 3
ème

 génération + macrolides ou lévofloxacine est préconisée. 

La durée du traitement antibiotique des PAC est classiquement de 7 à 14 jours (10 jours en 

moyenne) (7).  

Enfin, chez le patient tabagique actif, la découverte d’une PAC doit être l’occasion de 

dépister une BPCO et un cancer bronchopulmonaire, surtout si une opacité radiologique 

persiste malgré le traitement antibiotique. Il est également licite de rechercher une 

immunodépression liée au VIH. En effet, la fréquence des PAC est très élevée dans la 

population séropositive pour le VIH, même en l’absence d’immunodépression sévère (CD4 > 

500/mm
3
). Les germes les plus fréquemment retrouvés sont alors S. pneumoniæ et H. influenzæ 

(26). 

 

I.2.5. La grippe 

I.2.5.1. Pathogénicité 

Le virus de la grippe est responsable d’épidémies annuelles hivernales, voire de pandémies. 

La grippe peut être à l’origine de pneumopathies virales, de surinfections respiratoires 

bactériennes et parfois de myocardites. Chaque année en France, on estime que la grippe 

saisonnière touche 5 à 7 millions de personnes (soit 5 à 10 % des adultes et 20 à 30 % des 

enfants), et est responsable d’au moins 1 500 décès (27). Elle engendre également des coûts 

économiques importants en termes d’hospitalisation mais aussi d’absentéisme professionnel, 

estimés à 100 millions d’euros par an (3).  

Lors d’une épidémie saisonnière, tous les âges peuvent être touchés, mais le risque de 

complications (pneumopathies grippales, hospitalisations, décès…) est particulièrement élevé 

dans certains groupes à risque (3) : 

- très jeune enfant, avant 2 ans ; 

- patient atteint d’une maladie chronique respiratoire ou cardiaque. La grippe peut être à 

l’origine d’une exacerbation ou d’une décompensation, notamment chez les sujets atteints 

de BPCO ; 
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- personne âgée de plus de 65 ans, d’autant plus en cas de comorbidités importantes ; 

- femme enceinte, chez laquelle la grippe est également plus fréquente et plus sévère que 

dans la population générale et est responsable de pneumopathies et d’hospitalisation. Le 

virus n’a pas de pouvoir tératogène mais peut être responsable de perte fœtale et 

d’accouchement prématuré (28). 

 

I.2.5.2. Traitement 

Quatre classes de médicaments antiviraux sont validées pour le traitement de la grippe dans 

plusieurs pays : les adamantanes, les inhibiteurs de neuraminidases, les inhibiteurs de la fusion 

membranaire, les inhibiteurs d’ARN polymérase ARN dépendante. Parmi eux, seuls les 

adamantanes et les inhibiteurs de neuraminidases sont autorisés en Europe et aux Etats-Unis. 

La famille des adamantanes incluent deux molécules utilisées par voie orale, l’amantadine 

(Mantadix®) et la rimantadine (Flumadine®), actifs uniquement sur les virus de la grippe A 

(29). Inhibiteurs de la protéine M2, elles bloquent la libération du génome viral dans le 

cytoplasme de la cellule infectée (30),(31). Ces deux molécules ont été utilisées à grande 

échelle et ont entrainé le développement d’une résistance de la majorité des souches circulantes 

contemporaines du virus de la grippe A. L’utilisation des adamantanes n’est donc plus 

recommandée (29). La deuxième famille est représentée par les inhibiteurs de neuraminidase : 

oseltamivir (Tamiflu) par voie orale et zanamivir (Relenza) par inhalation. Ces molécules 

miment l’acide sialique, substrat de la neuraminidase. L’acide sialique et l’inhibiteur de 

neuraminidase rentrent alors en compétition pour se lier au site actif de l’enzyme. Une fois 

l’inhibiteur fixé au site catalytique, la neuraminidase est inactivée (32). Ces médicaments 

peuvent être utilisés en thérapeutique ainsi qu’en prophylactique post-exposition. Ils doivent 

être administrés au plus tard 48h après l’apparition des symptômes pour être efficaces. A noter 

qu’il existe un troisième inhibiteur de neuraminidase, le peramivir, administré par voie 

intraveineuse mais uniquement disponible aux Etats-Unis (29). 

Un syndrome grippal chez une femme enceinte implique une évaluation médicale pour 

confirmer le diagnostic et éliminer une autre infection maternelle nécessitant une prise en 

charge rapide : listériose, chorio-amniotite, pyélonéphrite, primo-infection virale par exemple. 

En cas de contage avéré dans l’entourage proche et de symptomatologie grippale, un traitement 

précoce, prophylactique ou curatif selon les cas, par oseltamivir est recommandé chez la femme 

enceinte, quel que soit le terme (28). 
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La prévention la plus efficace est la vaccination annuelle. Elle est recommandée dans les 

groupes à risque (9) : 

- patients âgés de 65 ans et plus ; 

- femme enceinte quel que soit le trimestre de la grossesse ; 

- dès l’âge de 6 mois chez les personnes ayant des affections cardiorespiratoires chroniques, 

des atteintes neurologiques, une néphropathie ou une hépatopathie chronique, un diabète, un 

déficit immunitaire, des pathologies du globule rouge 

- les personnes obèses avec un indice de masse corporelle (IMC) égal ou supérieur à 40 

kg/m
2
, sans pathologie associée ou atteintes d’une pathologie autre que celles citées ci-

dessus ; 

- dans l’entourage des nourrissons < 6 mois ayant des facteurs de risque de grippe grave 

(prématurité, pathologie cardiorespiratoire) ; 

- sujets institutionnalisés et largement chez les soignants et les professionnels au contact de 

voyageurs 
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II. Virus de la grippe et réponse antivirale de l’hôte 

Les pneumonies qu’elles soient d’origine virale (grippe) ou bactérienne (S. pneumoniae) 

peuvent être un facteur déclenchant d’exacerbations de pathologies pulmonaires chroniques 

sous-jacentes comme la BPCO, l’asthme, les bronchites chroniques mais également 

responsable d’une diminution des fonctions pulmonaires des patients atteints de mucoviscidose 

(29). Pour faire face à l’infection, l’hôte met en place des mécanismes de défense complexes. 

Le système immunitaire a pour objectif d’éliminer les pathogènes tandis que la résilience 

tissulaire implique la prévention et/ou la résolution des dommages tissulaires liés à l’infection 

et/ou à la réponse de l’hôte au pathogène. Ces deux systèmes doivent être équilibrés pour être 

efficace et respecter l’homéostasie (23). Nous présenterons ici les caractéristiques du virus de 

la grippe et l’exemple de la réponse antivirale de l’hôte lors de l’infection par ce virus. 

 

 

 

II.1. Le virus de la grippe 

Les virus grippaux appartiennent à la famille des Orthomyxoviridae. Ce sont des virus 

enveloppés de 80 à 120 nm de diamètre, à ARN simple brin de polarité négative (Figure 2). 

Leur génome est segmenté avec 8 segments pour les virus de la grippe A et B et 7 pour les 

virus de type C et D (Tableau 4). Chaque segment est recouvert de multiples copies de 

nucléoprotéines virales (NP). Chacune des extrémités 3’ et 5’ des huit segments d’ARN, 

strictement conservées, interagissent avec une ARN-polymérase formant ainsi un complexe 

ribonucléoprotéique (RNP), entité fonctionnelle pour la transcription et la réplication. Le 

complexe RNP comprend donc un segment d'ARN viral associé à la nucléoprotéine NP et trois 

polymérases (PA, PB1 et PB2). La protéine de la matrice (M1), couvrant la face interne de 

l’enveloppe, est associée à la fois au RNP et à l'enveloppe virale. L’enveloppe virale dérive de 

la membrane des cellules infectées. Elle est constituée d’une bicouche lipidique dans laquelle 

sont insérées, sous la forme de spicules, deux glycoprotéines de surface, l’hémagglutinine (HA) 

et la neuraminidase (NA). Les virus de type C ne comportent qu’une seule glycoprotéine de 

surface l’hémagglutinine estérase (HEF). Une protéine transmembranaire, dite M2 pour les 

virus de types A, NB pour les virus de type B et CM2 pour les virus de type C, est également  
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présente en quantité moindre (Figure 2) (33),(34). La protéine non structurale NS1 est un 

facteur de virulence qui s’oppose aux défenses antivirales de l’hôte. Elle est absente de la 

particule virale mais est fortement exprimée dans la cellule infectée, agissant par un blocage 

général sur les synthèses cellulaires et en empêchant l’activation d’acteurs-clés du système 

interféron (35). La protéine NS2, désormais appelée NEP (Nuclear Export Protein), participe à 

l’export des RNPv du noyau vers le cytoplasme. NEP favorise la transition entre l’étape de 

transcription des gènes viraux et l’étape de réplication. Elle est également impliquée dans le 

processus de bourgeonnement (36). 

 

 

 

 

 
Figure 2 : Représentation schématique du virus de la grippe (33) 
Deux protéines de surface, l’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA), et la protéine 

transmembranaire M2 sont intégrées dans l’enveloppe virale, qui dérive de la membrane plasmique de 

l’hôte. Le complexe ribonucléoprotéique est composé d’un segment d’ARN viral associé à la 

nucléoprotéine (NP) et trois polymérases (PA, PB1 and PB2). La protéine de matrice M1 est associée à 

la ribonucléoprotéine et à l'enveloppe virale. Une petite quantité de protéine non structurale 2 

(NEP/NS2) est également présente, mais sa localisation dans le virion est inconnue. 
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Tableau 4 : les segments du virus de la grippe A et les protéines encodées  (34)  

N° de segment Protéine(s) 

encodée(s) 
Fonction principale 

1 PB2 
Composante de l’ARN polymérase, reconnaissance de 

la cape 

2 PB1 
Composante de l’ARN polymérase, élongation  et 

activité endonucléase 

3 PA Composante de l’ARN polymérase, activité protéase 

4 HA 
Hémagglutinine, liaison au récepteur cellulaire et 

fusion 

5 NP 
Liaison avec l’ARN (forme les RNP ou 

ribonucléoprotéine) 

6 NA Neuraminidase 

7 
M1 

M2 

M1 : protéine de matrice 

M2 : canal ionique 

8 
NS1 

NEP/NS2 

NS1 : protéine antagoniste de l’interféron, régulation de 

l’expression des gènes de l’hôte 

NEP/NS2 : export nucléaire des RNP 

 

 

La distinction entre les virus influenza de type A, B, C et D se fait sur les différences 

antigéniques des NP et des protéines matricielles M1. Les virus de type A, B et C infectent 

facilement les humains. Mais ce sont les virus de type A et B qui sont responsables des 

maladies respiratoires épidémiques saisonnières et pandémiques. Pour les virus de type A, un 

sous-typage supplémentaire est basé sur l'antigénicité des glycoprotéines de surface 

hémagglutinine et neuraminidase. Actuellement, 16 sous-types HA (H1-H16) et 9 sous-types 

NA (N1-N9) ont été identifiés dans les virus de type A (37),(38),(39). 

 

 

 

 

II.2. Le cycle réplicatif viral 

II.2.1. L’entrée du virus 

L’entrée du virus dans la cellule hôte est assurée par l’hémagglutinine HA qui se fixe 

spécifiquement aux acides sialiques portés par les glycolipides et les glycoprotéines cellulaires 

(étape 1 Figure 3). Pour être fonctionnelle et permettre l’infection, l’hémagglutinine HA sous 

forme de précurseur HA0 doit être clivée par des protéases cellulaires en HA1 et HA2, au 
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niveau d’un peptide reliant les deux sous-unités. La particule virale est internalisée dans des 

endosomes et fusionne avec les endosomes tardifs, au niveau de la région périnucléaire de la 

cellule (étape 2 Figure 3). L’acidification de l’endosome à un pH de l’ordre de 5 entraîne un 

changement de conformation de la protéine virale M2 qui a un rôle de canal ionique M2, ce qui 

provoque l’entrée d’un flux de protons de l’endosome acide dans la particule virale. Cela 

favorise la dissociation des complexes formés entre les RNPs et la protéine de matrice 

M1. Cette acidification produit également un changement de conformation de la protéine active 

HA, ce qui permet le démasquage du peptide de fusion. La fusion entre la membrane de 

l’endosome et la bicouche lipidique virale aboutit à la libération des RNPs dans le cytoplasme 

(étape 3 Figure 3). La protéine M1 n’interagit plus avec les complexes RNPs, qui peuvent dès 

lors migrer jusque dans le noyau (étape 4 Figure 3) (40). 

 

 

Figure 3 : Cycle de réplication du virus de la grippe, adapté de (41) 
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II.2.2. Transcription et réplication des ARN viraux 

La transcription et la réplication des ARN se déroulent dans le noyau des cellules infectées 

(étape 5 Figure 3). La translocation des RNPs vers le noyau fait intervenir des protéines de la 

famille des importines et des signaux d’adressage nucléaire présents au niveau de la 

nucléoprotéine NP. La synthèse de nouvelles particules virales nécessite deux étapes. La 

première étape correspond à la transcription du génome viral en ARNm suivie de la synthèse 

des protéines virales dans le cytoplasme. La deuxième étape consiste en la réplication du 

génome par l’intermédiaire d’ARN complémentaires. Ces deux étapes bien distinctes 

nécessitent de copier l’ARNv de polarité négative en ARN de polarité positive. Chaque RNP 

fonctionne comme une unité de transcription et de réplication indépendante. La transcription et 

la réplication sont assurées par le complexe polymérase, constitué des protéines PB1, PB2 et 

PA (ou P3 pour les virus de type C) (42).  

Lors de la transcription, l’ARN-polymérase virale synthétise des ARNm qui portent une 

coiffe à leur extrémité 5’ et une queue poly-A à leur extrémité 3’. L’acquisition de cette coiffe 

est réalisée selon un mécanisme particulier appelé vol de coiffe. L’ARN-polymérase virale 

reconnaît spécifiquement la coiffe ou 7-méthyl-guanosine (7mG) des pré-ARNm cellulaires. 

Elle clive ensuite, grâce à une activité endonucléase, les pré-ARNm 10-13 nucléotides après la 

coiffe (étape B Figure 4). Ces petits oligonucléotides d’ARN cellulaires coiffés servent alors 

d’amorces pour initier la transcription des ARNm viraux (étape C Figure 4). En fin de 

transcription, l’ARN-polymérase ajoute une queue poly-A à l’extrémité 3’ des ARNm viraux, 

par un mécanisme de bégaiement à partir d’une courte séquence poly-U localisée à l’extrémité 

5’ de l’ARN viral (ARNv) (étape D Figure 4) (42).  
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Figure 4 : Représentation schématique du mécanisme de transcription coiffe-dépendant 

spécifique de l’ARN-polymérase du virus de la grippe, d’après (43) 

 

Lors de la réplication, une première copie complémentaire et colinéaire de l’ARNv est 

synthétisée puis « encapsidée » par l’ARN-polymérase et la NP. L’ARN complémentaire 

répliqué, porté par ces RNPs, sert alors de matrice pour la synthèse de nouveaux ARNv. Ceux-

ci sont également encapsidés, formant de nouveaux complexes ribonucléoprotéiques et ensuite 

exportés dans le cytoplasme en vue de former de nouveaux virions. Les RNPs viraux 

nouvellement formés sont ré-importées au noyau : ils réalisent en effet les transcriptions et 

réplications suivantes (étape 6 Figure 3). Les vRNPs nouvellement synthétisées sont exportées 

dans le cytoplasme (étape 7 Figure 3) (42). 

II.2.3. Encapsidation et bourgeonnement 

Afin que le virus s'assemble, il faut que les protéines virales et les segments 

ribonucléoprotéiques soient présents au niveau de la membrane (étape 8 Figure 3). Les 

protéines HA et NA vont s'insérer grâce à un remaniement dans la membrane de la cellule hôte. 

Sur la face interne de la membrane cytoplasmique, les protéines M1 et M2 vont former la 

matrice. C'est au niveau de cette matrice que viennent s'assembler les nucléocapsides et les 

protéines virales de l'enveloppe par un processus de bourgeonnement. Les ARN négatifs du 

génome viral s'associent avec la protéine NP pour former les ribonucléoprotéines associées au 

complexe polymérase. C'est surtout la protéine M1 qui est importante pour l'encapsidation et le 

bourgeonnement (44). 

coiffe 
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II.2.4. Libération des nouveaux virions 

Les nouveaux virions formés par bourgeonnement restent attachés à la cellule hôte par la 

liaison de l’hémagglutinine virale et les acides sialiques cellulaires. Ils se détachent de la 

cellule par clivage de l'hémagglutinine par la neuraminidase (étape 9 Figure 3). Une fois 

libérées les particules virales diffusent à travers la couche de mucus et vont infecter d'autres 

cellules de l'épithélium respiratoire. La cellule hôte épuisée par la réplication virale devient 

alors la cible de la réponse immunitaire cytotoxique et est progressivement détruite (44). 

 

II.2.5. Variation antigénique 

II.2.5.1. Dérive génétique (ou glissement antigénique) 

Comme souvent dans le cas des virus à ARN, l’ARN-polymérase du virus de la grippe est 

dépourvue d’activité de correction d’erreur, engendrant un taux élevé de mutations du génome 

viral à l’origine de la dérive génétique. Ces erreurs aboutissent à des mutations ponctuelles au 

niveau des bases nucléotidiques des gènes viraux et par conséquent à des modifications au 

niveau des protéines pour lesquelles ils codent. Ces variations antigéniques sont mineures, et 

apparaissent essentiellement pour l'hémagglutinine et à moindre titre pour la neuraminidase. 

Tous les gènes codant pour les autres protéines virales peuvent a priori subir des mutations, 

dans la limite où les protéines codées par ces gènes conservent des fonctions compatibles avec 

la réplication virale. Le glissement antigénique concerne un sous-type, pour lequel apparaissent 

des variants successifs qui diffèrent progressivement de la souche d'origine. Il concourt à 

l'apparition d'épidémies annuelles limitées en raison de l'échappement partiel du virus à la 

réponse immunitaire de l'hôte. Il apparaît que chaque nouveau variant de virus grippal A, 

capable de réinfecter un individu préalablement exposé, présente au moins quatre substitutions 

d'acides aminés au niveau d'au moins deux sites antigéniques de l'hémagglutinine (45). 

 

  

https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-gene-151/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-proteine-237/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-neuraminidase-13689/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/vie-epidemie-3837/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-systeme-immunitaire-2722/
https://www.futura-sciences.com/tech/definitions/tech-hote-1219/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-acide-amine-8/
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II.2.5.2. Cassure antigénique (ou saut) 

La cassure antigénique (ou saut) est rendue possible par le caractère segmenté du génome 

des virus grippaux et constitue le second mécanisme de variation antigénique présent 

uniquement chez les virus grippaux de groupe A. Elle se produit lorsque deux virus différents 

provenant de deux espèces hôtes différentes co-infectent un seul hôte, ce qui facilite l'échange 

d'informations génétiques entre les virus grippaux A et permet au virus de subir des sauts 

évolutifs imprévisibles. Elle correspond au remplacement complet d'un ou plusieurs gènes 

d'une souche virale par un gène équivalent d'une autre souche virale (réassortiment génétique). 

