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“Impose ta chance, serre ton bonheur et va vers ton risque. 

A te regarder, ils s’habitueront.” 
 René Char 

 
 

 

“La meilleure des positions c’est d’être sous-estimé.” 
Quincy Jones 
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Résumé en français 
 

Introduction 

Le sepsis est une défaillance d’organe avec un risque vital induit par une réponse inappropriée 

de l’hôte vis-à-vis d’une infection.  

La prise en charge symptomatique de la défaillance vasculaire repose sur le remplissage 

vasculaire et l’utilisation des vasopresseurs, principalement la noradrénaline (NAD), qui peut 

présenter des effets délétères. Il est proposé des alternatives comme la vasopressine (VASO) 

ou l’angiotensine II (AngII) et des nouvelles thérapeutiques adjuvantes comme le Procizumab® 

(PCZ), un anticorps bloquant l’activité de la dipeptyl peptidase 3 (DPP3) un facteur dépresseur 

myocardique. Le PCZ améliore la défaillance cardio-vasculaire du sepsis dans un modèle murin 

de péritonite. 

Sur le plan microbiologique, la compréhension expérimentale des aspects de résistance aux 

antibiotiques et de virulence apparaît comme centrale. Peu d'études se sont intéressées à 

l'impact des vasopresseurs sur la croissance bactérienne. Escherichia coli est une des causes 

les plus fréquentes du sepsis. Très étudiée, elle montre une forte diversité génétique entre les 

souches associées au microbiote intestinal et aux infections. 

Les objectifs de ce travail étaient d’étudier l'écologie bactérienne dans un modèle murin de 

péritonite et de comparer l’effet de la NAD, l’AngII, la VASO et du PCZ sur la croissance 

bactérienne d’E. coli dans des milieux mimant différents compartiments de l’organisme.  

Méthodes 

Après une revue de la littérature recherchant les bactéries impliquées dans les ligatures 

ponction caecale (LPC) chez la souris et le rat entre 2018 et 2019, les bactéries de notre 

modèle de sepsis par LPC chez le rat ont été identifiées par hémoculture.  

Une collection de 21 souches d’E. coli représentative de l'espèce (NILS) était utilisée. Les 

milieux utilisés étaient un milieu riche en nutriment (lysogeny broth (LB)), un milieu stressant 

mimant le milieu vasculaire (sérum-SAPI) et des urines synthétiques. Les vasopresseurs 

étaient la NAD, l’AngII, la VASO et l’immunothérapie par le PCZ. Les effets-doses incluants des 

concentrations thérapeutiques ont été étudiés. Les courbes de croissance ont été réalisées 

par un lecteur de densité optique (Tecan®).). Pour juger de la différence de la fitness 

bactérienne en présence ou en l’absence du traitement, la valeur sélective choisie comme 

critère de jugement principale était le taux de croissance maximal (MGR (p< 0.05). 

Résultats  

Selon notre revue de la littérature, 15% des auteurs instauraient une antibiothérapie 

empirique par céphalosporine de 3ème génération ou un carbapénème sans documentation 

bactérienne. Dans notre modèle de LPC, E. coli, Enterococcus faecalis et Enterobacter cloacae 

ont été retrouvés. 
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L'étude de la croissance bactérienne in vitro a montré une réduction du MGR en LB (p<0,05) 

jusqu’à des concentrations physiologiques (10-9 M) et une augmentation du MGR en sérum-

SAPI (p<0,05) en présence de NAD à concentration thérapeutique (10-6), indépendemment du 

groupe phylogénétique. Les mêmes résultats ont été observés en milieu urine pour la NAD. A 

contrario, pour AngII, aucune différence n'était observée. A contrario, pour AngII, aucune 

différence n'était observée. Pour VASO un effet dose était observé à 10x avec un MGR 

augmenté en sérum-SAPI et diminué en LB (p<0.05). 