Ce processus a pour résultat un nouveau virus A au niveau antigénique contre lequel la 

population humaine ne présente pas d’immunité. De tels virus ont eu le potentiel de causer trois 

pandémies de grippe au XXe siècle, en 1918 avec un sous-type A H1N1, en 1957 avec un sous-

type A H2N2 et en 1968 avec un sous-type A H3N2 (45). En 2009, un nouveau virus du sous-

type A/H1N1, partant du Mexique, a provoqué la première pandémie grippale du XXIe siècle 

(nommée au début « grippe porcine ») (46). 

 

 

 

II.3. La réponse interféron antigrippale 

La réponse interféron est la réponse antivirale majeure qui se déclenche dès l’entrée du 

virus dans la cellule et la reconnaissance de l’ARN viral par les récepteurs de l’immunité innée. 

En effet, la reconnaissance des virus se fait grâce aux récepteurs de l’immunité innée tels que 

les « Toll-like receptors » (TLR), les « RIG-1-like receptors » (RLR) et les « NOD-like 

receptors » (NLR) (47). Ainsi, la stimulation de ces récepteurs par des motifs viraux active des 

voies de signalisation qui via les facteurs de régulation des interférons (IRF) conduisent à 

l’induction de la transcription des interférons de type I (IFN, IFN) mais aussi de cytokines et 

chimiokines. Les interférons de type I en se fixant à leurs récepteurs (IFNAR, Interferon 

alpha/beta receptor) induisent la voie JAK1-STAT1/2 (Janus kinase1-Signal transducers and 

activators of transcription1/2) qui mène à la transcription d’une centaine de gènes stimulés par 

l’interféron (ISG). Les ISG peuvent être directement induits par certains IRF via une voie de 

signalisation indépendante des interférons. Certains ISG sont des éléments des voies de 

signalisation médiées par les interférons et participent ainsi à l’amplification de la signalisation. 

Les ISG présentent des fonctions effectrices antivirales qui ciblent de nombreuses étapes du 

cycle viral. A contrario, certains ISG amplifient la réplication de certains virus (47).  
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Plusieurs PRR sont impliqués dans la reconnaissance du virus de la grippe. TLR3, qui 

reconnaît l’ARN double brin, est exprimé dans le compartiment endosomal de différents types 

cellulaires impliqués dans l’infection par le virus de la grippe, notamment les cellules 

épithéliales respiratoires et les cellules dendritiques. Le récepteur TLR8 humain et le récepteur 

TLR7 murin, également exprimés dans les endosomes, peuvent également détecter l’ARN 

simple brin pour favoriser la transcription des ISGs. En plus des récepteurs PRR endosomaux, 

la plupart des cellules expriment des récepteurs PRR cytosoliques de la famille des RLR, 

incluant RIG-I et MDA-5 (melanoma differentiation associated proteine 5), qui reconnaissent 

l’ARN viral cytoplasmique. RIG-I reconnaît des ligands courts d’ARN avec des coiffes 5’-

triphosphate (5’-ppp) produits lors de la réplication virale. MDA-5 reconnaît plutôt des ARN 

viraux de longue taille (supérieurs à 2 kilobases) et des produits de réplication intermédiaires 

(48).  

Il est clairement établi que l’induction d’interféron en réponse à l’infection par le virus de 

la grippe dans les cellules épithéliales respiratoires et les autres types cellulaires dépend 

majoritairement de RIG-I. Cependant d’autres études suggèrent que MDA-5 jouerait un rôle 

complémentaire dans l’induction des IFN puisque les cellules déficientes en MDA-5 montrent 

une diminution de l’induction d’IFN après une exposition au virus de la grippe (48). 

S’il est admis que les ISGs sont des médiateurs de l’activité anti-virale vis-à-vis de nombreux 

virus, la connaissance de leur mécanisme d’action est encore limitée. En plus des ISGs, les 

cellules de l’hôte expriment une série d’autres protéines avec une activité antivirale qui sont 

régulées indépendamment des IFN de type I. Les ISGs et autres protéines cellulaires avec une 

activité antivirale (nommées facteurs de restriction) peuvent être exprimés de façon constitutive 

à différents taux dans certains types cellulaires. Ces taux peuvent être modulés par l’infection 

virale, les IFN de type I ou d’autres facteurs (48). 

Concernant le virus de la grippe, différents « facteurs de restriction » ciblent différentes 

étapes de son cycle viral (Figure 5). 
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Figure 5 : les facteurs de restriction bloquent de multiples étapes du cycle viral du virus 

de la grippe (48). 

 

II.3.1. Action au niveau de l’entrée du virus 

Les gènes de la famille IFITM sont les plus étudiés parmi ceux agissant contre les virus de 

la grippe A. Chez l’homme, la famille est composée de 5 gènes : ifitm1, ifitm2, ifitm3, ifitm5 et 

ifitm10. IFITM1, 2 et 3, localisés dans les endosomes, sont impliqués dans l’activité antivirale 

dirigée contre le virus de la grippe A et d’autres virus (49). Les propriétés antivirales de 

IFITM3 ont été particulièrement bien étudiées. IFITM3 n'inhibe pas la fixation ou 

l'internalisation du virus de la grippe A, mais piège les virions dans les compartiments 

endocytaires, ce qui entraîne leur dégradation (49),(50). A ce jour, IFITM1 et IFITM2, dans la 

réponse antivirale est moins clair. 
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Des études récentes ont démontré que la métallopeptidase à zinc STE24 (ZMPSTE24) était 

capable d’inhiber l’accès au compartiment endosomal. Des souris déficientes en ZMPSTE24 

infectées par le virus de la grippe A présentaient une surmortalité associée à des titres viraux et 

une production de cytokines augmentés. Cela s’explique par le rôle de ZMPSTE24 détecté dans 

les complexes protéiques IFITM et nécessaire pour l'activité antivirale des IFITM. D'autres 

études sont nécessaires pour comprendre les mécanismes spécifiques par lesquels l'entrée du 

virus est bloquée (51). 

 

II.3.2. Action au niveau de la transcription et la réplication 

La plupart des facteurs antiviraux identifiés à ce jour ciblent la transcription et la 

réplication dans le cycle du virus de la grippe A. Ceux-ci n’auront pas d’impact sur la fixation, 

l’entrée et la fusion du virus mais l’altération de la réplication virale inhibera également la 

libération du virus. 

II.3.2.1. La famille des GTPases 

Dans la famille des GTPases, on retrouve les protéines Mx. La protéine Mx1 

cytoplasmique humaine (également appelée MxA) et la protéine Mx1 murine localisée dans le 

noyau présentent une forte activité antivirale en ciblant les complexes ribonucléoprotéiques 

viraux. La protéine MxA humaine intervient au niveau de deux étapes du cycle viral. Les vRNP 

entrants sont retenus dans le cytoplasme (52). L'amplification de l'ARNv à partir de copies 

d'ARNc (transcription secondaire) est également bloquée, potentiellement par séquestration 

cytoplasmique de la nucléoprotéine NP et la polymérase PB2 nouvellement synthétisées, mais 

le mode d'action exact n'est pas encore défini. En revanche, la protéine Mx1 nucléaire murine 

cible l'activité de la polymérase virale associée au complexe ribonucléoprotéique virale pour 

bloquer la transcription primaire des gènes viraux (53). Les différentes souches du virus de la 

grippe présentent une sensibilité variable aux protéines Mx, en fonction de la NP (54).  

Les protéines liant le guanylate (GBPs) représentent un autre groupe de GTPases 

inductibles par l'interféron. À ce jour, 11 GBP ont été décrites chez la souris et 7 chez l'homme. 

La GBP1 humaine est impliquée dans l’activité antivirale contre le virus de la grippe A. 

L'activité de la GBP1 est essentielle pour l'inhibition de la réplication du virus de la grippe. Un 

mécanisme d’échappement du virus de la grippe consiste à bloquer l’activité antivirale de 

GBP1 en fixant la protéine NS1 à la GTPase (55). 
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II.3.2.2. La protéine kinase R 

La protéine kinase R (PKR) cytosolique, inductible par l’interféron, est activée par sa 

liaison à l’ARN double brin et présente une activité antivirale vis-à-vis de nombreux virus. Une 

fois activée, la protéine PKR est autophosphorylée ainsi que d’autres substrats parmi lesquels 

eIF-2 (eukaryotic initiation factor 2-subunit) et IkB. La phosphorylation de eIF-2 entraîne 

une forte inhibition de la synthèse des protéines virales, limitant ainsi la réplication virale. De 

plus, la phosphorylation de IkB active NF-B (nuclear factor-kappa B) qui régule positivement 

la transcription des gènes IFN et donc contribue à l’expression des ISG. Les virus de la grippe 

A ont développé plusieurs mécanismes d’échappement pour empêcher l’action antivirale de la 

protéine kinase R (48). 

 

II.3.2.3. La famille des protéines OAS 

Les synthétases 2’-5’-oligoadenylate (2-5A) (OAS), localisées dans le cytosol, 

correspondent à une famille d‘ISGs caractérisés par leur capacité à synthétiser du 2’-5’-

oligoadenylate, qui induit la dégradation de l’ARN par activation de la RNaseL. Cette 

ribonucléase dégrade les ARN simple brin viraux et cellulaires, ce qui limite la réplication 

virale et induit l’apoptose des cellules infectées. De plus, certains produits issus de la 

dégradation ont été décrits comme capables de se lier et d’activer RIG-1 amplifiant ainsi la 

production d’interféron (48). A noter que la protéine virale NS1 du virus de la grippe A 

possède un domaine N-terminal capable de se lier et de séquestrer les ARN double brin ce qui 

entraîne l’inhibition du système OAS/RnaseL ainsi que l’inhibition de la signalisation induite 

par l’ARN double brin nécessaire pour la production d’interféron (56). 

D’autres protéines ont été décrites comme interagissant directement avec l’ARN viral. La 

famille des protéines IFIT (IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats (TPRs)) contient 

4 membres chez l’homme : IFIT1 (ISG56), IFIT2 (ISG54), IFIT3 (ISG60) et IFIT5 (ISG58). 

Elle présente une activité antivirale vis-à-vis de nombreux virus. Toutefois son rôle contre le 

virus de la grippe A reste à clarifier. De même, des rôles contradictoires ont été décrits pour 

ADAR1 (Adenosine deaminase acting on RNA 1) agissant contre le virus de la grippe A ou 

favorisant la réplication de certains virus dont le virus de la grippe A (48). 
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II.3.3. Action sur les protéines virales 

ISG15 est une protéine cytosolique, analogue de l’ubiquitine, induite par l’interféron et qui 

se lie de façon covalente aux protéines cibles par l’action séquentielle de trois enzymes 

également induites par les interférons de type 1 (E1 activating enzyme UbE1L, E2 conjugating 

enzyme UbcH8 et E3 ligase Herc5). Dans l’infection par le virus de la grippe A, la cible 

prédominante est la protéine NS1 virale. La conjugaison de ISG15 à la protéine NS1 entraîne la 

perte d’une ou plusieurs de ses fonctions inhibant ainsi la réplication virale (57).  

Les protéines TRIM (tripartite motif) sont des composants clés de la réponse de l'hôte aux 

infections virales, fonctionnant comme des facteurs de restriction antiviraux directs ou 

modulant des cascades de signalisation qui conduisent à l’induction de cytokines pro-

inflammatoires. Plus de 80 protéines de la famille TRIM ont été décrites chez l'homme. La 

plupart sont des ligases ubiquitine E3. Parmi les protéines TRIM impliquées dans la régulation 

de l'immunité innée, un certain nombre peut moduler les cascades de signalisation médiées par 

les PRR en réponse à l'infection virale, ainsi que l'autophagie induite par le virus de la grippe 

A. Pour d'autres protéines TRIM, un rôle de facteur de restriction a été décrit. Par exemple, 

l’activité antivirale de TRIM22 est médiée par la polyubiquitination de la nucléoprotéine virale 

dépendante de la ligase E3, favorisant ainsi la dégradation protéosomale dépendante (58). De 

même TRIM32 se lie et ubiquitine la protéine virale PB1, la ciblant ainsi pour la dégradation 

protéosomale, ce qui inhibe l’activité de la polymérase virale (59).  

 

 

II.3.4. Action sur l’assemblage et la libération du virus 

La cycline D3, présente une capacité, indépendante de son rôle de régulateur clé dans le 

cycle cellulaire, d’inhiber la libération de nouveaux virus. Elle se lie directement à la protéine 

virale M2, ce qui interfère dans liaison M1-M2 essentielle pour l’assemblage des nouveaux 

virions (60).  

La protéine vipérine (virus inhibitory protein, endoplasmic reticulum-associated, interferon 

inducible) ou Rsad2 a été décrite comme inhibiteur de la réplication de différents virus par 

différents mécanismes. Pour le virus de la grippe A, elle semble bloquer la libération des 

nouveaux virions formés en réduisant la synthèse d’isoprenoïdes, ce qui interfère avec la 

formation des radeaux lipidiques à partir desquels les virus bourgeonnent (61). 

Après la libération du virus de la grippe à partir des cellules infectées, le clivage de 

l’hémagglutinine est essentiel pour permettre l’infection de nouvelles cellules cibles. 
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L'inhibiteur de l'activateur du plasminogène 1 (PAI-1) est un ISG qui peut réduire la diffusion 

du virus de la grippe A par sa capacité à inhiber les protéases respiratoires nécessaires pour le 

clivage extracellulaire et donc la maturation de l’hémagglutinine (62). De plus, un déficit 

partiel en PAI-1, lié au polymorphisme du gène SERPINE1, qui code pour PAI-1, entraîne une 

susceptibilité augmentée in vitro à l’infection par le virus de la grippe A. PAI-1 représente donc 

le premier gène ISG décrit pour posséder une activité antivirale directe dans l’environnement 

extracellulaire (48). 
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III. Agonistes de TLR et activité anti-microbienne 

Les traitements par antibiotiques ou antiviraux montrent actuellement leurs limites. En effet, 

les bactéries ont développé de nombreux mécanismes de résistance ce qui complique 

notamment le traitement des pneumonies par antibiotiques. Chaque année, le Centre National 

de Référence des Pneumocoques réalise l’étude de la sensibilité aux antibiotiques (souches 

invasives les années paires, souches invasives et souches isolées d’otite moyenne aiguë les 

années impaires). En 2016, la proportion de pneumocoques de sensibilité diminuée à la 

pénicilline (PSDP) était de 26 % mais cette incidence pourrait toutefois amorcer une hausse 

(63). Ce sont les entérobactéries qui posent le plus de problème de résistance aux -lactamines. 

Sader et al. ont évalué la sensibilité aux antibiotiques de bactéries à Gram négatif isolées chez 

des patients hospitalisés pour pneumonies aux Etats-Unis entre 2015 et 2017. Concernant la 

résistance aux céphalosporines de 3
ème

 et 4
ème

 génération, 15 % des Entérobactéries présentent 

une résistance au ceftazidime, 18,7% à la ceftriaxone et 7,8% au cefepime selon le référentiel 

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Selon le même référentiel, 13,1% des 

souches de P. aeruginosa sont résistantes au ceftazidime et 5,8 % au cefepime (64). En France, 

en 2015, 11,9 % des souches d’Escherichia coli, 25,9 % des souches de K. pneumoniae et 21 % 

des souches d’E. cloacae isolées de bactériémies sont productrices de -lactamases à spectre 

étendu (BLSE) (65). 

De même, le virus de la grippe présente des résistances aux antiviraux actuels. En effet, Dong 

et al. ont évalué la fréquence et la distribution des mutations du gène M2 sur des souches du 

virus influenza, résistantes aux adamantanes, ayant circulé dans le monde entre 1902 and 2013. 

31251 séquences de la protéine M2 de différents sous-types de virus influenza A (H1-H17) ont 

été analysées. 45,2 % de ces souches étaient résistantes aux adamantanes (95 % des souches 

portant la mutation S31N). La fréquence de la résistance aux adamantanes varie parmi les sous-

types du virus de la grippe A, les années, les espèces d’hôte et la distribution géographique. En 

revanche, les résistances aux inhibiteurs de neuraminidase sont plus rares (66). Des mutations 

au niveau du site catalytique de la neuraminidase du virus ont été décrites, la substitution 

H275Y étant la plus observée. Elles empêchent la liaison, au site catalytique de l’enzyme, de la  
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molécule antivirale qui devient inefficace. La fréquence des virus présentant une résistance aux 

inhibiteurs de neuraminidase en 2016/2017 est de 0,2 % (incidence la plus basse observée à ce 

jour) (67). Les inhibiteurs de neuraminidase restent donc adaptés au traitement et à la 

prophylaxie de l’infection par le virus de la grippe. Toutefois, l’émergence de souches 

résistantes restent une menace (67). De plus, la nécessité d’administrer ces médicaments au 

maximum 48 heures après les débuts des symptômes reste un inconvénient majeur. 

Face aux impasses thérapeutiques liées aux résistances ou au manque d’efficacité des 

antimicrobiens, de nouvelles alternatives thérapeutiques doivent donc être mises en œuvre. 

L’immunomodulation de l’immunité innée semble être une piste intéressante qui fait l’objet de 

nombreuses études. Les agonistes des récepteurs innés de type Toll-like receptors (TLR) sont 

les plus avancés en termes de recherche. En effet, de nombreuses études ont évalué l’effet 

prophylactique et/ou thérapeutique de ces agonistes dans le contrôle des pathologies 

infectieuses (68),(69),(70),(71),(72). 

 

III.1. Les Toll-like receptors 

Les récepteurs de l’immunité innée appelés PRR (Pattern Recognition Receptor) 

reconnaissent des motifs moléculaires microbiens universels et invariants ou MAMP 

(Microbial Associated Molecular Pattern) de nature bactérienne, virale, fongique ou parasitaire 

(73). Les « Toll-like receptors » (TLR) sont les premiers et les plus étudiés des PRR identifiés à 

ce jour. Chez l’homme, il existe 10 TLR, 13 chez la souris (Figure 6) (68),(74). Il s’agit de 

protéines transmembranaires, organisées en trois domaines : un domaine extracellulaire avec 

des répétitions riches en leucines impliquées dans la détection des MAMP, un domaine 

transmembranaire et un domaine intracellulaire TIR (Toll/IL-1R homology domain) nécessaire 

à la transduction du signal. L’interaction entre les TLR et leur MAMP agoniste provoque le 

recrutement des adaptateurs moléculaires MyD88 (Myeloïd Differentiation factor 88) ou TRIF 

(TIR domain containing adaptor inducing IFN-) au niveau du domaine TIR. Ceci entraîne une 

cascade de signalisation induisant l’activation de la voie des MAPK (Mitogen-Associated 

Protein Kinase), la voie IRF3 et la voie NF-κB, induisant ainsi une inflammation locale (75). 
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Figure 6 : Les TLR et leurs agonistes (68) 
LPS : lipopolysaccharide ; MPL : monophosphoryl lipid A ; CpG : cytosine-phosphate-guanosine 

(CpG) non méthylé ; ODN : oligodéoxynucléotides non méthylés synthétiques contenant des motifs 

CpG ; poly I-C : polyinosinique-polycytidylique 

 

L’état inflammatoire induit par les agonistes TLR, se traduit notamment par la production 

de cytokines (IL-1, IL-6, IL-8…) et de chimiokines impliquées dans de recrutement de cellules 

tels que les neutrophiles, les monocytes ou les macrophages. Parmi les gènes activés par les 

agonistes TLR, on retrouve également des gènes codant des molécules antimicrobiennes 

comme les peptides antimicrobiens (76). Enfin, les TLR jouent également un rôle dans la 

maturation des cellules dendritiques et dans leur capacité à activer les lymphocytes T naïfs et 

ainsi à permettre le développement d’une réponse adaptative (77).  