Concernant le PCZ, en milieu riche, le MGR de toutes les souches bactériennes était augmenté 

quelle que soit la concentration utilisée (p<0.05). En milieu stressant, le MGR ne semblait pas 

être affectés avec le PCZ. 

Conclusion  

Contrairement à la NAD et au PCZ, la VASO et l’AngII à des concentrations thérapeutiques 

n’ont pas d’effets sur la croissance bactérienne de E. coli. Ces résultats doivent être confirmés 

dans un modèle animal et les mécanismes physiopathologiques explorés. 
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Résumé en anglais 
 

Introduction 

Sepsis is a life-threatening organ failure induced by an inappropriate host response to 

infection.  

Symptomatic management of vascular dysfunction relies on fluid resuscitation and the use of 

vasopressors, mainly norepinephrin (NE), which may have deleterious effect.  

Alternatives are proposed such as vasopressin (VASO), angiotensin II (AngII) and a new 

adjuvant therapy Procizumab® (PCZ), an antibody blocking the activity of dipeptyl peptidase 3 

(DPP3), a myocardial depressant factor. PCZ improves sepsis-induced cardiovascular 

dysfunction in a murin model of peritonitis. 

On the microbiological level, experimental understanding of antibiotic resistance and 

virulence aspects appears to be central. Few studies have focused on the impact of 

vasopressors on bacterial growth. Escherichia coli is one of the most frequent causes of sepsis. 

It is well studied and shows a high genetic diversity associated with the intestinal microbiota 

and infections. 

The objectives of this work were to study the bacterial ecology in a murin model of peritonitis 

and to compare the effect of NE, AngII, VASO and PCZ on the bacterial growth of E. coli in 

media mimicking different compartments of the body. 

Methods 

After a literature review of bacterial etiologies of mouse and rat CLP between 2018 and 2019, 

bacteria strains were identified by blood culture in a sepsis model of cecal ligation puncture 

(CLP) in rats. 

A representative E. coli species collection of 21 strains (NILS) was used. Media used were a 

nutrient-rich medium (lysogeny broth (LB)), a stressful mimicking vascular medium (serum-

SAPI) and synthetic urine. The vasopressors were NE, Ang II, VASO and PCZ. Dose effects and 

therapeutic concentrations were studied. Growth curves were performed by an optical 

density reader (Tecan®). The difference between the maximum growth rate (MGR) with and 

without treatment was the endpoint for assessing bacterial fitness (p<0.05). 

Results  

According to our literature review, 15% of authors initiated empirical antibiotic therapy with 

3rd generation cephalosporin or carbapenem without bacterial documentation. In our LPC 

model, E. coli, Enterococcus faecalis and Enterobacter cloacae were found. 

The study of bacterial growth in vitro showed a reduction of MGR in LB (p<0.05) down to 

physiological concentrations (10-9 M) and an increase of MGR in serum-SAPI (p<0.05) and in 

urine medium (p<0.05) in the presence of NE up to therapeutic concentration (10-6 M), 

regardless of phylogenetic group. In contrast, for AngII and VASO, no difference was observed 

except a dose effect (10x) for VASO with an increased MGR in serum-SAPI and decreased in 

LB (p<0.05). 
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For PCZ, in rich media, the MGR of all bacterial strains was increased regardless of the 

concentration used. In a stressful environment, the MGR wasn’t affected. 

Conclusion 

Unlike NE and PCZ, therapeutic concentrations of VASO and AngII have no effect on bacterial 

growth of E. coli. These results need to be confirmed in an animal model and the 

pathophysiological mechanisms to be explored. 
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Introduction générale 

 

1. Le sepsis  
 

1.1. Définition 
 

Le sepsis cause des millions de décès dans le monde. C’est un syndrome fréquent et grave 

connu depuis longtemps mais défini pour la première fois en 1991 (1–3).  

Une infection est causée par un agent pathogène (bactérien, mycélien, parasitaire ou virale) 

engendrant des anomalies physiopathologiques liées au sepsis (3)(figure1). Initialement le 

sepsis avait été défini en se basant sur un syndrome de réponse inflammatoire systémique 

(SRIS) (4) (tableau 1). En 2016, la troisième définition Sepsis-3 a révisé le sepsis comme « une 

défaillance d’organe avec un risque vital induit par une réponse dérégulée de l’hôte à infection 

» (3) (tableau 1). 

   

FIGURE 1. DEFINITION DU SEPSIS-3 SELON (3) 
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TABLEAU 1. DEFINITIONS DU SEPSIS D’APRES (1,3) 

 

Sur le plan pratique le sepsis se définit par une augmentation du SOFA score (Sequential Organ 

Failure Assessment (tableau 2)) d’au moins 2 points lors d’un processus infectieux(5). Le SOFA 

basal est supposé être à zéro en l’absence de dysfonction d’organe, aiguë ou chronique, 

préexistante.  

 

 

 

 

 

 

 
 

Définition 1991 (1) 

SIRS  

2 critères parmi  

Température < 36 °C ou > 38°C  

Fréquence cardiaque > à 90/min  

Fréquence respiratoire > à 20/min ou PaCO2 < 32 mmHg  

Leucocytes >12000/mm3 ou <4000/mm3  

Sepsis  SIRS + infection documentée  

Sepsis sévère  Sepsis + défaillance d’organe  

Choc septique  Défaillance d’organe persistant malgré un remplissage vasculaire adéquat  

Définition 2016 (Sepsis-3) (3) 

Sepsis  Défaillance d’organe avec un risque vital induit par une réponse inappropriée de 
l’hôte vis-à-vis d’une infection  

Choc septique  Sepsis avec une hypotension persistante nécessitant des vasopresseurs pour 
maintenir une pression artérielle moyenne ≥ 65 mmHg et un taux de lactate sérique 
>2 mmol/L (18mg/dL) malgré un remplissage vasculaire adéquat. 
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Tableau 2. SOFA score reproduit d’après (5) 

Le Sequential (Sepsis-Related) Organ Failure Assessment (SOFA) Score; PaO2 : pression partielle d’oxygène ; FiO2 : fraction 

inspirée d’oxygène ; PAM : pression artérielle moyenne. 

* les doses de catécholamines sont données en µg/kg/min. 

 

1.2. Epidémiologie 
 

A ce jour, on ne connait pas l’incidence précise du sepsis (6). Dans le monde, 48,9 millions 

(intervalle d'incertitude (IU) à 95 % 38,9-62,9) de cas de sepsis ont été estimés en 2017 avec 

11 millions (10,1-12,0) de morts, soit 19,7% (18,2-21,4) de l'ensemble des décès dans le 

monde en lien avec le sepsis. La prévalence du sepsis a diminué de 37% (95% IU 11,8-54,5) et 

SCORE 

Système 0 1 2 3 4 

Respiration 

PaO2/FiO2, 
mmHg 

≥ 400 < 400 < 300 
< 200 avec 

soutien 
ventilitatoire 

< 100 avec 
soutien 

ventilitatoire 

Coagulation 

Plaquette , x 
10 3/mm3 

> 150 < 150 < 100 < 50 < 20 

Foie 

Bilirubine,µmol/L 
20 20-32 33-101 102-204 >204 

Cardiovasculaire 
PAM ≥ 

70mmHg 
PAM < 

70mmHg 

Dopamine < 5 
ou dobutamine 

* 

Dopamine 5, 1-
15 ou 

adrénaline ≤ 
0,1 ou 

noradrénaline 
≤ 0,1* 

Dopamine > 15 
ou adrénaline > 

0,1 ou 
noradrénaline 

> 0,1* 

Système nerveux 
central 

Glasgow coma 
scale 

15 13-14 10-12 6-9 < 6 

Rénal 

Creatinine, 
µmol/L 

< 110 110-170 171-299 300-400 >440 
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la mortalité a diminué de 52,8% (47,7-57,5) entre 1990 et 2017 (7). Les principales sources 

statistiques décrivant le sepsis sont issues des données des pays aisés, le nombre de décès 

annuels étant estimé à 3 millions (8). En 2001, aux Etats Unis, 750000 cas de sepsis sévères 