De par leurs propriétés immunostimulantes, les ligands de TLR sont naturellement devenus 

des candidats médicaments pour le développement de nouveaux adjuvants vaccinaux (78),(79), 

pour le traitement de certains cancers (80) ou pour le contrôle des pathologies infectieuses 

(68),(69),(70),(71),(72).  
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III.2. TLR5 et flagelline 

Parmi les 10 TLR fonctionnels chez l’homme, TLR5 reconnaît la flagelline, protéine 

structurale des flagelles bactériens. La flagelline FliC de Salmonella enterica sérovar 

Typhimurium, constituée de 494 acides aminés, est la mieux caractérisée (Figure 7) (81). Les 

170 acides aminés N-terminaux ainsi que les 90 résidus C-terminaux de FliC s’organisent en 2 

domaines D0 et D1 qui sont très conservés parmi les bactéries à Gram négatif et confèrent son 

activité pro-inflammatoire à la flagelline (82),(83). Le domaine D1 et le motif QRVRELAV 

correspondant aux acides aminés 89 à 96 de FliC sont indispensables à la signalisation 

dépendante de TLR5 (84). Les domaines centraux D2 et D3 variables d'une espèce bactérienne 

à une autre participent à l'antigénicité du flagelle. Cette séquence hypervariable permet de 

définir des sérotypes flagellaires, communément dénommé antigène H chez les entérobactéries.  

 

 

 

Figure 7 : Représentation structurale de la flagelline 
(A, B) Représentation schématique transversale (A), longitudinale (B) de l’organisation du flagelle 

bactérien de Salmonella enterica sérovar Typhimurium. (C) Structure tridimensionnelle de la flagelline 

FliC : domaine terminal (violet), central (bleu) et région hypervariable (jaune) (85) 

 

 

 

TLR5 est exprimé à la surface des macrophages, des cellules dendritiques et des cellules 

épithéliales (86),(87). L’interaction entre TLR5 et la flagelline active l’expression de gènes de 

chimiokines telles que CCL20 et CXCL2, de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF, IL-

1β ou IL-6, de cytokines comme IL-17 et IL-22 ainsi que de composés antimicrobiens (par 

exemple : β-défensines ou iNOS). Cette réponse est très rapide (de quelques minutes à 

quelques heures) et présente un caractère transitoire car de nombreux mécanismes de 
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régulations négatives entretiennent un retour à l'homéostasie (88),(89),(90). Les chimiokines et 

cytokines produites après stimulation de TLR5 sont impliquées dans le recrutement et 

l’activation de cellules immunitaires telles que les polynucléaires neutrophiles, les monocytes 

ou les cellules dendritiques. Dans les muqueuses et plus particulièrement les cellules 

épithéliales, la signalisation dépendante de TLR5 mobilise des mécanismes de clairance 

microbienne. Le recrutement de polynucléaires neutrophiles dans le parenchyme et le 

compartiment luminal des muqueuses et la synthèse épithéliale de molécules antimicrobiennes 

représentent la signature dominante (90). De plus, l'augmentation de la production locale de 

molécules comme l’amphireguline, l’épiréguline ou le trefoil factor 2 favorise la réparation 

tissulaire (90).  

La flagelline active également la voie cytosolique de l’inflammasome, indépendamment de 

TLR5, via un complexe moléculaire formé du récepteur NAIP5 (neuronal apoptosis inhibitory 

protein 5) et de NLRC4 (NLR family CARD domain-containing protein 4) de la famille des  

« NOD-like receptors » (NLR) (91),(92). L’inflammasome NAIP5/NLRC4 active la caspase 1 

et induit ainsi la maturation protéolytique des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18, qui 

contribuent à l’amplification de la réponse immunitaire innée. La délétion des 3 derniers acides 

aminés en position C-terminale de la flagelline FliC abolit totalement la capacité de la molécule 

à stimuler l’inflammasome (Figure 7) (92). 

De nombreuses études ont montré le large potentiel anti-infectieux de la flagelline. En 

effet, la flagelline a démontré un effet anti-bactérien vis-à-vis des bacilles à Gram négatif tels 

que Salmonella (93), E. coli (84), P. aeruginosa (94),(95), des cocci à Gram positif tels que 

Enterococcus (96), S. pneumoniae (97) et des bactéries anaérobies comme Clostridium difficile 

(98). La flagelline possède également un effet antiviral vis-à-vis du rotavirus et du 

cytomégalovirus (99),(100) et anti-fongique (Candida albicans) (101). 
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OBJECTIFS DE LA THESE 
 

 

 

 

 

 

La flagelline, agoniste de TLR5, a démontré des propriétés anti-infectieuses dans de 

nombreux modèles infectieux bactériens, y compris dans des modèles d’infections respiratoires 

(94),(97). Récemment, la flagelline a été impliquée dans la protection contre des infections 

virales dans des modèles murins d’infection au rotavirus ou au CMV (99),(100). Cependant, le 

rôle protecteur de la flagelline, dans des modèles d’infections virales respiratoires, n’a pas à ce 

jour été évalué. Dans une première partie, nous proposons d’analyser le potentiel thérapeutique 

de la flagelline dans un modèle d’infection par le virus de la grippe H3N2 et de rechercher les 

mécanismes potentiellement impliqués. Par ailleurs, nous avons évalué la capacité antivirale de 

la flagelline en association avec l’oseltamivir, une molécule antivirale de référence.  

Les études précliniques ont montré un potentiel anti-infectieux de la flagelline en 

combinaison avec les antibiotiques dans des modèles d’infections respiratoires au 

pneumocoque (124). Ces études permettent d’envisager, chez l’homme, l’utilisation de la 

flagelline comme agent thérapeutique dans le contexte d’infections respiratoires graves telles 

que les pneumonies. Cependant la capacité stimulatrice de la flagelline dans un contexte 

inflammatoire, comme dans le cas d’une pneumonie, n’est pas connue. Dans une seconde 

partie, nous avons donc voulu évaluer la capacité des cellules sanguines de patients souffrant 

de pneumopathie franche lobaire aiguë à répondre à des agonistes de récepteurs de l’immunité 

innée dont notamment la flagelline. Nous avons donc mis en place une étude clinique en 

collaboration avec les services de pneumologie des hôpitaux du Groupement des Hôpitaux de 

l’Institut Catholique de Lille (GHICL).  

 



41  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TRAVAUX DE RECHERCHE 



42  

I. L’agoniste du Toll-like receptor 5 réduit les taux de 

transcrits M1 du virus de la grippe A indépendamment 

de l’interféron de type 1 et de l’interleukine-22 et 

améliore l’efficacité de l’oseltamivir 

 
Plusieurs études de la littérature ont évalué le potentiel de stimulation de l’immunité innée 

avec différents agonistes de TLR pour contrôler l’infection par le virus de la grippe (Tableau 

5). La plupart de ces études utilisent un traitement par un agoniste de TLR en prophylaxie avec 

l’agoniste administré par voie respiratoire (intranasale ou en aérosol). Dans certains cas, c’est 

la voie intramusculaire ou intrapéritonéale qui est utilisée. Wu et al. ont utilisé un agoniste du 

récepteur TLR7 et ont observé une amélioration significative de la survie chez les souris 

traitées dans un modèle d’infection par le virus H1N1 (102). Hammerbeck et al. ont traité des 

rats infectés par H3N2 par un composé agoniste de TLR7 et TLR8 et ont constaté une 

diminution significative des titres viraux au niveau pulmonaire (103). Lau et al. d’une part et 

Zhao et al. d’autre part ont administré un agoniste de TLR3 pour obtenir un effet protecteur 

contre le virus de la grippe A (104),(105). Tan et al. ont décrit un effet protecteur rapide de 

l’agoniste Pam2Cys par stimulation du récepteur TLR2 chez des souris infectées par le virus de 

la grippe (106). Mifsud et al. ont observé les mêmes effets dans leur modèle d’infection par le 

virus de la grippe (107),(108). Tuvim et al. ont démontré quant à eux un effet synergique des 

agonistes de TLR2/6 et TLR9 pour contrôler l’infection virale (109). Plusieurs équipes ont 

travaillé sur les effets du CpG, agoniste de TLR9. Norton et al. ainsi que Wong et al. ont 

administré la molécule par voie intranasale (110),(111), alors que Jiang et al. l’ont utilisée par 

voie intrapéritonéale (112). Les équipes de Barjesteh et al. et St Paul et al. ont quant à elles 

observé les effets de différents agonistes de TLR par voie intranasale et intramusculaire dans 

un modèle d’infection par le virus de la grippe H4N6 chez le poulet (113),(114). 

 

Le but de notre étude est d’analyser le potentiel thérapeutique de la flagelline dans un 

modèle murin d’infection par le virus de la grippe H3N2 développé au laboratoire. Les résultats 

seront présentés sous forme d’un article dont la version anglaise a été soumise à Antiviral 

Research. Des résultats complémentaires seront exposés à la suite du manuscrit.  
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Tableau 5 : Utilisation des agonistes de TLR dans des modèles d’infection par le virus de 

la grippe  
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I.1.1. Résumé 

Les infections par le virus de la grippe restent une menace pour le système de soins en 

santé malgré les programmes de vaccination et les molécules antivirales commercialisées. 

L’immunomodulation par l’activation des récepteurs de l’immunité innée pourrait représenter 

une approche innovante contre le virus de la grippe. Cette étude a évalué la capacité de la 

flagelline, agoniste du Toll-like receptor 5 (TLR5), à contrôler la réplication du virus de la 

grippe chez la souris. Premièrement, nous avons montré que l’administration nasale ou 

systémique de flagelline activait la transcription de gènes antiviraux dans le tissu pulmonaire. 

L’administration prophylactique ou thérapeutique de flagelline a entraîné la diminution de la 

réplication du virus de la grippe dans le poumon de souris infectées par le virus de la grippe A 

H3N2. L’effet de la flagelline sur la réplication virale a également été observé chez des souris 

Ifnar
-/-

 et Il22
-/-

 infectées par le virus de la grippe, suggérant un mécanisme indépendant de 

l’interféron de type I et de la signalisation interleukine 22. De plus, un traitement combinatoire 

associant oseltamivir, inhibiteur de neuraminidase, et flagelline était plus efficace que les 

traitements séparément pour réduire les taux d’ARN viraux pulmonaires. Cette étude souligne 

le potentiel thérapeutique de la flagelline pour contrôler la réplication du virus de la grippe 

 

 

I.1.2. Introduction 

Les virus de la grippe sont responsables d’infections saisonnières épidémiques et 

d’épidémies pandémiques et causent des maladies respiratoires chez l’homme avec un risque 

de complications sévères chez les sujets jeunes, âgés, immunodéprimés et atteints de 

pathologiques cardiovasculaires et respiratoires chroniques. Chaque année, 3 à 5 millions de 

cas de maladies graves sont causées par le virus de la grippe entraînant 250 000 à 500 000 

décès dans le monde (Horimoto and Kawaoka, 2005). Les options thérapeutiques sont limitées 

à la vaccination et quelques médicaments. Parmi eux, des inhibiteurs de la neuraminidase tel 

que l’oseltamivir sont largement utilisés pour le traitement, par voie orale, des pathologies 

aiguës non compliquées liées au virus de la grippe mais sont aussi recommandés en 

prophylaxie chez des patients à risque ayant été en contact avec des patients atteints par le virus 

de la grippe (Fiore et al., 2011).  

En raison de l’étroite fenêtre thérapeutique des inhibiteurs de neuraminidase et de 

l’émergence de souches résistantes aux médicaments, de nouvelles stratégies antivirales sont 

nécessaires (Govorkova et al., 2013). La stimulation de l’immunité innée pourrait être une 

approche thérapeutique alternative aux traitements anti-infectieux actuels comme elle induit 
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une production locale de molécules anti-microbiennes et le recrutement de cellules effectrices 

impliquées dans le contrôle de l’infection (Hancock et al., 2012; Iwasaki and Pillai, 2014). Les 

« Toll-like receptors » (TLRs) sont des récepteurs de l’immunité innée impliqués dans la 

reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogènes conservés (Kawai and Akira, 

2010). L’activation des TLR par les composés microbiens entraîne une cascade de signalisation 

et favorise les réponses pro-inflammatoires impliquées dans la défense antimicrobienne (Kawai 

and Akira, 2010). Compte tenu de leur large distribution cellulaire et de leur rôle important 

dans l'immunité, les TLR sont devenus des cibles thérapeutiques dans la lutte contre les 

maladies infectieuses bactériennes et virales (Hancock et al., 2012; Savva and Roger, 2013; 

Hedayat et al., 2011; Mifsud et al., 2014). 

Dans ce contexte, des modèles expérimentaux ont montré que divers agonistes de TLR 

pouvaient protéger contre les infections par le virus de la grippe : des agonistes de TLR2, 

TLR3, TRL7, TLR8 et TLR9, seul ou en traitement combinatoire, stimulent des réponses 

immunitaires innées capables de protéger contre des infections par le virus de la grippe A 

(IAV) aussi bien chez les mammifères que chez la volaille (Tan et al., 2012; Mifsud et al., 

2016; Tuvim et al., 2012; Wong et al., 2009; Lau et al., 2010; Zhao et al., 2012; Jiang et al., 

2011; Norton et al., 2010; Wu et al., 2007; Hammerbeck et al., 2007; Barjesteh et al., 2015). De 

façon intéressante, la plupart de ces agonistes sont administrés par la voie respiratoire en 

prophylaxie, suggérant que la simulation locale d’une réponse immunitaire innée antigène 

indépendante peut contrôler la réplication virale. 

TLR5 reconnaît la flagelline, la protéine structurale des flagelles bactériens et est exprimée 

à la surface des macrophages, cellules dendritiques et cellules épithéliales. Comme d’autres 

agonistes de TLR, la flagelline a des propriétés immunomodulatrices qui peuvent contrôler de 

nombreuses infections bactériennes (Munoz et al., 2010; Yu et al., 2010; Jarchum et al., 2011; 

Kinnebrew et al., 2010; Vijayan et al., 2018). Récemment, il a été démontré que des 

administrations répétées de flagelline protègent les souris contre les infections à rotavirus par 

un mécanisme dépendant de l’interleukine 22 (IL-22) et IL-18 (Zhang et al., 2014). 

L’administration systémique et prophylactique de flagelline protège aussi les souris contre une 

infection létale par le CMV (Hossain et al., 2014). Nous avons récemment démontré chez la 

souris que l’administration intranasale de flagelline améliore l’effet thérapeutique des 

antibiotiques dans le traitement des pneumonies post grippales (Porte et al., 2015), mais le rôle 

de la flagelline dans le contrôle de l’infection par le virus de la grippe n’a jamais été étudié. 

Cependant, la capacité de la flagelline d’induire la production de molécules anti-microbiennes 

et le recrutement de cellules immunitaires innées après une administration intranasale présage 
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d’un rôle potentiel de la flagelline contre les infections grippales (Porte et al., 2015; Vijayan et 

al., 2018; Van Maele et al., 2014a). 

Dans cette étude, nous avons analysé la réponse antivirale par une administration 

respiratoire ou systémique de flagelline chez la souris, et testé la capacité de la flagelline à 

interférer avec la réplication du virus de la grippe A. Nous avons également évalué le rôle de 

l’interféron de type I et de l’IL-22 dans le mécanisme antiviral médié par la flagelline ainsi que 

l’impact potentiel de l’association de la flagelline avec l’oseltamivir sur la production de 

l’ARN du virus de la grippe A. 

 

I.1.3. Matériel et méthodes 

Modèle murin d’infection  

Des souris femelles ou mâles C57BL/6J (âgées de 6 à 12 semaines) (Laboratoires Janvier, 

Saint-Berthevin, France) et des souris femelles ou mâles Il22
-/- 

et Ifnar
-/-

 (croisées avec des 

souris C57BL/6J) sont maintenues individuellement dans des cages ventilées et manipulées 

sous des hottes à flux laminaire vertical (classe II A2; Esco, Hatboro, PA). Toutes les 

expérimentations respectent les règlements institutionnels et nationaux actuels ainsi que les 

recommandations éthiques (B59-350009, Institut Pasteur de Lille numéro de protocole : 

2015121722376405). Pour les infections par voie intranasale, les souris ont été anesthésiées par 

une injection intrapéritonéale de 1.25 mg de kétamine additionnée de 0.25 mg de xylazine dans 

250 µl de solution saline tamponnée au phosphate (PBS) puis infectées par voie intranasale 

avec 50 µl de PBS contenant 30 unités formant plage (UFP) de la souche Scotland/20/74 du 

virus de la grippe A H3N2 hautement pathogène, adaptée à la souris (Ivanov et al., 2013; Paget 

et al., 2012). A différents temps, les souris ont été sacrifiées par injection intrapéritonéale de 

5.47 mg de pentobarbital sodique dans 100 µl de PBS, et leurs poumons ont été récupérés 

aseptiquement. 

 

Administration de la flagelline 

La flagelline native (FliC, GenBank, accession no. AAL20871) a été isolée de la souche 

Salmonella enterica sérovar Typhimurium SIN22, comme cela a été décrit précédemment 

(Nempont et al., 2008; Didierlaurent et al., 2008). Grâce au test du limulus (Associates of Cape 

Cod, Inc., East Falmouth, MA), la concentration résiduelle en LPS a été déterminée inférieure à 

20 pg par µg de flagelline. Pour s’assurer que la flagelline était principalement composée de 

monomères, elle a été chauffée pendant 10 minutes à 65°C avant d’être utilisée. La flagelline a 

été administrée soit par voie intranasale (5 µg de FliC dans 30 µl de PBS), sous légère 
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anesthésie par inhalation d’isoflurane (Axience, Pantin, France), soit par voie intrapéritonéale 

(5 µg de FliC dans 200 µl of PBS). 

 

Administration d’oseltamivir 

Des comprimés d’oseltamivir phosphate (Tamiflu® 30 mg, Roche Pharma AG, Grenzach-

Wyhken, Germany) ont été solubilisés dans 1 ml d’eau stérile pour obtenir une concentration 

du stock de 30 mg/ml, vortexés et soniqués dans un bain d’eau à température ambiante pendant 

5 minutes. Les souris ont reçu l’oseltamivir par voie orale une fois par jour à la dose de 4 

mg/kg/jour diluée dans l’eau stérile, dans un volume total de 200 µl. 