étaient dénombrés (9). Entre 2005 et 2010, la différence d’admission en soins intensifs entre 

l’Angleterre et les Etats Unis était de 15% avec respectivement 27 et 12 % d’admissions 

(10,11). Ce syndrome déjà sous-estimé et touchant une population de plus en plus âgée va 

poursuivre son accroissement (6). Troisième cause de mortalité outre atlantique en 2014(12), 

le taux de mortalité varie, selon les observations, de 20 à 50% (3,6,9,13). L'incidence et la 

mortalité liées au sepsis variaient considérablement d'une région à l'autre, le fardeau le plus 

élevé étant observé en Afrique subsaharienne, Océanie, Asie du Sud, Asie du Sud-Est (7). 

Malgré l’amélioration des techniques de soins intensifs et la réduction d’un cas de décès sur 

deux lié au sepsis en 30 ans (9,14), à ce jour, en cas de sepsis, la mortalité s’élève de 20 à 30%. 

Les étiologies les plus fréquentes sont par ordre de fréquence, la pneumonie (> 50%), puis les 

infections intra-abdominale et urinaire (9). 

1.3. Dysfonction vasculaire du sepsis  
 

1.3.1 Sepsis & système rénine angiotensine aldostérone  

Dans le sepsis le système rénine angiotensine aldostérone (SRAA) est primordial pour 

préserver la vasomotricité (15–19). Afin de maintenir une perfusion d’organes le SRAA va être 

stimulé par la défaillance vasculaire puis circulatoire induite par le sepsis simultanément au 

système hypothalamo-hypophysaire, aux surrénales et au système nerveux sympathique 

(17,18,20–22).  

Le monoxyde de carbone (NO), formé en abondance lors du sepsis, est une des causes 

essentielles de la vasoplégie. Cette dysfonction circulatoire septique, liée au NO, est la 

réponse aux cytokines pro- inflammatoires libérées lors du sepsis qui vont stimuler la NO 
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synthase produisant ainsi le NO (23). Cette vasoplégie septique n’est pas uniquement 

engendrée par le mécanisme du NO (24). Malgré des taux circulant et tissulaire élevés 

d’angiotensine II (AngII) pendant le sepsis (16,25), une dysfonction du SRAA est évoquée (26). 

Mais l’inhibition de ses récepteurs induites par les cytokine et le NO réduit les effets biologique 

de l’AngII (16,17,25). Il été récemment montré que le traitement des chocs vasoplégiques 

réfractaires par Ang II, chez le patient avec un haut taux de rénine, améliorait la survie(27). Ce 

haut taux de rénine implique une dysfonction du SRAA lors du choc vasoplégique d’origine 

septique.  

 

1.3.2 Sepsis & dysfonction endothéliale  

 

Pendant le sepsis, le tonus et l'intégrité vasculaires sont compromis, ces deux facteurs 

contribuant au développement du choc. Le dysfonctionnement endothélial est l'une des 

principales caractéristiques du sepsis (28). Une réponse inflammatoire profonde entraîne une 

perturbation et la mort des cellules endothéliales (2,29). La perte de l'intégrité de la barrière 

endothéliale entraîne une extravasation de liquides et de molécules, provoquant un œdème 

et une perte de volume intravasculaire. Il en découle une réduction de la pression artérielle 

contribuant à la dysfonction d’organes (2,13,28).  

L’Ang II, après activation des récepteurs de l’angiotensine 2 de type 1 (AT1), participe à la fuite 

micro vasculaire en augmentant leur perméabilité par la modulation des niveaux d'ions 

calcium intracellulaires endothéliaux (30). 