 

L’analyse des ARNm viraux et murins 

Les ARN totaux ont été extraits avec le kit NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel, Duren, 

Germany). Pour la détection des ARN de H3N2, 500 ng d’ARN totaux pulmonaires ont été 

rétrotranscrits avec la Reverse Transcriptase Superscript II (Invitrogen) en présence d’amorces 

spécifiques du virus ciblant le segment 7 qui code pour la protéine de matrice 1 (M1) (5’ TCT 

AACCGAGGTCGAAACGTA 3’). L’ADN complémentaire a été amplifié par PCR temps réel 

de type Taqman en utilisant la sonde Taqman FAM-TTGTGTTCACGCTCACCGTGCC-

TAMRA avec l’amorce sens : AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA et l’amorce antisens : 

CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCC. Un plasmide codant pour le gène M1 a été dilué par 

dilutions sériées afin d’établir la courbe standard (valeurs de Ct / nombre de copies du 

plasmide) (Meyer et al., 2017). L’équivalent de 12,5 ng d’ARN totaux pulmonaires a été 

complétement utilisé pour déterminer le nombre de transcrits de M1 dans le poumon des 

animaux infectés par quantification absolue (Meyer et al., 2017).  

Pour la quantification de l’expression des gènes murins, les ARN totaux pulmonaires ont été 

rétrotranscrits avec le kit « high-capacity cDNA archive » et des amorces aléatoires (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). L’ADN complémentaire a été amplifié par PCR en temps réel à 

l’aide de SYBR Green en utilisant les amorces listées dans le tableau supplémentaire 1. La 

quantité relative d’ARNm (RQ) (2
-∆∆Ct

) a été déterminée en comparant, tout d’abord, les 

valeurs du cycle seuil (Ct) pour le gène d’intérêt et la -actine (∆Ct), gène de référence et 

deuxièmement, les valeurs du ∆Ct pour les groupes traités et non traités (mock) (∆∆Ct). La 

limite de détection (Ct) a été fixée à 35 cycles. 

Les techniques de PCR ont été réalisées et analysées avec l’appareil QuantStudio 12K Flex 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 
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Dosage de cytokines 

Les taux d’IL-22 ont été mesurés par méthode immunoenzymatique (ELISA) dans le sérum en 

suivant les instructions du fournisseur (R&D Systems, Minneapolis, MN).  

 

Analyses statistiques 

Les résultats sont présentés par la médiane +/- la déviation standard (SD). Les différences 

statistiques ont été analysées par le test de Mann-Whitney ou un ANOVA (one-way) suivi d’un 

test de Dunnett (GraphPad Prism5.0a) et considérées comme significatives pour des valeurs de 

P < 0.05. 

 

Tableau supplémentaire 1 : Liste des amorces utilisées pour la qRT-PCR (Eurogentec) 

-Actine 
Forward sequence : CGTCATCCATGGCGAACTG 

Reverse sequence : GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT 

Ccl20 
Forward sequence : TTTTGGGATGGAATTGGACAC 

Reverse sequence : TGCAGGTGAAGCCTTCAACC 

Ch25h 
Forward sequence : CCGGATCACATTACCTGGTC 

Reverse sequence : AAGACCTGGGCTGTTCCAG 

Ifi204 
Forward sequence : GCCAGCCCTAAGATCTGTGA 

Reverse sequence : TCTTTCGGTTCACTGTTTTCTTG 

Ifi47 
Forward sequence : GCGTTTCCTCCATCTTCACT 

Reverse sequence : ACCGGGTCTGTTTCTCACTG 

Ifitm5 
Forward sequence : GGTCTGTCTTCAGCACGATG 

Reverse sequence : CAGCCATCTTCTGGTCTCG 

Ifitm6 
Forward sequence : CCGGATCACATTACCTGGTC 

Reverse sequence : CATGTCGCCCACCATCTT 

Ifnb 
Forward sequence : CCTACAGGGCGGACTTCAAG 

Reverse sequence : GATGGCAAAGGCAGTGTAACTCT 

Ifnl2   
Forward sequence : AGGTCTGGGAGAACATGACTG 

Reverse sequence : CTGTGGCCTGAAGCTGTGTA 

Ifnl3 
Forward sequence : TCAGCCCTGACCACCATC 

Reverse sequence : CTGTGGCCTGAAGCTGTGTA 

Isg15 
Forward sequence : AGTCGACCCAGTCTCTGACTCT 

Reverse sequence : CCCCAGCATCTTCACCTTTA 

Rsad2 
Forward sequence : GTGGACGAAGACATGAATGAAC 

Reverse sequence : TCAATTAGGAGGCACTGGAAA 

Saa3 
Forward sequence : GCCTGGGCTGCTAAAGTCAT 

Reverse sequence : TGCTCCATGTCCCGTGAA 
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I.1.4. Résultats 

 

La flagelline induit l’expression de gènes anti-viraux dans le poumon. 

Précédemment, des analyses microarrays ont été réalisées sur des poumons de souris 

C57BL/6 2, 4 et 18h après l’administration intranasale d’une dose unique de flagelline. 

L’analyse transcriptionnelle des modifications induites par le traitement par flagelline a été 

comparée aux animaux traités par PBS (mock) et mis en évidence des voies de signalisation 

liées à la diapédèse et l’adhésion des granulocytes, la réponse en phase aiguë, ou la 

reconnaissance de microbes par des récepteurs PRR, parmi d’autres (http://mace.ihes.fr, 

accession no. 2176499768) (Fougeron et al., 2015). L’analyse transcriptomique a aussi révélé 

que la flagelline active des voies de signalisation impliquées dans la réponse antivirale, 

l’impact de la flagelline sur ces voies de signalisation étant plus important à 4h comparé à 2 ou 

18h (Tableau 1). Nous nous sommes ensuite concentrés sur les gènes impliqués dans 

différentes voies de signalisation et avons identifié un ensemble de gènes dont l’expression est 

significativement augmentée lors de la stimulation par la flagelline (fold increase > 2) 

(Tableau 2). Différents profils d’expression des gènes ont été observés. Le gène codant pour la 

cholestérol 25-hydroxylase (Ch25h) qui transforme le cholestérol en une molécule soluble, le 

25-hydroxycholesterol, qui bloque la fusion virale (Blanc, et al., 2013; Liu, et al., 2013), avait 

une expression augmentée à 2 et 4h en comparaison au groupe mock. L’expression de quelques 

gènes était progressivement augmentée entre 2 et 4h après le traitement. Cela concerne les 

gènes 47 et 204 induits par l’interféron (interferon gamma inducible 47 et 204)  (Ifi47 et Ifi204) 

codant pour une GTPase antivirale et un senseur de l’immunité innée antivirale (Collazo, et al., 

2001; Conrady, et al., 2012), et les protéines transmembranaires induites par l’interféron 5 et 6 

(Ifitm5 and Ifitm6) qui appartiennent à une famille d’inhibiteurs de l’entrée du virus (Huang, et 

al., 2011; Brass et al., 2009). Enfin, l’expression d’autres gènes était exclusivement augmentée 

à 4h après le traitement. C’est le cas de gènes codant pour radical S-adenosyl methionine 

domain containing 2 (Rsad2) et l’interferon-stimulated gene 15 ubiquitin-like modifier (Isg15) 

dont les produits interfèrent avec la formation des radeaux lipidiques à partir desquels les virus 

bourgeonnent (Wang et al., 2007) et ciblent les particules virales nouvellement formées, 

respectivement (Lenschow et al., 2007; Morales and Lenschow, 2013). Pour tous les gènes, 

l’expression basale a été récupérée après 18h indiquant un effet transitoire de la flagelline. 

L’étude transcriptomique a été confirmée en testant l’expression des gènes identifiés par 

PCR en temps réel, dans le poumon 2 et 4h après l’instillation intranasale de flagelline (Fig. 

http://mace.ihes.fr/
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1A). Nous avons également analysé la réponse transcriptionnelle des gènes sélectionnés après 

administration systémique de flagelline (Fig. 1B). De façon intéressante, la réponse 

transcriptomique pour les gènes sélectionnés était globalement similaire entre les deux voies 

d’administration de la flagelline, démontrant que la voie systémique d’administration de la 

flagelline peut activer des gènes antiviraux dans le tissu pulmonaire. Nous avons donc observé 

(i) une variation réduite de l’expression des gènes après une administration systémique en 

comparaison à la voie intranasale et (ii) un pic d’expression 4h après l’administration de 

flagelline ce qui confirme l’analyse transcriptomique. Comme attendu, la flagelline a été 

capable de stimuler plus de 50 fois l’expression de Ccl20 et Saa3, marqueurs d’une stimulation 

effective de l’immunité innée dans le poumon par la flagelline (Van Maele et al., 2010).  

  

 

Tableau 1 : Les voies de signalisation antivirales sont activées par la flagelline 

Canonical pathways 
p-values

a
 

2h 4h 18h 

Role of Pattern Recognition Receptors in Recognition of 

Bacteria and Viruses 
3.55 10

-9
 7.08 10

-10
 7.24 10

-4
 

Activation of IRF by Cytosolic Pattern Recognition 

Receptors 
4.68 10

-7
 3.31 10

-9
 4.92 10

-1
 

Role of PKR in Interferon Induction and Antiviral 

Response 
1.02 10

-6
 7.94 10

-12
 2.30 10

-2
 

Role of RIG1-like Receptors in Antiviral Innate Immunity 3.63 10
-6

 9.33 10
-6

 1.12 10
-1

 

NF-κB Activation by Viruses 6.76 10
-3

 1.29 10
-6

 1.82 10
-4

 

     

Les analyses par microarray pour l’étude de l’expression du génome complet ont été réalisées 

sur les poumons de souris C57BL/6 (n=3-5 par groupe) traitées par voie intranasale par 

flagelline en comparaison au groupe mock. Les animaux ont été sacrifiés 2h, 4h et 18h après le 

traitement par la flagelline (http://mace.ihes.fr; accession no. 2176499768) (Fougeron et al., 

2015). Après une analyse NeoNORM, les listes de gènes contenant l’expression des moyennes, 

les valeurs de P et standard fold changes ont été utilisées pour l’analyse des voies de 

signalisation canoniques avec le logiciel Ingenuity Pathway Analysis 1.0 software (IPA, 

Ingenuity Systems).   

 

 

 

 

 

 

 

http://mace.ihes.fr/
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Tableau 2 : L’administration intranasale de flagelline induit la transcription de gènes 

anti-viraux dans le poumon. 

Gene ID 
Gene 

symbol 
Gene name 

Fold increase
a
 

 

2h 4h 18h 

12642 Ch25h cholesterol 25-hydroxylase 13.44 12.42 2.88 

875318 Ifi204  interferon gamma-inducible protein 16 4.64 7.07 < 2 

213002 Ifitm6 interferon induced transmembrane protein 6 4.23 7.82 < 2 

73835 Ifitm5 interferon induced transmembrane protein 5 3.24 3.45 < 2 

15953 Ifi47 interferon gamma inducible protein 47 3.08 4.42 < 2 

58185 Rsad2 
radical S-adenosyl methionine domain 

containing 2 
< 2 10.94 < 2 

100038882 Isg15 ISG15 ubiquitin-like modifier < 2 6.93 < 2 

            

 

Les analyses par microarray pour l’étude de l’expression du génome complet ont été réalisées 

sur les poumons de souris C57BL/6 (n = 3-5 par groupe) traitées par voie intranasale par 

flagelline en comparaison au groupe mock. Les animaux ont été sacrifiés 2h, 4h et 18h après le 

traitement par la flagelline (http://mace.ihes.fr; accession no. 2176499768) (Fougeron et al., 

2015). 
a
 Les valeurs de fold increase correspondent au différentiel d’expression des gènes aux 

différents temps comparée au groupe mock.  

 

http://mace.ihes.fr/
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Figure 1 : L’administration intranasale ou systémique de flagelline active les gènes 

antiviraux dans le poumon.  

Des souris C57BL/6 mâles (n=4) sont traitées par voie intranasale (A) ou intrapéritonéale (B) 

avec 5 µg de flagelline en PBS. Les poumons ont été récupérés à 2h ou 4h et l’ARNm a été 

quantifiée par RT-qPCR. L’expression relative (RQ) a été normalisée à l’expression des 

animaux mock (arbitrairement fixée à une valeur de 1). Les résultats sont représentés par la 

médiane avec la déviation standard. La significativité statistique a été évaluée par un ANOVA 

(one-way) suivi d’un test de Dunnett (* : P < 0,05 ; ** : P < 0,01, *** : P < 0.001). 
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Le traitement systémique ou mucosal de flagelline induit une diminution des taux d’ARN 

génomiques du virus de la grippe. 

Nous avons donc testé dans un modèle expérimental d’infection si la réponse 

transcriptomique antivirale médiée par la flagelline était associée à une diminution de la 

réplication du virus de la grippe dans le poumon. Le modèle consiste en une administration 

intranasale d’une dose sublétale du virus de la grippe A H3N2 (IAV, 30 PFU), combinée avec 

des traitements par voie intranasale de 5 µg de flagelline (ou PBS en contrôle) toutes les 24h, 

en démarrant 12h avant l’infection (Fig. 2A). La réplication virale a été suivie par la mesure 

des taux d’ARN génomique de M1 dans des homogénats pulmonaires 24, 48 et 96h après 

l’infection, par une quantification absolue utilisant une PCR en temps réel Taqman avec une 

courbe de calibration. Nous avons trouvé une augmentation des taux d’ARN M1 H3N2 de 24 à 

96h après l’infection indiquant donc une réplication virale efficiente (Fig. 2B). 48 heures après 

l’infection, le taux de copies d’ARN M1 dans le poumon d’animaux traités par la flagelline 

était 7,3 fois plus bas que chez les souris recevant du PBS, indiquant un effet de la flagelline 

sur la réplication virale de l’ARN viral. Une tendance similaire mais plus légère (diminution de 

2,3 fois comparée aux souris traitées par PBS) a également été observée 96h après l’infection 

(Fig. 2B).  

Comme la flagelline a montré des propriétés anti-virales par la voie systémique (Zhang et 

al., 2014; Hossain et al., 2014), nous avons aussi traité les animaux infectées par H3N2 avec 5 

µg de flagelline par voie intrapéritonéale (Fig. 2C). De façon intéressante, quand les animaux 

infectés par le virus de la grippe étaient traités par la flagelline, nous avons observé une 

diminution de 18,3 fois des taux d’ARN viraux 48h après l’infection comparée au groupe PBS. 

Une diminution significative (1,9 fois) des taux d’ARN M1 a également été observée 96h après 

l’infection dans le groupe traité par flagelline. Ces résultats indiquent que l’administration 

systémique de flagelline a un effet plus fort sur la réplication virale que l’administration 

intranasale.  
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Figure 2 : L’administration mucosale et systémique de flagelline altère la réplication 

d’ARN viral dans le poumon. 
(A) Des souris mâles C57BL/6 (n = 5 à 6) ont été infectées par voie intranasale avec H3N2 (30 

PFU). Douze heures avant l’infection et 12, 36, 60 et 84h post-infection, les souris ont reçu 5 

µg de flagelline par voie intranasale (B) ou intrapéritonéale (C). Les poumons ont été récupérés 

24, 48 et 96h post infection pour quantification virale en réalisant une RT-PCR quantitative. 

Les valeurs correspondent au nombre absolu de copies d’ARN M1 viral pour 12,5 ng d’ARN 

totaux de poumon. La ligne en trait plein correspond à la médiane et la ligne en pointillée 

représente la limite de détection. Une expérience représentative parmi deux est présentée. La 

significativité statistique a été évaluée par un test de Mann et Whitney (** : P < 0,01). 
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La diminution des taux d’ARN viraux par administration de flagelline est indépendante 

de la voie de signalisation interféron de type I. 

La plupart des gènes identifiés dans l’étude transcriptomique (Tableau 2) sont sous le 

contrôle de l’interféron de type I (IFN et IFN) ce qui suggère donc un rôle de ces interférons 

dans l’effet médié par la flagelline. Pour évaluer le rôle présumé de la signalisation IFN de type 

I, les taux d’ARN viraux ont été quantifiés après un traitement par la flagelline chez des souris 

ne possédant pas le récepteur IFN de type I (Ifnar
-/-

). Ces souris ont été infectées par le virus de 

la grippe H3N2 et traitées par la flagelline par voie systémique avant de mesurer l’ARN viral 

dans les poumons comme indiqué précédemment (Fig. 2A). La flagelline a induit une 

diminution significative de 3,6 et 9 fois des ARN M1 du virus de la grippe A à 48 et 96h 

respectivement (Fig. 3). Ces résultats montrent que la signalisation interféron de type I n’est 

pas nécessaire pour la réduction de la réplication du virus de la grippe médiée par la flagelline. 

Cela est cohérent avec les données en microarray qui n’ont pas montré d’augmentation des 

transcrits IFN ou IFN spécifiques dans les poumons des animaux traités par la flagelline 

(http://mace.ihes.fr, accession no. 2176499768). De plus, l’administration par voie respiratoire 

ou systémique de flagelline n’a pas augmenté l’expression pulmonaire d’Ifnl2 ou Ifnl3 codant 

pour l’interféron de type III qui était précédemment associée à l’élimination du virus de la 

grippe chez les souris (données non montrées) (Mordstein et al., 2008). Ensemble, ces résultats 

montrent fortement que les interférons ne sont pas associés à l’effet anti-viral médié par la 

flagelline. 
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Figure 3 : La voie de signalisation interféron de type I n’est pas requise pour l’effet 

médiée par la flagelline sur la production d’ARN viral.  

Des souris Ifnar
-/-

 (n = 4 à 6) ont été infectées par voie intranasale avec H3N2 (30 PFU) et 

traitées par voie intrapéritonéale avec 5 µg de flagelline 12h avant l’infection et 12, 36, 60 et 

84h après l’infection. Les poumons ont été récupérés 48 ou 96h après l’infection pour 

quantification virale en réalisant une RT-PCR quantitative. Les valeurs correspondent au 

nombre absolu de copies d’ARN M1 viral pour 12,5 ng d’ARN totaux de poumon. La ligne en 

trait plein correspond à la médiane et la ligne en pointillée représente la limite de détection. La 

significativité statistique a été évaluée par un test de Mann et Whitney (* : P < 0.05 ; ** : P < 

0.01). 
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L’effet de la flagelline sur la réplication de l’ARN viral est indépendant de la signalisation 

IL-22. 