Les molécules d’adhésion sont mises à nu par la détérioration du glycocalyx infligée par le 

sepsis. Par ailleurs, la destruction du glycocalyx entraîne la transmigration des leucocytes et 

de facteurs pro-coagulant, entrainant la formation d’un thrombus(31). La destruction directe 

de la barrière endothéliale, induite par les reactive oxygen species (ROS) et reactive nitrogen 
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species (RNS), compromet sa fonction. De plus, la déstabilisation de jonctions serrées, qui 

ancrent les cellules endothéliales, participe aussi à cette dysfonction endothéliale. Par la perte 

de la faculté du système mécanotransducteur, de la surexpression de NO et l’altération de la 

jonction cellulaire, la fonction de la cellule endothéliale contrôlant le tonus vasomoteur est 

perdue. Enfin, la destruction endothéliale libère dans la circulation des facteurs ayant des 

effets délétères sur le fonctionnement des cellules endothéliales (28) (figure 2). 

 

Figure 2. L'endothélium dans le sepsis d’après Ince et al (28) 

1.4. Cardiomyopathie septique 
 

1.4.1 Généralités  

 
Lors du sepsis, la cardiomyopathie septique (CMS) est souvent décrite lorsqu’il existe des 

dysfonctions cardiaques (32,33). Décrite 40 ans auparavant, la CMS est très difficile à 

diagnostiquer devant la complexité du système cardiovasculaire et ses différentes 

présentations cliniques (34,35). Les critères échographiques de la CMS sont décrits dans le 

tableau 3. Cependant, l'absence de consensus sur les anomalies spécifiques lors du sepsis rend 

le diagnostic difficile. La prévalence de la CMS oscille entre 10 % et 70 % (36), cette 

complication entraîne 2 à 3 fois plus de décès (37,38).  
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La définition de la CMS correspond à une fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG) 

inférieur à 45% (36) ; peu d'entre elles ont stratifié le degré de dysfonctionnement du 

ventricule gauche (VG) en classes légères, modérées ou sévères. L'utilisation de l'imagerie de 

la déformation du ventricule gauche est une mesure plus sensible que l'utilisation de la FEVG, 

mais l'importance clinique des perturbations légères est moins certaine, et la variabilité inter-

opérateur peut être élevée (39). 
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Tableau 3. reproduit d’après (33) : Mesures de la cardiomyopathie induite par le sepsis 

FEVG : fraction d’éjection du ventricule gauche ; NT- proBNP, N- terminal pro- B- type natriuretic peptide VD : ventricule 

droit, VG : ventricule gauche, TAPSE : excursion systolique de l’anneau tricuspide 

 

Paramètres Seuils Avantages Inconvénients 

FEVG 

FEVG <40-45 % dans la 

plupart des études, bien 

que beaucoup comparent 

des moyennes sans 

spécifier un seuil 

Peut être mesuré par 

échocardiographie (bien 

que plus précis avec l'IRM 

cardiaque) ; simple et 

familier pour les cliniciens 

Dépendant des conditions pré et 

post charge, non associée avec 

réduction de la perfusion tissulaire 

; l'échocardiographie peut être 

techniquement limitée ; la 

quantification par « à vus d’œil » 

est notoirement variable. 

Strain globale du 

VG 

Déformation longitudinale 

globale moins négative 

que -18% à -20% est 

généralement considéré 

comme anormale 

Beaucoup moins 

dépendante des conditions 

de charge que la FEVG ; 