L’administration systémique de flagelline chez la souris induit la production d’interleukine 

22 (IL-22), une cytokine impliquée dans les mécanismes de défense de l’hôte au niveau des 

muqueuses incluant le tractus respiratoire et l’intestin (Van Maele et al., 2010; Van Maele et 

al., 2014b; Kinnebrew et al., 2012). Il a été précédemment démontré que la flagelline pouvait 

protéger contre une infection intestinale à rotavirus par la production d’IL-22 associée à la 

production d’IL-18 (Zhang et al., 2014). Nous avons donc évalué, dans un contexte d’infection 

respiratoire par le virus de la grippe, le rôle d’IL-22 dans l’administration de flagelline. Nous 

avons d’abord montré que l’administration systémique de flagelline induit une forte production 

d’IL-22 dans le sang 2h après l’administration à la fois chez les animaux non infectés et 

infectés par H3N2 (Fig. 4A-B). La contribution d’IL-22 dans l’effet antiviral médié par la 

flagelline a été ensuite analysée chez des souris Il22
-/-

 en mesurant les taux d’ARN viraux 48h 

post infection après traitements par la flagelline (Fig. 4A). Comme chez les souris IL-22 

compétentes, les taux d’ARN IAV sont significativement plus bas (7,5 fois) chez les souris 

Il22
-/-

 traitées par la flagelline que les souris Il22
-/-

 ayant reçu du PBS (Fig. 4C). Ces résultats 

indiquent que l’IL-22, qui est produite par la stimulation de la flagelline, n’est pas requise pour 

l’effet de la flagelline sur la production d’ARN viral.  
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Figure 4 : L’IL-22 n’est pas requise pour la diminution des taux d’ARN M1 H3N2 médiée 

par la flagelline.  

(A) Des souris mâles C57BL/6 ou Il22
-/-

 (n = 7) ont été infectées par voie intranasale avec 

H3N2 (30 PFU). Douze heures avant l’infection et 12h et 36h post-infection, les souris ont reçu 

par voie intrapéritonéale 5 µg de flagelline ou du PBS comme contrôle. (B) Le sang a été 

récupéré chez les souris C57BL/6 10h avant l’infection et 38h après l’infection virale pour un 

dosage des cytokines dans le sérum. Les taux d’IL-22 ont été mesurés par ELISA dans le 

sérum. Les résultats correspondent à la moyenne avec la déviation standard. La significativité 

statistique (** : P < 0.01) comparée au groupe PBS a été évaluée par un test de Mann et 

Whitney. (C) Les poumons ont été récupérés 48h après l’infection pour quantification virale en 

réalisant une RT-PCR quantitative. Les valeurs correspondent au nombre absolu de copies 

d’ARN M1 viral pour 12,5 ng d’ARN totaux de poumon. La ligne en trait plein correspond à la 

médiane et la ligne en pointillée représente la limite de détection. Une expérience 

représentative parmi deux est présentée. La significativité statistique a été évaluée par un test 

de Mann et Whitney (** : P < 0.01, *** : P < 0.001). 
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L’administration systémique de flagelline booste l’effet de l’oseltamivir  

Nous avons ensuite investigué si la réduction de l’ARN viral induite par la flagelline 

pouvait être améliorée par la combinaison avec une drogue antivirale ciblant spécifiquement les 

virus tel que l’inhibiteur de neuraminidase oseltamivir. Cet agent antiviral de première ligne est 

recommandé en administration per os aux populations exposées à des individus infectés par le 

virus de la grippe soit en prophylaxie et/ou en thérapeutique. Les souris ont été traitées 12h 

avant l’infection par H3N2 puis 12 et 36 heures après l’infection soit par la flagelline, 

oseltamivir ou une combinaison des deux composés (Fig. 5A). Nous avons observé qu’à la fois 

l’oseltamivir par voie orale (4 mg/kg) et la flagelline par voie intranasale (5 µg) avaient des 

effets similaires sur la réplication virale (Fig. 5B). De façon intéressante, l’association de la 

flagelline et de l’oseltamivir a réduit de façon significative les taux d’ARN viraux par 12,3 et 

9,4 fois, en comparaison à la flagelline ou l’oseltamivir seul, respectivement. Ses résultats 

suggèrent que le traitement combinatoire pourrait améliorer l’effet antiviral de chaque composé 

pris séparément. 
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Figure 5 : L’administration systémique de flagelline booste l’effet de l’oseltamivir. 

(A) Des souris mâles C57BL/6 (n = 11) ont été infectées par voie intranasale avec H3N2 (30 

PFU). Douze heures avant l’infection et 12h et 36h après l’infection, les souris ont reçu soit 5 

µg de flagelline par voie intrapéritonéale, 4 mg/kg d’oseltamivir (OSL 4) par voie orale, ou une 

combinaison de flagelline et oseltamivir. (B) Les poumons ont été récupérés 48h après 

l’infection pour quantification virale en réalisant une RT-PCR quantitative. Les valeurs 

correspondent au nombre absolu de copies d’ARN M1 viral pour 12,5 ng d’ARN totaux de 

poumon. La ligne en trait plein correspond à la médiane et la ligne en pointillée représente la 

limite de détection. La significativité statistique a été évaluée par un test de Mann et Whitney 

(** : P < 0.01). 
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I.1.5. Discussion 

L’immunomodulation de l’immunité innée avec les agonistes de TLR représente une 

approche promettante pour contrôler les maladies infectieuses (Savva and Roger, 2013; 

Hedayat et al., 2011; Mifsud et al., 2014). Dans cette étude, nous avons montré pour la 

première fois que le traitement de souris par la flagelline, agoniste de TLR5, altère la 

réplication du virus de la grippe dans le poumon, quelle que soit la voie d’administration 

(systémique ou respiratoire). Nous savons de plusieurs modèles infectieux que l’effet 

biologique de la flagelline est au moins en partie dépendant de la voie d’administration 

(Vijayan et al., 2018) : la voie mucosale stimule davantage l’épithélium entraînant le 

recrutement de polynucléaires neutrophiles et la production de molécules anti-microbiennes 

tandis que le traitement par voie systémique active les cellules dendritiques qui conduisent à 

l’activation des lymphocytes T helper et des cellules lymphoïdes innées de type 3.  

Néanmoins, le mécanisme par lequel la flagelline réduit la réplication du virus influenza est 

encore inconnu. Alors que la flagelline affecte principalement la production d’ARN viral, nous 

pouvons supposer que l’agoniste de TLR5 affecte la transcription génomique et la réplication 

du virus de la grippe. La réplication du virus de la grippe A est un mécanisme complexe 

impliquant de nombreux facteurs de l’hôte (Villalon-Letelier et al., 2017). Cela pourrait être 

pertinent de savoir si ces molécules sont modulées par la stimulation de la flagelline et 

quelle(s) étape(s) de la production d’ARN viral serait (seraient) impactée(s) par la flagelline 

(réplication de l’ARN viral à sens négatif, production d’ARN complémentaire à sens positif ou 

transcription de l’ARN viral).  

Nos résultats ont ainsi renforcé la preuve de concept que la flagelline est capable de 

déclencher des mécanismes de défense antiviraux (Zhang et al., 2014; Hossain et al., 2014). 

Hossain et al. ont montré dans un modèle hépatique colonisé par le CMV murin que la 

diminution de la charge virale par la flagelline est corrélée à la présence des cellules NK 

suggérant un rôle majeur de ces cellules (Hossain et al., 2014). Une analyse détaillée des 

populations cellulaires pulmonaires est nécessaire pour évaluer la participation des cellules NK 

mais aussi des autres cellules immunitaires dans le contrôle de la réplication du virus de la 

grippe A par la flagelline. Dans le cas de l’infection intestinale à rotavirus, Zhang et al. ont 

démontré que l’IL-22 était requise pour la protection médiée par la flagelline (Zhang et al., 

2014). Dans notre cas, bien que la production d’IL-22 fût augmentée par l’administration de 

flagelline, les souris déficientes en IL-22 ont encore réussi à réduire l’ARN M1 par le 

traitement de la flagelline, indiquant que cette cytokine n’était pas nécessaire pour l’effet 

antiviral de la flagelline. Ces résultats sont concordants avec des études antérieures qui 
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montrent que l’IL-22, produite dans le sang et les poumons durant l’infection par le virus de la 

grippe, n’est pas impliquée dans le contrôle de la réplication du virus de la grippe (Guo and 

Topham, 2010; Ivanov et al., 2013). 

De façon surprenante, nous avons également démontré que l’effet de la flagelline sur la 

réplication virale était indépendant de l’interféron de type I, encore reconnu comme la 

principale ligne de défense contre les virus. La réponse anti-influenza IFN de type I 

indépendante a également été démontrée avec les agonistes de TLR2 mais aussi avec 

l’association des agonistes de TLR2/6 et TLR9, suggérant par conséquence que les voies de 

signalisation antivirales induites par les TLR et TLR5 sont indépendantes de la réponse 

canonique interféron (Tan et al., 2012; Tuvim et al., 2012). Néanmoins, nous avons trouvé que 

la flagelline active plusieurs gènes ISG, ce qui pourrait indiquer la possibilité d’une réponse 

interféron indépendante mais TLR5 dépendante de ces gènes.  

Nous avons précédemment démontré que l’administration de la flagelline par la voie 

respiratoire pouvait améliorer l’index thérapeutique des antibiotiques dans le contexte 

d’infection à pneumocoque et de pneumonies bactériennes post infection grippale (Porte et al., 

2015). Ici, nous avons démontré que l’association de la flagelline et l’oseltamivir diminue 

fortement le taux d’ARN M1 viral, améliorant de façon significative l’effet antiviral de chaque 

traitement isolément. A cet égard, l’effet d’une thérapeutique combinant un agoniste de TLR et 

une molécule antivirale spécifique de virus de la grippe comme l’oseltamivir a bien été décrit 

par ailleurs. En effet, Lau et al. ont montré que la co-administration d’un agoniste de TLR3 

avec l’oseltamivir a réduit les titres viraux pulmonaires chez les souris infectées avec le virus 

H5N1, comparé à l’oseltamivir seul (Lau et al., 2010). Plus récemment, Leiva-Suarez et al. ont 

reporté que l’administration par aérosol d’agonistes de TLR2/6 et de TLR9 associés à 

l’oseltamivir améliorait la survie des souris après une pneumonie avec une dose de létale du 

virus de la grippe A (Leiva-Juarez et al., 2018). Ensemble, nos données contribuent à souligner 

le potentiel thérapeutique de l’association de molécules avec différents modes d’action : un 

inhibiteur de neuraminidase avec un effet direct sur l’infectiosité virale mais avec une brève 

fenêtre thérapeutique et des stimulants de l’immunité innée agissant sur les cellules de l’hôte en 

induisant des voies de signalisation anti-virale avec un effet plus durable. 
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I.2. Résultats complémentaires 

I.2.1. Matériels et méthodes 

Détermination des titres viraux infectieux pulmonaires (collaboration Manuel Calatrava, 

Lyon) 

Les souris ont été sacrifiées à différents temps. Les poumons ont été récupérés, pesés et 

immédiatement congelés dans l’azote liquide. Les poumons ont été homogénéisés avec un 

homogénéisateur Ultra-Turrax (IKA-Werke, Staufen, Germany) et les surnageants ont été 

conservés à -80°C jusqu’à titration virale par dilution finale. Brièvement, des dilutions sériées 

de 10 en 10 à partir des surnageants des poumons homogénéisés ont été préparées dans du 

Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM medium) supplémenté avec de la trypsine 1 

mg/ml. Les dilutions ont par la suite été inoculées sur des monocouches cellulaires de type 

MDCK préparées dans des plaques de microtitration à 96 puits en utilisant 4 ou 8 puits par 

dilution. Les plaques ont été incubées à 37°C sous 5 % CO2 et les titres viraux ont été 

déterminés 4 jours après l’inoculation. Le point final a été défini comme étant la dilution la 

plus élevée du virus qui a donné un effet cytopathogène dans 50 % des cellules inoculées. Les 

titres viraux ont été définis comme les doses infectant 50 % de la culture tissulaire (TCID50)/g 

de tissu pulmonaire (115). 

 

Détermination des poids des poumons et des souris 

Les souris ont été pesées avant l’infection et avant le sacrifice. Les poumons des souris ont été 

pesés après le sacrifice, avant d’être broyés. 

 

Analyses statistiques 

Les résultats sont présentés par la médiane. Les différences statistiques ont été analysées par le 

test de Mann-Whitney (GraphPad Prism5.0a) et considérées comme significatives pour des 

valeurs de P < 0.05. 
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I.2.2. Résultats 

Pour compléter la mesure des transcrits M1, nous avons déterminé les titres viraux 

infectieux pulmonaires pour rechercher si la flagelline avait un impact sur la diminution du 

nombre de particules virales produites dans le poumon. Tout d’abord, nous avons observé une 

augmentation du titre viral au cours de l’infection (augmentation des PFU entre 48h et 96h 

quelles que soient les conditions) (Figure 8). Par contre, contrairement aux résultats 

significatifs précédemment observés avec une diminution du nombre de transcrits M1 suite au 

traitement des souris infectées par la flagelline, nous n’avons pas observé de diminution 

significative du titre viral 48h et 96h après l’infection par le virus de la grippe H3N2 chez les 

souris traitées par la flagelline par voie systémique. 
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Figure 8 : L’administration systémique de flagelline ne modifie pas la production de virus 

H3N2 dans le poumon.  
Des souris mâles C57BL/6 (n = 6) ont été infectées par voie intranasale avec H3N2 (30 PFU) et traitées 

par voie intrapéritonéale avec 5 µg de flagelline douze heures avant l’infection et 12, 36, 60 et 84h post-

infection (selon le modèle décrit précédemment Fig. 2A de l’article). 48h et 96h post-infection, les 

poumons ont été récupérés et les titres viraux infectieux ont été évalués. La ligne en trait plein 

correspond à la médiane. 

 

 

 

Nous avons également suivi l’évolution du poids des souris et mesuré le poids de leur 

poumon à la fin de l’infection. Nous avons observé une perte de poids significative chez les 

animaux qui reçoivent de la flagelline par voie intrapéritonéale et voie intranasale par rapport 

aux souris recevant du PBS (Figure 9A,C). L’effet observé est le même lorsque les animaux 

reçoivent le traitement combiné flagelline (voie intrapéritonéale) + oseltamivir (voie orale) par 

rapport aux souris recevant l’oseltamivir seul (données non montrées, P < 0.001). 
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Nous avons également mesuré le poids des poumons et observé que le poids du poumon 

rapporté au poids de la souris au moment du sacrifice était significativement plus élevé chez les 

souris traitées par la flagelline quelle que soit la voie d’administration (Figure 9B,D). Cet effet 

a été également retrouvé lorsque les animaux sont traités par flagelline (voie intrapéritonéale) + 

oseltamivir (voie orale) par rapport au traitement par oseltamivir seul (données non montrées, P 

< 0.01).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : La flagelline entraîne une perte de poids chez la souris mais augmente le poids 

de son poumon. 
Des souris C57BL/6 mâles (n = 6 à 7) ont été infectées par voie intranasale avec H3N2 (30 PFU). 

Douze heures avant l’infection et 12h et 36h après l’infection, les souris ont reçu 5 µg de flagelline par 

voie intrapéritonéale (A,B) ou voie intranasale (C,D). Les souris ont été pesées avant l’infection. Les 

souris et leurs poumons ont également été pesés au moment du sacrifice, soit 48h après l’infection. 

(A,C) La perte de poids de la souris durant l’infection est évaluée en pourcentage  

( =
poids de la souris au moment du sacrifice

poids de la souris avant l'infection
x 100). (B,D) Le poids du poumon est rapporté au poids de la souris 

au moment du sacrifice. La ligne en trait plein correspond à la médiane. La significativité statistique a 

été évaluée par un test de Mann et Whitney (* : P < 0.05).   
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C D 
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I.2.3. Discussion 

Notre étude a démontré un effet de la flagelline sur la réplication du virus influenza 

(diminution des transcrits M1). Cet effet a été observé après administration de traitements 

répétés de flagelline par voie intranasale et intrapéritonéale, l’effet étant plus marqué par la 

voie intrapéritonéale. Toutefois, l’effet sur la réplication virale ne semble pas se traduire par 

une réduction du nombre de particules virales. M1 est une protéine structurale abondante et 

impliquée dans l’organisation de l’enveloppe virale. Il se peut que la diminution du nombre de 

transcrits M1 observée ne soit pas suffisante pour que cela se traduise par une réduction du 

nombre de particules virales. La détection des transcrits M1 est une méthode de référence pour 

suivre la réplication virale au cours d’une infection (116),(117). Comme la combinaison 

flagelline + molécule antivirale oseltamivir permet d’obtenir une baisse plus importante des 

transcrits M1, il paraît important comme prochaine étape d’évaluer la capacité de cette 

association à réduire le nombre de particules virales lors de la bithérapie. Clairement, il faudra 

démontrer que la flagelline a un impact sur la charge virale si on veut envisager une utilisation 

thérapeutique de la flagelline dans les infections respiratoires induites par le virus de la grippe.  

Nous avons observé une perte de poids significative chez les souris traitées par la 

flagelline. Cette diminution de poids est observée chez les animaux lorsque la flagelline est 

administrée par la voie intranasale ou intrapéritonéale (Figure 9A,C). De nombreux gènes sont 

activés lors d’une administration systémique ou muqueuse de la flagelline (90),(118). Une 

étude des gènes impliqués dans le métabolisme devrait permettre de proposer une hypothèse 

permettant d’expliquer cet effet. Il semble plus simple d’expliquer l’augmentation du poids du 

poumon lors du traitement par la flagelline. Elle est probablement liée à l’infiltration cellulaire 

et à l’accumulation de liquide liée à ce recrutement qui crée un oedème. Cette observation 

devrait se confirmer par l’analyse quantitative et qualitative des populations cellulaires 

pulmonaires par cytométrie en flux. Il est à noter que même lors d’une administration 

systémique de la flagelline, un oedème pulmonaire est observé, signifiant probablement un 

passage de la flagelline dans le poumon. 
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Comme évoqué plus haut, l’effet de la flagelline sur la réplication virale ne se traduit pas 

par une diminution de la charge virale dans les 96h après l’infection. Un effet de la flagelline 

plus tardivement n’a pas été évalué. En effet, la flagelline a été très largement décrite comme 

potentiel adjuvant dans le cadre de protocole de vaccination contre différents pathogènes 

(119),(120). Dans notre modèle d’infection, la flagelline pourrait donc avoir un effet de boost 

sur la réponse anticorps anti-virus influenza et ainsi permettre une protection contre une 

réinfection avec le même virus. Cette hypothèse pourrait être testée en comparant les taux 

d’anticorps anti H3N2 en présence ou en absence de flagelline 2 à 3 semaines après 

l’infection. Il serait aussi possible d’effectuer dans notre modèle une réinfection avec le virus 

H3N2 au moment de la résolution de l’infection (3 à 4 semaines après l’infection). Nous 

pourrions alors suivre la réplication virale et la charge virale plusieurs jours après la 

réinfection pour évaluer si une infection initiale en présence de flagelline permettrait de 

diminuer la présence du virus suite à une seconde infection.  

Une étude récente a montré que l’oseltamivir, qui est actuellement indiqué chez l’homme 

par la voie orale, pourrait également exercer son effet antiviral lorsqu’il est administré par la 

voie respiratoire (121). Il serait intéressant d’évaluer dans notre modèle combinatoire 

(flagelline + oseltamivir) si l’administration des 2 composés par la voie respiratoire pourrait 

avoir un effet antiviral plus important que l’administration des 2 composés seuls. Ce 

traitement pourrait être comparé au traitement oseltamivir oral + flagelline systémique pour 

lequel nous avons observé un effet marqué sur la réplication virale.  

En permettant un retour à l’homéostasie, le système immunitaire participe à la réparation 

du tissu pulmonaire endommagé par l’infection et la réponse inflammatoire de l’hôte. Par 

exemple, les cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10, le TGF- (transforming growth 

factor) et l’IL-1RA (IL-1 receptor antagonist) sont généralement nécessaires et suffisantes 

pour réduire la réponse immunitaire innée et les dommages tissulaires liés à l’inflammation 

durant l’épisode de pneumonie. Ces processus biologiques impliqués dans la réparation 

tissulaire appelée « résilience tissulaire » doivent se mettre en place de façon équilibrée pour 

éviter une exacerbation de l’infection (23). Si les TLR induisent une réponse inflammatoire, il 

semblerait qu’ils puissent aussi jouer un rôle dans le remodelage tissulaire (122). Shaykhiev et 

al. ont démontré que les agonistes de TLR2 et TLR5 pouvaient stimuler directement la 

réparation cellulaire et augmenter la prolifération et la survie des cellules épithéliales 

indemnes. Ce mécanisme indépendant des cellules inflammatoires et des cytokines ferait 

intervenir le récepteur EGFR (123). Par contre, ces effets ne sont pas retrouvés avec d’autres 

TLR tels que TLR3, TLR7/8 et TLR9, qui entraînent au contraire la mort des cellules 
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épithéliales (123). La flagelline en stimulant son récepteur TLR5 pourrait donc avoir un effet 

sur le remodelage pulmonaire, ayant un effet protecteur pour le poumon permettant de 

conserver les capacités respiratoires. Des études histologiques du poumon chez des souris 

infectées par H3N2 et traitées ou non par la flagelline pourraient permettre d’évaluer le rôle de 

la flagelline dans la protection du tissu pulmonaire. Il faudrait cependant préalablement 

évaluer dans notre modèle d’infection sublétale avec H3N2, l’impact du virus sur le tissu 

pulmonaire.  

Dans notre étude, nous avons travaillé avec une dose sublétale du virus H3N2 (30 PFU). Il 

serait intéressant d’analyser l’effet de la flagelline dans un modèle d’infection avec une dose 

létale (300 PFU). Dans ces conditions, il serait possible de comparer la survie des animaux 

traités par la flagelline avec ceux non traités. Les dommages histologiques étant 

particulièrement importants avec une dose létale, ce modèle permettrait d’analyser l’effet de la 

flagelline sur la protection du tissu pulmonaire.   
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II. ASTRAL : Analyse de la réponse immunitaire innée des 

cellules sanguines chez des patients atteints de pneumonies 

franches lobaires aiguës.  

 

II.1. Introduction 

Les pneumonies représentent une pathologie fréquente et sévère. Leur physiopathologie est 

un phénomène complexe qui peut entraîner des conséquences à long terme pour le patient au 

niveau pulmonaire et extrapulmonaire. La survenue de séquelles est liée aux dommages 

provoquées par l’inflammation mais sera limitée par l’effet protecteur du système immunitaire. 

De nombreux facteurs de risque participent à la survenue d’une pneumonie : l’âge, les co-

morbidités (BPCO, tabac, asthme notamment). Un cercle vicieux s’installe alors, les co-

morbidités favorisant la survenue de pneumonies aggravant elles-mêmes les co-morbidités 

(23). 

L’immunité innée pulmonaire est largement impliquée dans les mécanismes de défense mis 

en œuvre par l’hôte pour lutter contre les pathogènes. Les macrophages alvéolaires qui résident 

à la surface du tractus respiratoire inférieur sont des macrophages professionnels qui 

représentent la première ligne de défense antimicrobienne. Leur efficacité repose sur leur 

capacité microbicide directe et leur capacité à coordonner l’activité immunitaire des autres 

cellules. Les cellules épithéliales synthétisent différents composants (protéines du surfactant, 

lactoferrine, lysozyme notamment) qui inhibent les microbes. Elles participent également à la 

clairance mucociliaire. Les polynucléaires neutrophiles contribuent à la défense 

antimicrobienne par différents mécanismes : phagocytose, libération de facteurs toxiques tels 

que la myéloperoxydase (MPO), cathepsines, défensines et autres peptides antimicrobiens par 

dégranulation et la formation d’un filet d’ADN (NET : neutrophil extracellular traps). Les 

cytokines produites, notamment la chimiokine CCL2, entraînent le recrutement de 

macrophages. Les lymphocytes innés tels que les cellules NK et les cellules lymphoïdes innées 

ainsi que les plaquettes jouent également un rôle de défense anti-microbienne. Enfin, les 

récepteurs TLR de l’immunité innée présents à la surface des cellules épithéliales induisent une 

réponse innée par la production de nombreuses cytokines (23). 
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Des modèles de pneumopathies pré-cliniques ont montré que la flagelline permettait de 

protéger contre des infections respiratoires à S. pneumoniae et P. aeruginosa, deux pathogènes 

fréquemment associés aux pneumonies chez l’homme (94),(97). Cependant, ces études 

démontrent l’effet antibactérien de l’agoniste de TLR5 en prophylactique, c’est-à-dire quand la 

flagelline est administrée préalablement au challenge bactérien. Récemment, notre laboratoire a 

montré chez la souris qu’une administration intranasale de flagelline pouvait être utilisée en 

thérapeutique en association avec des antibiotiques dans le cadre d’une infection à 

pneumocoque et dans une pneumonie à S. pneumoniae post-grippale (124). Cette étude permet 

donc d’envisager une utilisation de la flagelline combinée avec des antibiotiques chez des 

patients atteints de pneumonies d’origine bactérienne. Même si la flagelline a montré son 

innocuité chez l’homme lors d’injection systémique par voie intramusculaire, elle n’a pas été 

testée par voie respiratoire (125),(126).   

Plusieurs études ont évalué la capacité de cellules sanguines d’individus sains à répondre à 

différents agonistes de TLR. Une étude majeure du consortium « Milieu Intérieur » a démontré 

que la plupart des agonistes de TLR induisent une réponse immunitaire innée des cellules 

sanguines sur sang total chez des individus sains (cohorte de 1000 personnes) 

(127),(128),(129). Quoique la réponse aux agonistes de TLR présente de façon générale un 

caractère conservé (comme l'induction de la production des cytokines IL-6, IL-8 et TNF), il 

apparaît que l'amplitude et la signature d'activation d'autres cytokines soient spécifiques à 

chaque agoniste (127). Ma et al. ont démontré que l’activation de TLR5 des cellules 

mononucléées périphériques sanguines d’individus sains influençait l’expression de 

nombreuses molécules (130). Ces études sur cellules sanguines ont démontré la capacité des 

agonistes de TLR à activer les leucocytes à l'homéostasie. Cependant, la capacité activatrice 

des agonistes de TLR dans le contexte d'infections respiratoires chez l’homme n’a pas été 

évaluée à ce jour. Notre projet propose donc de définir la capacité des cellules sanguines de 

patients atteints de pneumopathie franche lobaire aiguë (PLFA) à répondre à une stimulation 

aux agonistes de TLR. Ces données cliniques seront essentielles pour définir la faisabilité d'une 

utilisation de ces molécules pour le traitement des infections respiratoires chez l’homme. 

Avant la mise en œuvre d’une étude clinique, une étude préliminaire de faisabilité et de 

mise au point du protocole (pour tester plusieurs conditions expérimentales afin d’avoir un 

protocole compatible avec les échantillons obtenus) a été menée sur quelques patients sains. 

Une étude clinique dénommée ASTRAL (« Analyse de la réponse immunitaire innée des 

cellules sanguines chez des patients atteints de pneumonies franches lobaires aiguës ») a été 

mise en place en octobre 2017 pour répondre à la question posée. 
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II.2. Etude préliminaire 

II.2.1. Etude de faisabilité 

Une étude préliminaire a été réalisée pour évaluer la capacité de cellules mononucléées 

sanguines isolées de patients « sains » à répondre à la flagelline native FliC. Dans cette étude, 

les patients « sains » sont définis comme des personnes avec une formule sanguine sans 

hyperleucocytose ni leucopénie. Les prélèvements sont issus de patients hospitalisés au GHICL 

et ont été pris au hasard dans les échantilons de la routine du laboratoire. 

Les cellules mononucléées de quatre patients « sains », âgés de 26 à 95 ans, ont été récupérées 

par réalisation d’un Ficoll à partir d’un prélèvement sanguin. Elles ont été incubées pendant 

deux heures en présence de PBS ou LPS (agoniste de TLR4, contrôle positif) ou flagelline 

native FliC (agoniste TLR5). Après deux heures d’incubation, l’activation transcriptionnelle de 

certains gènes a été évaluée (gènes de chimiokines, inflammatoires et anti-inflammatoires, anti-

viraux) (Figure 10). Ces gènes ont été choisis parce qu’ils sont décrits comme des marqueurs 

de réponse à une stimulation par les agonistes de TLR. 
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Figure 10 : Activation des PBMC de patients « sains » par des agonistes de TLR.  
PBMC isolées de patients « sains » (n = 4) activées in vitro par la flagelline native FliC (1 µg/mL) ou le 

LPS (0,1 µg/mL) pendant 2 heures (500 000 cellules par puits). Les ARNm ont ensuite été extraits puis 

rétrotranscrits. L’expression relative d’ARNm (RQ) dans l’échantillon est exprimée pour la flagelline 

native FliC ou le LPS par rapport au PBS. Les résultats sont représentés par la médiane et la déviation 

standard.  
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Nous avons observé une très bonne réponse des cellules mononucléées sanguines au LPS et 

à la flagelline native FliC. Les gènes codant l’IL-6 et l’IL-8 sont parmi les mieux activés par la 

flagelline. Par contre, nous n’avons pas observé de réponse pour les gènes IFN et CH25H. 

Nous avons observé peu de variation d’un patient à l’autre : la réponse semble donc être 

homogène quel que soit l’âge (26, 30, 85 et 95 ans). Cette étude préliminaire nous a donc 

permis de valider la faisabilité d’une analyse à plus grande échelle sur une cohorte de patients 

atteints de PFLA. 

 

 

II.2.2. Mise au point des conditions d’activation des PBMC par les agonistes 

TLR 

Différentes conditions expérimentales ont été testées pour déterminer le délai pré-

analytique acceptable pour la prise en charge du prélèvement sanguin ainsi que le nombre de 

cellules mononucléées sanguines nécessaires pour obtenir des résultats interprétables et la 

concentration d’agonistes à utiliser. 

Une protéine recombinante FliC∆174-400 (ou FliC∆3) a été produite, à partir de la flagelline 

native de Salmonella enterica sérovar Typhimurium FliC, avec un tag histidine comme décrit 

par Nempont et al. (131). Cette flagelline recombinante est délétée des domaines D2 et D3 ce 

qui la rend moins immunogène et moins inflammatoire que la flagelline sauvage mais est 

toujours capable d’induire une réponse immunitaire innée via TLR5 (131). L’utilisation de 

cette protéine recombinante de la flagelline FliC∆174-400 par rapport à la flagelline native est 

donc privilégiée en thérapeutique. La flagelline FliC∆3 a montré dans des études précliniques 

chez la souris des propriétés immunomodulatrices spécifiques de TLR5 (124),(131). Le 

laboratoire a ainsi déposé une famille de brevets (WO2009156405, WO20111614913, 

WO2015011254 et EP14307154.6) dans laquelle la flagelline FliC∆174-400 est le produit 

biologiquement actif. En tests précliniques chez la souris, la flagelline recombinante a montré 

une efficacité à augmenter de façon synergique l’activité des antibiotiques dans une infection 

expérimentale à pneumocoque.  
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Les conditions testées dans cette étude préliminaire ont donc été les suivantes : 

 Mise en culture des cellules 3h ou 6h ou 24h après le prélèvement 

 Nombre de cellules par puits : 100 000 ou 250 000 ou 500 000 par puits 

 Concentration de flagelline : [FliC3 finale] = 1000 ng/mL ou 100 ng/mL ou 10 ng/mL 

La flagelline est habituellement utilisée à la concentration de 1000 ng/mL. Nous avons 

voulu évaluer si nous pouvions utiliser des quantités plus faibles de flagelline. 

Le contrôle positif utilisé est le LPS à la concentration de 100 ng/mL. 

 

  

Les prélèvements sont issus de patients dont la formule sanguine ne montrait pas 

d’hyperleucocytose ni de leucopénie et issus de la routine du laboratoire. Le prélèvement de 

chaque patient représente un délai pré-analytique (3h, 6h ou 24h après le prélèvement). 

Les cellules mononucléées sanguines (PBMC) de trois patients (correspondant à une mise en 

culture 3h ou 6h ou 24h après le prélèvement) ont donc été isolées du sang total par 

centrifugation en gradient de densité en utilisant un tube SepMate (StemCell). Les cellules 

ont été activées pendant deux heures par LPS ou flagelline FliC3 (témoin : PBS) (mesure de 

l’activité transcriptionnelle de Il8 et Ccl20 – gène de ménage : actine) ou vingt-quatre heures 

(dosage des cytokines IL-8 et CCL20). Seuls les résultats concernant l’expression et la 

production d’IL-8 sont montrés (Figure 11). 
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Figure 11 : Mesure du niveau d’expression du gène IL8 (A) et de production de l’IL-8 (B) 

après activation des PBMC (différentes quantités de cellules) par LPS et flagelline.  

PBMC isolées de patients « sains » (n = 1 à 3) activées in vitro par la flagelline FliC3 (1000 ng/mL ou 

100 ng/mL ou 10 ng/mL) ou le LPS (100 ng/mL) (100 000 ou 250 000 ou 500 000 cellules par puits). 

(A) 2h après l’activation, les ARNm ont ensuite été extraits puis rétrotranscrits. L’expression relative 

d’ARNm (RQ) dans l’échantillon pour IL8 est exprimée pour la flagelline ou le LPS par rapport au 

PBS. (B) 24h après l’activation, l’IL-8 a été dosée par ELISA. Les résultats sont représentés par la 

moyenne. Chaque point représente un patient correspondant à un délai pré-analytique (mise en culture 

3h, 6h, 24h après le prélèvement).  

 

Tout d’abord, les cellules activées par le LPS présentent la meilleure activation, 

habituellement observée, ce qui valide le témoin positif. Nous avons constaté une discordance 

entre la production d’IL-8 et l’expression du gène quand les cellules sont activées par FliC3. 

En effet, pour la concentration de 100 ng/mL de FliC3, les taux d’IL-8 sont plus élevés que ne 

le montre l’activation du gène pour les quantités de cellules à 250 000 et 500 000 cellules. 

Nous avons observé le même effet pour la concentration de 10 ng/mL de FliC3 pour 250 000 

cellules. Ces constats peuvent être relativisés par rapport au nombre d’échantillons analysés par 

groupe (1 à 3). L’objectif de cette étude préliminaire était surtout d’analyser les conditions les 

plus favorables pour le protocole technique. Nous avons ensuite constaté une très bonne 

réponse des cellules mononucléées sanguines à la flagelline quels que soient la quantité de 

cellules et le délai de prise en charge du prélèvement. En effet, les conditions 250 000 et 

500 000 cellules par puits, stimulées par la flagelline FliC3 à 100 ng/mL, présentent une 

activation équivalente au LPS, témoin positif. A la condition 100 000 cellules / puits, 

l’activation reste suffisante. Nous avons donc fixé une quantité de cellules à 200 000 cellules 

par puits (réduite à 100 000 cellules si la quantité de cellules isolées n’est pas suffisante). 

N’observant pas de différence majeure entre les différents points d’étude (3, 6 ou 24 heures 

A B IL8 IL-8 
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après le prélèvement correspondant au délai pré-analytique), il sera donc possible de traiter les 

prélèvements jusqu’à 24 heures après leur réalisation.  

Concernant la concentration de flagelline, les gènes sont moins activés pour une 

concentration de flagelline FliC3 à 10 ng/mL. Nous avons donc fixé une concentration de 

flagelline FliC3 à 100 ng/mL. A noter qu’à la concentration supérieure de flagelline FliC3 

(1000 ng/mL), l’activation est moins efficace pouvant traduire une saturation du système. 

 

 

II.3. Description de l’étude ASTRAL 

L’équipe de l’Institut Pasteur de Lille et la Délégation à la Recherche Clinique et à 

l’Innovation des Hôpitaux de l’Institut Catholique de Lille (GHICL) collaborent depuis 2014 

pour la mise en œuvre de l’étude clinique ASTRAL (« Analyse de la réponse immunitaire 

innée des cellules sanguines chez des patients atteints de pneumonies franches lobaires aiguës 

»). De longues démarches administratives ont été nécessaires pour aboutir à l’acceptation du 

CPP en avril 2017 et l’inclusion du premier patient en octobre 2017. Cette étude fait l’objet 

d’un financement par InsermTransfert. 

II.3.1. Matériels et méthodes 

II.3.1.1. Patients étudiés 

L’étude clinique (IDRCB : 2017-A00450-53 / Protocole RT-12 ; NCT03231670) est une 

étude prospective, multicentrique, interventionnelle à risques et contraintes minimes avec 

constitution de collection biologique. Elle a reçu un avis favorable par le comité de protection 

des personnes « EST IV » (Référence : 17/17) le 11 avril 2017 (amendement MS1 du 10 avril 

2018 pour l’intégration de l’hôpital Saint Vincent de Paul). Conformément à la réglementation 

en vigueur, l’ANSM a été informée de l’avis du CPP. 

Des patients présentant une pneumopathie franche lobaire aiguë (services de Pneumologie 

de l’hôpital Saint Philibert et Saint Vincent de Paul – Groupement des Hôpitaux de l’Institut 

Catholique de Lille) ont été inclus dans l’étude clinique selon les critères décrits dans le tableau 

6. Le choix s’est porté sur la PLFA pour plusieurs raisons. Tout d’abord, cette pathologie est 

causée principalement par S. pneumoniae et est diagnostiquée sur des critères cliniques, 

radiologiques et biologiques bien définis (Tableau 2) permettant d’obtenir une population 

homogène. En effet, le diagnostic de PFLA repose sur des critères cliniques (début brutal, 
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fièvre, malaise général, point douloureux thoracique), radiologiques (opacité alvéolaire 

systématisée) et biologiques (syndrome inflammatoire avec hyperleucocytose à polynucléaires 

neutrophiles et augmentation de la CRP). Par contre, les éléments microbiologiques (présence 

de S. pneumoniae au niveau urinaire (antigénurie), respiratoire ou sanguin) ne sont pas toujours 

retrouvés. Les patients ont donc été inclus sur les 3 types de critères sans élément 

microbiologique systématiquement positif. Par ailleurs, sur l’année 2016, 49 cas de PFLA ont 

été diagnostiqués au sein du GHICL, ce qui permettait d’envisager un recrutement suffisant 

pour notre étude clinique.  

 

Tableau 6 : Critères d’inclusion et d’exclusion de l’étude clinique ASTRAL 

Critères d’inclusion Critères d’exclusion 

Patients 

 de plus de 18 ans 

 hospitalisés dans le service de 

pneumologie pour lesquels les critères 

cliniques, radiologiques et biologiques 

permettent de qualifier une pneumonie 

franche lobaire aiguë (PFLA). 

 bénéficiant d’un régime de sécurité 

sociale 

 acceptant de participer à l’étude 

Patients 

 sous tutelle ou curatelle 

 atteints d’un syndrome de détresse 

respiratoire aigüe (SDRA), ou d’un 

sepsis 

 avec statut connu ou suspicion 

d’infection par le VIH, VHC, ou 

Mycobacterium tuberculosis 

 grossesse 

 transplantés sous immunosuppressions 

 

Avant l’inclusion, un consentement écrit, libre et éclairé, a été obtenu auprès de chaque 

patient. Il est prévu d’inclure 38 patients sur une période de 3 ans (durée totale de l’étude : 48 

mois). Ce chiffre a été choisi pour obtenir un nombre statistiquement relevant de patients dans 

un délai raisonnable en prenant également en compte les patients « perdus de vue » qui ne se 

présenteront pas à la seconde visite.  
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II.3.1.2. Critères de jugement de l’étude ASTRAL 

L’objectif principal est d’analyser, au cours de la PFLA (visite 1) puis après résolution de 

la pneumopathie (visite 2), l’évolution du taux des transcrits spécifiques de l’IL-6 dans des 

cellules mononuclées du sang (PBMC), stimulées par l’agoniste du récepteur TLR5.  

Les objectifs secondaires sont les suivants : 

1) Analyser l’évolution au cours puis après résolution de la pneumopathie : 

a) la transcription des gènes de la réponse innée des PBMC stimulées par les 

agonistes de TLR2, TLR4, TLR5, TLR9  

b) la production de médiateurs inflammatoires (IL-1, IL-8, IL-10, IL-12p40, 

IL23, IFN, IFN, TNF, CCL20, CCL2, CCL4 et IP10) dans les surnageants 

de PBMC stimulées par les agonistes de TLR2, TLR4, TLR5, TLR9  

2) Identifier les polymorphismes génétiques des Toll-like receptors (TLR2, 4, 5 et 9) 

par génotypage des gènes à partir des PBMC. 

 

 

II.3.1.3. Collecte et traitement des prélèvements sanguins 

Le prélèvement sanguin est réalisé sur tube EDTA. Les PBMC sont isolées du sang total 

par centrifugation en gradient de densité en utilisant un tube SepMate (StemCell). Les PBMC 

reprises dans du milieu RPMI sont déposées dans 2 plaques 48 puits afin d’obtenir une quantité 

de cellules de 100 000 à 200 000 par puits en fonction de la quantité isolée pour chaque patient. 

Les cellules sont ensuite activées par des agonistes de TLR (Tableau 7). Des puits sans agoniste 

TLR servent de témoins. 

La première plaque (n°1) est incubée pendant 2 heures. Deux heures après l’activation, la 

plaque est centrifugée à 1600 rpm pendant 5 minutes. Le milieu de culture est éliminé. 100 µL 

de RA1 + 2 % de TCEP sont ajoutés pour permettre la conservation des cellules. La plaque est 

congelée à -80°C pour analyse transcriptionnelle ultérieure. 

La deuxième plaque (n°2), préparée en duplicat, est incubée pendant 24 heures à 37°C, 5 % 

CO2. Vingt-quatre heures après l’activation, la plaque est centrifugée à 1600 rpm pendant 5 

minutes. Le surnageant est récupéré et congelé à -80°C pour dosage ultérieur des cytokines. La 

plaque est également congelée à -80°C pour une future analyse des polymorphismes TLR. 
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Tableau 7 : Agonistes de TLR utilisés pour activer les PBMC humaines 

 Pam3CSK4 CpG LPS MPL FliC FliC3 

Agonistes TLR TLR2 TLR9 TLR4 TLR5 

Concentration finale 2,5 µg/mL 5 µg/mL 100 ng/mL 5 µg/mL 200 ng/mL 100 ng/mL 

Pam3CSK4 est un lipopeptide tripalmitoylé synthétique (Invivogen). Le CpG est issu de ODN 1826 

type (référence IAX-200-002-M001 Adipogen). Le LPS est produit à partir de la souche 

d’Escherichia coli 0111:B4 (référence IAX-100-012-M001 Adipogen). Le MPL est produit à partir de 

la souche de Salmonella minnesota R595 (référence IAX-100-002-M001 Adipogen). La flagelline 

native Flic et la flagelline tronquée FliC3 sont produites au laboratoire à partir de Salmonella enterica 

sérovar Typhimurium SIN22, comme cela a été décrit précédemment (131),(132).  

A noter que la stabilité des agonistes congelés a été vérifiée en mesurant leur capacité 

activatrice sur cellules bronchiques humaines BEAS-2B (données non montrées). 

 

II.3.1.4. Quantification de l’expression des ARNm 

A partir de la plaque congelée n°1, les ARN totaux sanguins sont extraits avec le kit 

NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel, Duren, Germany) puis rétrotranscrits avec le kit « high-

capacity cDNA archive » (Applied Biosystems, Foster City, CA). L’amplification de l’ADN 

complémentaire est ensuite réalisée par PCR temps réel sur Taqman Express plate Fast à l’aide 

d’un mix Taqman Fast Advanced Master (référence : 4444557, ThermoFisher Scientific) et 

du mélange sonde Taqman + amorces (Tableau 8) sur l’appareil QuantStudio 12K Flex Real-

Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). Deux gènes de référence ont été utilisés : -

ACTINE et 18S. 

 

Tableau 8 : Liste du mélange (sonde Taqman + amorces) de chaque gène utilisé pour la 

PCR Temps réel Taqman Express plate Fast 

-ACTINE Hs01060665_g1 IL12B Hs01011519_m1 

18S Hs99999901_s1 IL1B Hs01555410_m1 

CCL2 Hs00234140_m1 IL6 Hs00985639_m1 

CCL20 Hs00355476_m1 IL8 Hs00174103_m1 

IFNG Hs00989291_m1 IRG1 Hs00985781_m1 

IL10 Hs00961622_m1 TNF Hs01113624_g1 
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II.3.1.5. Dosage des cytokines par cytométrie en flux 

Les cytokines étudiées sont les suivantes : IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL12p40, IL23, IFN, 

IFN, TNF, CCL2, CCL4, CCL20 et IP10. Les cytokines sont dosées sur le surnageant recueilli 

de la plaque n°2 à l’aide des Legend Plex multi Analyse Flox Assay kit (Biolegend) sur le 

cytomètre en flux Attune NXT. Ces dosages sont basés à la fois sur la capacité d’un cytomètre 

à détecter finement différents niveaux de fluorescence, et sur l’utilisation de billes couplées à 

des anticorps qui capturent spécifiquement différentes cytokines. Chaque bille du dosage 

possède une intensité de fluorescence unique, ce qui permet de mélanger et d’enregistrer 

différentes billes en même temps dans un seul tube. A la différence des ELISA qui permettent 

de quantifier une seule cytokine à la fois, ces dosages multiplex peuvent quantifier de multiples 

cytokines simultanément à partir d’un même échantillon. Les anticorps de détection sont 

directement marqués à la phycoérythrine (PE). L’intensité du signal de fluorescence PE 

proportionnelle à la quantité de cytokines détectée est mesurée par cytométrie en flux. 

 

II.3.1.6. Données cliniques et biologiques 

Les données cliniques et biologiques sont recueillies à l’aide d’un cahier d’observation 

(CRF : Case Report Form) reportées ensuite dans une base de données (Annexe 1). Les 

numérations formule sanguines sont obtenues par passage de l’échantillon sanguin (tube 

EDTA) sur l’automate XN-3000 (Sysmex). Les examens microbiologiques sont réalisés dans 

le cadre de la pratique courante. Il s’agit habituellement pour le diagnostic de PFLA de : 

 Prélèvements d’hémoculture en cas de fièvre 

 Recherche de l’antigène de S. pneumoniae dans les urines (antigénurie) 

 Examen cytobactériologique des crachats (ECBC) 
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II.3.1.7. Analyses statistiques 

L’analyse des données de l’étude sera essentiellement descriptive : les moyennes, 

variances, médianes, quantiles seront calculés pour les variables quantitatives. Les effectifs et 

fréquences seront calculés pour les variables qualitatives. Les évolutions avant/après résolution 

de la pneumopathie des taux des transcrits spécifiques de l’IL-6, des taux d’expression des 

gènes, et des dosages des médiateurs inflammatoires seront analysés par le test t de Student 

pour séries appariées si les différences sont normales, ou le test de Wilcoxon sinon. Nous 

considérons un seuil de significativité de 5 % pour toutes les analyses. Les analyses statistiques 

seront réalisées via le logiciel R et Excel. L'analyse statistique sera réalisée par la cellule de 

biostatistiques de la Délégation à la Recherche Clinique et à l’Innovation (DRCI) du GHICL. 

 

 

 

II.3.2. Résultats 

Les résultats présentés ci-après correspondent à une analyse préliminaire des données 

issues des sept premiers patients inclus dans l’étude ASTRAL, en accord avec la DRCI du 

GHICL. Les données ont été extraites de la base de données par l’équipe de la DRCI du 

GHICL. 

 

II.3.2.1. Description de la population 

Les 7 patients étudiés (quatre hommes et trois femmes) présentent une moyenne d’âge de 

65,3 ans (médiane de 66 ans [44 – 84 ans]). Le délai entre la première et la deuxième visite 

s’étale entre 42 jours (soit 6 semaines) et 95 jours (soit 13,5 semaines). Le diagnostic 

microbiologique (visite 1) montre : 2 antigénuries positives à S. pneumoniae dont 1 patient 

avec un ECBC positif à S. pneumoniae. Tous les patients étaient sous antibiotiques au moment 

du prélèvement de la visite 1 (4 patients traités par -lactamines, 1 patient traité par macrolides 

et 2 patients traités par une association -lactamines + macrolides). Aucun patient n’était sous 

traitement immunosuppresseur, seul un patient était traité par anti-inflammatoire non 

stéroïdien. Le syndrome inflammatoire à la visite 1 est mesuré par le dosage de la protéine 

réactive C (CRP) : la moyenne est de 237 mg/L et la médiane de 249 mg/L [136 - 385 mg/L]. 

La moyenne du taux de leucocytes au moment de la visite 1 est de 13,6 G/L et la médiane, 12,3 
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G/L [3,6 - 29,8 G/L]. La moyenne du taux de polynucléaires neutrophiles à la visite 1 est de 

10,9 G/L et la médiane 10,1 [2,7 - 23 G/L]. La moyenne du taux de leucocytes au moment de la 

visite 2 est de 7,7 G/L et la médiane de 6 G/L [6,5 - 9,1 G/L] (sur 6 patients, une donnée 

manquante). La moyenne du taux de polynucléaires neutrophiles à la visite 2 est de 4,75 G/L et 

la médiane 4,7 [3,6 - 6 G/L] (sur 6 patients, une donnée manquante). Ce résultat signifie que, 

comme attendu, les patients ne présentent plus d’inflammation à la visite 2.  

 

II.3.2.2. Analyse transcriptionnelle 

Nous avons choisi de présenter l’analyse transcriptionnelle des gènes codant les 

interleukines IL-6 et IL-8 et de la chimiokine CCL20, qui sont parmi les médiateurs dont 

l’expression est fortement augmentée par la flagelline (Figure 12). 

Les résultats de l’activation par le CpG ne sont pas présentés car aucune activation n’a été 

observée. Nous avons finalement constaté que l’agoniste du TLR9 choisi n’était pas capable 

d’activer le TLR9 humain.  
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Figure 12 : Mesure de l’expression des gènes IL6, IL8 et CCL20 après activation des 

PBMC par les agonistes de TLR.  
Les PBMC isolées de 7 patients à la visite 1 et visite 2 ont été activées in vitro par la flagelline FliC, la 

flagelline tronquée FliC3, le LPS, le MPL et Pam3CSK4 pendant 2 heures. Les ARNm ont ensuite été 

extraits puis rétrotranscrits. L’expression relative d’ARNm (RQ) dans l’échantillon est exprimée pour 

les différents agonistes par rapport au PBS pour IL6 (A), IL8 (B) et CCL20 (C). Les résultats sont 

représentés sous forme de boîtes à moustache (minimum, 1
er
 quartile, 2

ème
 quartile correspondant à la 

médiane, 3
ème

 quartile et maximum) avec la déviation standard. La significativité statistique a été 

évaluée par un test de Mann et Whitney (* : P < 0,05). 

A 

B 

C 

IL6 

IL8 

CCL20 
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Nous observons une activation des gènes IL6, IL8 et CCL20 après stimulation des PBMC 

chez les patients atteints de PFLA (visite 1) et après résolution de l’infection (visite 2). Les 

profils sont semblables d’une visite à l’autre et relativement homogènes entre tous les patients. 

D’ailleurs, les RQ analysées de façon globale ne sont pas significativement différentes (P > 

0,05) en réponse aux différents agonistes pour IL8 et CCL20. Pour IL6, seule la réponse des 

PBMC au MPL est significativement différente entre les deux visites (P < 0,05) avec une 

réponse plus faible à la seconde visite. Nous n’observons pas de corrélation entre l’âge et 

l’activation du gène IL6 par FliC et FliC3 (résultats non significatifs par le test de Spearman), 

ni de corrélation entre le sexe et l’activation du gène IL6 par FliC et FliC3 (résultats non 

significatifs par le test de Mann et Whitney). L’analyse sur de nouveaux prélèvements devrait 

permettre de confirmer les tendances observées.  

 

II.3.2.3. Dosage d’IL-6 

  Nous présentons ici le dosage de l’IL-6 qui correspond à l’objectif primaire de l’étude 

ASTRAL (Figure 13). 
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Figure 13 : Taux d’IL-6 après activation des PBMC par la flagelline FliC3  

Les PBMC isolées de 7 patients à la visite 1 et visite 2 ont été activées in vitro par la flagelline FliC3 

(dosages réalisés en duplicat pour chaque patient). Les surnageants ont ensuite été récupérés après 24h 

d’incubation à partir desquels a été dosée l’IL-6 par cytométrie en flux. Les résultats des 7 patients ont 

été poolés et sont représentés sous forme de boîtes à moustache (minimum, 1
er

 quartile, 2
ème

 quartile 

correspondant à la médiane, 3
ème

 quartile et maximum) avec la déviation standard. La significativité 

statistique a été évaluée par un test de Mann et Whitney (* : P < 0,05, *** : P < 0,0001). 
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En absence d’activation (groupe PBS), les taux d’IL-6 entre les visites 1 et 2 ne sont pas 

statistiquement différents même si la médiane est 14 fois plus basse à la visite 2 (Figure 13). 

Les taux élevés d’IL-6 à la visite 1 sont probablement liés à l’activation du système 

immunitaire en lien avec la pneumopathie. On observe également une grande disparité entre les 

patients lors de la visite 1. Par contre, à la visite 2, les taux sont plus bas et moins dispersés en 

lien avec la résolution de l’infection et le retour à la « ligne de base ». 

Les taux d’IL-6 mesurés chez les patients dont les cellules sont activées par la flagelline 

FliC3 sont significativement différents entre les visites 1 et 2 (P < 0,0001) (diminution des 

taux par 9 entre les 2 visites) (Figure 13). La flagelline FliC3 permet donc d’activer les 

cellules sanguines même dans le contexte inflammatoire de la pneumopathie. Nous observons 

également une moindre dispersion des taux d’IL-6 par rapport au groupe PBS (donc le même 

niveau d’activation). Même si les taux d’IL-6 sont plus bas à la visite 2, ils sont 

significativement plus élevés qu’en l’absence d’activation (P < 0,0001) (Figure 13). 

 

II.3.3. Discussion  

L’étude ASTRAL s’intéresse à la réponse des PBMC de patients atteints de PFLA, l’une 

des plus fréquentes pneumonies aiguës communautaires bactériennes. Cette pathologie a été 

choisie car des études pré-cliniques ont montré le potentiel de la flagelline à traiter les 

infections respiratoires à S. pneumoniae (124),(133),(97). Par ailleurs, les critères de diagnostic 

de la PFLA étant bien définis, ils permettent d’obtenir une cohorte cliniquement homogène. 

Enfin, la flagelline Flic3 a été brevetée comme immunomodulateur anti-infectieux pour une 

utilisation par la voie respiratoire .  

Le but du projet ASTRAL est donc d’évaluer si FliC3 est capable d’activer une réponse 

inflammatoire chez des patients présentant déjà un syndrome inflammatoire. L’étude de la 

réponse des PBMC à des agonistes TLR a déjà été analysée dans d’autres pathologies 

inflammatoires (134),(135). Dans le contexte d’asthme non infectieux, il a été montré que la 

production d'IL-6 par les PBMC, au stade d'exacerbation, était significativement plus élevée 

après la stimulation des TLR1/2 et TLR7/8, mais plus faible après la stimulation par les ligands 

de TLR3 et TLR9 (134). Dans cette étude, la flagelline induit la production d’IL-6 de manière 

équivalente au moment de l’exacerbation et en période de convalescence. Il est intéressant de 

noter qu’il n’y a pas de différence significative dans l’expression des TLR (TLR1 à TLR9) à la 

surface des PBMC entre les patients asthmatiques (en phase d’exacerbation ou de 
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convalescence) et les témoins sains (134). Chez des enfants présentant une maladie 

inflammatoire de l’intestin non active, les PBMC activées par les agonistes de TLR4, TLR2/6, 

TLR3 et TLR7/8 produisent plus d’IL-6 que les cellules de témoins. La flagelline n’a pas été 

testée dans ce contexte (135). Ces études montrent que même dans des pathologies 

inflammatoires, les agonistes TLR peuvent activer les PBMC.  

Le consortium « milieu intérieur » vise à analyser et définir, à partir d’une cohorte de 1000 

personnes, la variabilité de la réponse du système immunitaire chez des individus sains et à 

déterminer les facteurs génétiques et environnementaux contribuant à l’hétérogénéité des 

phénotypes immunitaires. Au cours de l’une des nombreuses études effectuée par ce 

consortium, il a été montré que la flagelline et d’autres agonistes TLR avaient la capacité 

d’activer les PBMC à partir du sang total d’individus sains et notamment la production d’IL-6 

(127),(136). En revanche, l’étude de Ma et al. a montré, lors de l’activation de PBMC 

d’individus sains par la flagelline, une faible expression d'IL6 contrairement à l’expression des 

gènes codant les cytokines IL-12, TNF et TGF- et les chimiokines CCL19, CCL20, CXCL6 et 

CXCL12 (130). 

Les résultats obtenus pour les 7 patients restent préliminaires, cependant des tendances 

apparaissent et restent à confirmer. Tout d’abord, nous observons au niveau ARNm (IL6, IL8, 

CCL20) et cytokine (IL-6) des variations interindividuelles plus importantes à la visite 1 

comparativement à la visite 2. Même si nous avons focalisé notre étude sur un groupe 

homogène de pneumonie, il semble que les patients soient dans des états cliniques différents, 

liés notamment à l’historique du patient au moment du diagnostic, la présence ou non de S. 

pneumoniae et le traitement ou non par antibiotique ou anti-inflammatoire. Ces variations 

pourraient influer sur les capacités de réponse des PBMC. La visite 2, au moins 6 semaines 

après le diagnostic, met en évidence une baisse du taux de leucocytes, de polynucléaires 

neutrophiles et d’IL-6, signifiant une diminution du syndrome inflammatoire et un retour au 

moins partiel à l’homéostasie. La stratégie d’ASTRAL qui est de suivre le patient sur deux 

visites, permet donc d’avoir le niveau de base de réponse de chaque patient lors de la visite 2, 

chaque patient étant son propre témoin.  

Tous les agonistes testés (Pam3CSK4, LPS, MPL, flagelline) activent les PBMC, avec une 

tendance de réponse plus forte pour le LPS. Il ne semble donc pas possible de distinguer une 

signature particulière pour un agoniste donné. L’analyse combinée des 10 gènes sélectionnés et 

des 13 cytokines produites pourrait permettre de distinguer des profils d’activation spécifique à 

un agoniste, comme cela a été le cas dans l’étude de Duffy et al. (127). En effet, ces auteurs ont 

été capables, grâce à une analyse à haut débit, de discriminer les agonistes TLR en fonction de 
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signatures protéiques.  

Il faut garder à l’esprit qu’ASTRAL vise à analyser la réponse des cellules périphériques 

aux agonistes TLR chez des patients atteints d’une pathologie respiratoire. Nous ne pouvons 

pas exclure que les cellules pulmonaires aient un profil d’activation différent. Une étude sur 

des aspirations endotrachéales (AET) avait initialement été entreprise. Malheureusement, la 

forte hétérogénéité des échantillons (type de prélèvement, quantité / qualité de cellules 

obtenues, difficulté de remise en culture…) ne nous a pas permis d’envisager une stimulation 

de ces cellules par des agonistes TLR. Compte tenu de ces difficultés, nous avons donc décidé 

d’utiliser les PMBC pour évaluer la capacité de réponse des cellules de patients atteints de 

pneumonie. Le sang, même s’il n’est pas un organe immunologique, est utilisé comme reflet de 

ce qui passe dans l’ensemble de l’organisme (137). 

 Il est également prévu dans le projet ASTRAL une étude du polymorphisme des TLR2, 4, 

5 et 9 des patients à partir des PBMC. En effet, le polymorphisme sur ces récepteurs innés, peut 

avoir un impact sur la réponse immunitaire avec des conséquences infectieuses 

(138),(139),(140),(141),(74). Une mutation avec perte de fonction dans TLR5 (remplacement 

de la séquence codant pour Arg392 par un codon stop) entraîne un défaut de reconnaissance de 

la flagelline et est retrouvée dans environ 10 % de la population européenne (139). Les 

personnes homozygotes pour cette mutation présentent une susceptibilité accrue aux infections 

causées par L. pneumophila et aux infections urinaires (142). Compte tenu de la fréquence de 

cette mutation, on peut donc s’attendre à trouver dans notre cohorte ASTRAL quelques patients 

qui ne répondront pas à la flagelline. 

Globalement, cette étude préliminaire sur un peu moins de 20 % des inclusions prévues, 

permet donc de constater une activation des leucocytes de patients atteints de pneumonie. On 

peut raisonnablement s’attendre à une confirmation lorsque l’inclusion sera complète. L’étude 

ASTRAL devrait donc jeter les bases d’un futur projet plus ambitieux qui consisterait à utiliser 

chez l’homme la flagelline par aérosol comme traitement des pneumonies en association avec 

des antibiotiques.  
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 

 

L’objectif de ce travail était d’évaluer les capacités antimicrobiennes et inflammatoires de 

la flagelline, agoniste de TLR5, à la fois dans un modèle expérimental d’infection respiratoire 

par le virus de la grippe chez la souris et dans une étude clinique chez des patients atteints de 

PFLA.  

Les résultats obtenus dans notre modèle d’infection respiratoire par le virus de la grippe ont 

montré la capacité de la flagelline à induire une diminution des transcrits viraux surtout lors 

d’un traitement par voie systémique par un mécanisme indépendant des interférons de type I et 

de l’IL-22. D’autres expérimentations devront être réalisées pour mettre en évidence le 

mécanisme impliqué dans l’effet de la flagelline. L’association de la flagelline à l’oseltamivir a 

permis d’amplifier cet effet qui doit maintenant être confirmé par une quantification des 

particules virales. Pour être valorisé, ces résultats devront être complétés avec la flagelline 

tronquée FliCΔ3, la mieux adaptée à une future utilisation chez l’homme.  

Dans notre étude clinique ASTRAL, les résultats de l’analyse préliminaire sur sept patients 

atteints de PFLA montrent la capacité des cellules mononucléées sanguines de ces patients, 

quels que soient leur âge ou leur sexe à être activées par des agonistes des récepteurs TLR au 

moment du diagnostic de pneumonie. L’effet est notamment démontré avec la flagelline 

FliCΔ3. Ces résultats, qui devront être confirmés par l’étude complète des 30 patients inclus, 

ouvrent néanmoins des perspectives sur l’utilisation de la flagelline en thérapeutique chez des 

patients infectés. En effet, si l’utilisation d’agonistes de TLR comme anti-infectieux n’est pas 

innovante, en revanche l’administration par voie mucosale, permettant une localisation de 

l’effet à la muqueuse en évitant les effets systémiques, représente une nouvelle approche.  

Cette thèse a permis d’apporter de nouvelles données expérimentales sur la capacité de la 

flagelline à immunomoduler la réponse immunitaire innée. Ce travail participe à une meilleure 

connaissance des propriétés de la flagelline qui permettra à terme d’envisager une étude 

clinique chez l’homme dans le contexte d’infections respiratoires. La flagelline présente de 

nombreux atouts comme immunomodulateur antimicrobien :  

 Tout d’abord, en activant différents médiateurs solubles ou cellulaires de l’immunité 

innée, la flagelline rend très peu probable le développement de bactéries résistantes aux 

multiples mécanismes immunitaires antiinfectieux impliqués.  

 Les études pré-cliniques montrent pour la flagelline un spectre d’activité antimicrobien 

large puisqu’il a été démontré des effets de l’agoniste contre des bactéries à Gram 
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positif (96),(97), à Gram négatif (84),(93),(94),(95), des virus (99),(100) et des 

champignons (101). 

 La flagelline a déjà été testée chez l’homme, et a montré une bonne tolérance qui laisse 

présager une possible utilisation chez des patients atteints de pneumonie (125),(126).  

 Grâce à ses propriétés adjuvantes, la flagelline peut induire une immunité adaptative 

spécifique du pathogène, évitant ainsi les réinfections (119).  

 De par sa capacité à activer des gènes impliqués dans le remodelage tissulaire, la 

flagelline pourrait restaurer l’homéostasie immunitaire et favoriser la réparation 

tissulaire (90). Cet aspect reste à être démontré expérimentalement. 

 La flagelline est une protéine dégradée en quelques heures une fois instillée dans le 

poumon (133). Cela permet d’éviter l’accumulation de l’immunostimulant, tout en 

activant l’inflammation locale. Cette stratégie « hit and run » permet d’éviter 

l’emballement d’une réponse qui pourrait s’avérer délétère pour le tissu pulmonaire.  

 Enfin, la flagelline recombinante Flic3, protégée par plusieurs brevets, peut être 

produite au laboratoire en grande quantité, avec un degré de pureté acceptable, à l’aide 

de techniques classiques de purification de protéines. Les propriétés biochimiques de 

cette flagelline permettent d’envisager sereinement la préparation de lots compatibles 

avec une utilisation chez l’homme.  

 

En conclusion, cette thèse aura permis de montrer pour la première fois un effet anti-virus 

influenza de la flagelline (manuscrit soumis) et de mettre en place un essai clinique qui devrait 

donner lieu, après inclusion de tous les patients et analyse des résultats, à une seconde 

publication. Cette étude clinique pourrait permettre d’envisager une utilisation de la flagelline 

dans les infections respiratoires chez l’homme.  
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Annexe n°1 : Cahier d’observation de l’étude clinique ASTRAL 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Protocole ASTRAL 
n° Protocole : RT-12  n° IDRCB : 2017-A00450-53 

 

« Analyse de la réponse immunitaire innée des cellules sanguines chez des patients atteints de 

pneumonie franche lobaire aiguë » 

 

Cahier d’observation 
 
 

Numéro du patient : |__|__|       

(N° inclusion)                                                                
                                            

 

Nom de l’investigateur : __________________________________ 

 

 

Promoteur : Groupement des Hôpitaux de l’Institut Catholique de Lille, 115 rue du Grand But, BP 

249, 59462 Lomme Cedex 

 

Investigateur Coordonnateur : Pr. Anne Decoster 

Chef du laboratoire de Biologie Médicale, Hôpital Saint Philibert, GHICL, Rue du Grand But, 59000 

Lille 

Email : decoster.anne@ghicl.net 

 

 

 

 

 

 

 

 

mailto:decoster.anne@ghicl.net
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FAX D’INCLUSION  

Protocole ASTRAL N° protocole : RT-12 

 Investigateur :  

 

 

Identification du patient : |__|__| 
                                                            N°Pat 

 

Date de la visite : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| 
                                           JJ                MM                 AAAA 

 

Date de signature du consentement : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| 
         JJ              MM               AAAA 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Veuillez retourner ce formulaire par FAX au Département de Recherche Médicale du GHICL 

au : 03 20 22 57 67  

Ou par mail : vitagliano.jean-jacques@ghicl.net 

 

Investigateur :              

  

Date : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| Signature : 

Critères d’inclusion  

Patients de plus de 18 ans 
 Oui  Non 

Patient  hospitalisés dans le service de pneumologie pour lesquels les 

critères cliniques, radiologiques et biologiques permettent de qualifier 

une pneumonie franche lobaire aiguë (PFLA).  

 Oui  Non 

Patient couvert par l’assurance maladie française.  Oui  Non 

Acceptant de participer à l’étude  Oui  Non 

Critères de non inclusion  

Patient sous tutelle ou curatelle 
 Oui  Non 

atteints d’un syndrome de détresse respiratoire aigüe (SDRA), 

ou d’un sepsis (sévère) 
 Oui  Non 

avec statut connu ou suspicion d’infection par le VIH, VHC, ou 

Mycobacterium tuberculosis 
 Oui  Non 

transplantés sous immunosuppressions  Oui  Non 

Femme enceinte  Oui  Non 
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Données Médicales  
 

Sexe : Masculin         Féminin 

 

Age : | _ | _ | 

 

Poids : | _ | _ | _ |  kg  Taille : | _ | _ | _ |   cm 

 

Statut vaccinal :  

Vaccin pneumocoque   oui     non  

  Si oui date de dernière vaccination : | _ | _ | / | _ | _ | _ | _ | 

Type de vaccin :   Prevenar 13   Pneumo 23  

 

Vaccination antigrippale   oui     non  

  Si oui date de dernière vaccination : | _ | _ | / | _ | _ | _ | _ | 

 

 Conduite addictive :  

Tabagisme  oui    non  

Si oui, 

☐ Actif consommation en paquet/année :  | _ | _ | _ | 

☐ Sevré depuis quand (mois et année) :  | _ | _ | / | _ | _ | _ | _ | 

 Consommation en paquet/année :  | _ | _ | _ | 

 

Cannabis  oui    non  

Si oui, 

Consommation : | _ | _ |  jour  semaine 

Depuis quand : | _ | _ | années 

 

Antécédents médicaux respiratoires                                  Date du dernier évènement 

  PFLA | _ | _ | / | _ | _ | _ | _ | 

  Autre pneumonie | _ | _ | / | _ | _ | _ | _ | 

  Bronchite chronique | _ | _ | / | _ | _ | _ | _ | 

  Asthme  | _ | _ | / | _ | _ | _ | _ | 

  BPCO  | _ | _ | / | _ | _ | _ | _ | 

  Cancer du poumon | _ | _ | / | _ | _ | _ | _ | 

  Autre : ……………………………………………. | _ | _ | / | _ | _ | _ | _ | 
 

 

 

Données cliniques : 

Signes généraux :  Asthénie  Hyperthermie 

Signes Fonctionnels :  Toux Expectoration purulente 

Dyspnée 

Présence d’un Foyer Auscultatoire :  Oui Non 

 

 

Données radiologiques :  

Condensation systématisée :  Oui  Non 
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Numération formule sanguine 

 

Hématies | _ | _ | , | _ | _ |   10
12

/L 

Leucocytes | _ | _ |  , | _ | _ |  10
9
/L 

Hémoglobine | _ | _ |  , | _ | _ |  g/dL  

Hématocrite | _ | _ |  % 

VGM | _ | _ | _ |  , | _ | fL 

TCMH | _ | _ |  , | _ | pg 

CCMH | _ | _ |  , | _ | g/dL 

Plaquettes | _ | _ | _ | 10
9
/L 

Neutrophiles | _ | _ |  , | _ | _ | 10
9
/L 

Eosinophiles | _ | _ |  , | _ | _ | 10
9
/L 

Basophiles | _ | _ |  , | _ | _ | 10
9
/L 

Lymphocytes | _ | _ |  , | _ | _ | 10
9
/L 

Monocytes | _ | _ |  , | _ | _ | 10
9
/L 

 

CRP | _ | _ | _ | _ | mg/L 

 

 

Prélèvement respiratoire 

 

Type de prélèvement :….……………………………………………………………………………… 

 

Détection Streptococcus pneumoniae   oui     non   

Si oui, charge bactérienne :  | _ |  10
4
 10

5
 10

6
 10

7
 

 Ou >10
7
 

 

Autre pathogène :…………………….………………………………………………………………… 

Charge bactérienne :  | _ |  10
4
 10

5
 10

6
 10

7
 

 Ou >10
7
 

 

Flore commensale :  oui   non  

Si oui bactérie la plus représentée…………………………………………………………………….. 

Charge bactérienne :  | _ |  10
4
 10

5
 10

6
 10

7
 

 Ou >10
7
 

 

Autres prélèvements  

 

Antigénurie pneumocoque :   positif    négatif   

 

Hémoculture :  positif pour S. pneumoniae  négatif pour S. pneumoniae  

Autre germe en cas d’hémoculture positive: ………………………………………………… 
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 Traitements en cours au moment du prélèvement :  

 

Antibiotique     oui   non  

Si oui le(s)quel(s) :  

-lactamine    

Macrolide    

Quinolone     

Autre     

 

Date d’initiation du traitement :  |__|__|/|__|__|/|__|__|__|__| 

Heure d’initiation du traitement :  |__|__| : |__|__| 

Durée du traitement :  |__|__| jours 

 

 

Immunosuppresseur / anti-inflammatoire    oui   non  

Si oui quelle classe des Immunosuppresseur / anti-inflammatoire ?  

Anti-inflammatoire stéroïdien     

Anti-inflammatoire non stéroïdien   

Inhibiteur de cytokines      

Alkylant (cyclophosphamide, busulfan…)  

Antimétabolites (azathioprine)     

 

Date d’initiation du traitement :  |__|__|/|__|__|/|__|__|__|__| 

Durée du traitement :   |__|__| jours 

  au long cours 

 

Pathologies associées (choix multiple) :  

Diabète          oui   non 

Hypercholestérolémie       oui   non 

Pathologie neurologique       oui   non 

Pathologie hépatique / gastro                   oui   non 

Pathologie rénale         oui   non 

Pathologie cardiologique       oui   non 

Cancer         oui   non 

Maladie autoimmune       oui   non 
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Prélèvement 
 

 

Sang V1 :  

Date du prélèvement: |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__|  

Prélèvement techniqué (ARN) congelé à -80°C le : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| 

Prélèvement techniqué (ELISA) congelé à -80°C le : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__|  

Plaque cellules congelée à -80°C le : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| 

 

Prélèvement Respiratoire V1 :  

  Oui  Non  Date : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| 

 Type de prélèvement : 

…………………………………………………………………………………………………..  

Prélèvement congelé à -80°C le : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| 

 

Sang V2:  

Date du prélèvement : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__|  

Prélèvement techniqué (ARN) congelé à -80°C le : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| 

Prélèvement techniqué (ELISA) congelé à -80°C le : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| 

 

Numération formule sanguine V2 

 

Hématies | _ | _ | , | _ | _ |   10
12

/L 

Leucocytes | _ | _ |  , | _ | _ |  10
9
/L 

Hémoglobine | _ | _ |  , | _ | _ |  g/dL  

Hématocrite | _ | _ |  % 

VGM | _ | _ | _ |  , | _ | fL 

TCMH | _ | _ |  , | _ | pg 

CCMH | _ | _ |  , | _ | g/dL 

Plaquettes | _ | _ | _ | 10
9
/L 

Neutrophiles | _ | _ |  , | _ | _ | 10
9
/L 

Eosinophiles | _ | _ |  , | _ | _ | 10
9
/L 

Basophiles | _ | _ |  , | _ | _ | 10
9
/L 

Lymphocytes | _ | _ |  , | _ | _ | 10
9
/L 

Monocytes | _ | _ |  , | _ | _ | 10
9
/L 
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Annexe n°2 : Publications et Communications en relation avec le sujet 

 

 

 

 

Porte R, Fougeron D, Munoz-Wolf N, Tabareau J, Georgel AF, Wallet F, Paget C, Trottein 

F, Chabalgoity JA, Carnoy C, Sirard JC.  

A Toll-Like Receptor 5 Agonist Improves the Efficacy of Antibiotics in Treatment of 

Primary and Influenza Virus-Associated Pneumococcal Mouse Infections. Antimicrob 

Agents Chemother 2015; 59(10):6064-72. 

Porte R., Matarazzo L., Georgel AF, Sirard JC. Carnoy C.  

Les Toll-like receptors : des cibles thérapeutiques anti-infectieuses. Feuillets de Biologie, 

2017, 335, 19-27. 

 

 

 

Porte R*., Fougeron D., Munoz N., Tabareau J., Georgel A-F., Wallet F., Chabalgoity J. A., 

Sirard J-C. and Carnoy C.  

Toll-like receptor 5 agonist improves antibiotic treatments of pneumococcal infections. 

International Congress of Mucosal Immunology, Berlin, Germany, 14-18 Juillet 2015. 

 

Porte R*., Fougeron D., Munoz N., Tabareau J., Georgel A-F., Wallet F., Paget C., Trottein 

F. Chabalgoity J. A., Carnoy C and Sirard J-C.  

A toll-like receptor 5 agonist improves the efficacy of antibiotic in the treatments of 

pneumococcal infections.  

Gordon Research Conference “Biology of Acute Respiratory Infection”, Galveston, 

Texas, 21-26 Février 2016. 

 

Georgel A-F, Cayet D., Ayari A., Paget C., Trottein F., Sirard J.C., Carnoy C.  

Antiviral properties of the Toll-like receptor 5 (TLR5) agonist in respiratory infections.  

16
éme

 Journée André Verbert, colloque annuel des Doctorants, Lille, 7 septembre 2016. 
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