plus sensible que la FEVG 

pour le dysfonctionnement 

du ventricule gauche 

Peut-être techniquement difficile à 

obtenir un signal fiable ; différents 

logiciels ont des seuils différents 

pour les valeurs anormales ; non 

associée avec réduction de la 

perfusion tissulaire 

Fraction de 

raccourcissement 

en surface du VD  

En général, une surface 

fractionnée de <35% est 

considéré comme anormal 

Simple 

Dépend fortement des conditions 

de conditions de pré et post charge 

et de l'état pulmonaire ; très 

difficile à mesurer avec précision 

en raison de la complexité de la 

géométrie du VD 

TAPSE <17 mm Facile à acquérir par 
échocardiographie 

Ne mesure que le mouvement 

longitudinal du VR ; affecté par la 

régurgitation tricuspide ; peut être 

affecté par la fonction du VG 

Performance 

diastolique VG 

e′ <7 cm/s septal et/ou 

<10 cm/s latéral ; E/e′ >14 

Facile à acquérir par 

échocardiographie 

e′ n'est pas fiable en cas 

d'anomalies régionales du de paroi, 

un bloc de branche ou une bloc ou 

calcification annuelle mitrale; 

hétérogénéité avec l'âge 

Performance 

cardiaque relatif 

à la post-charge  

<40 %, <60 % ou <80 % de 

la normale attendue  
Indépendant de la charge 

Nécessite une mesure précise du 

débit cardiaque 

Couplage 

ventriculo-

artériel 

Rapport entre l'élastance 

efficace artérielle sur 

l'élastance télésystolique 

systolique >1 

Interroge sur la relation 

entre performance 

cardiaque et vasculaire 

Très difficile à mesurer par 

échocardiographie ; n'est pas un 

paramètre cliniquement paramètre 

intuitif 

La troponine 

plasmatique I ou 

de la troponine T 

Dépend du test, mais 

généralement >99ème 

percentile de la normale 

Facilement mesurable ; 

sensible 

Affecté par les comorbidités, en 

particulier la fonction rénale ; 

manque de spécificité 

Taux 

plasmatique de 

BNP ou taux de 

NT- proBNP 

Dépendant du test 

Facilement mesuré ; libéré 

en réponse à au stress de la 

paroi du ventricule gauche 

et du ventricule droit 

Affecté par les comorbidités, 

notamment la fonction rénale et 

l'obésité ; seuils dépendants de 

l'âge 
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1.4.2 Physiopathologie de la CMS  

 

La réponse immunitaire innée de l’hôte est activée en réponse à l’invasion d’un pathogène, 

ainsi débute la cascade physiopathologique du sepsis (40). Des médiateurs pro et anti-

inflammatoires, pouvant être bénéfiques ou délétères chez l’hôte, sont libérés après la phase 

d’activation du système immunitaire (32,33). Conséquence d’un bas débit lors du choc 

septique, la CMS était dans un premier temps considérée comme une ischémie myocardique 

globale par réduction du flux coronaire (41). Au contraire, le flux coronaire était maintenue 

voir plus important (42).  

Une lésion de type inflammatoire avec œdème tissulaire a été retrouvée par IRM (imagerie 

par résonance magnétique) cardiaque (43) et confirmait le maintien du flux coronaire (44). 

Une autre explication est l’effet pléiotrope des facteurs pro-inflammatoires produits durant 

le sepsis (38,45). Ces médiateurs vont altérer l’endothélium, augmenter l’infiltration 

interstitielle ainsi que les dépôts de fibrine et activer l’hémostase(46). Dans les 

cardiomyocytes, une dysfonction mitochondriale va libérer des ROS, par réaction des 

molécules d'oxygène avec des électrons libres et la dysfonction du métabolisme du calcium 

est induite par la majoration du stress oxydant (47).Les processus coupables d’œdème du tissu 

myocardique semblent faire partie des mécanismes physiopathologiques prédominant (48). 

Enfin une résistance secondaire aux catécholamines peut apparaitre suite à une réduction des 

récepteurs adrénergiques(49). Les mécanismes de développement de la CMS sont résumés 

dans la figure 3.  
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Figure 3. Processus de la CMS (33) 

a.| zones de chevauchement entre les caractéristiques physiologiques, cliniques et biochimiques de la 

cardiomyopathie septique. 

b.| Diverses voies métabolique potentiellement impliquées dans la cardiomyopathie induite par le sepsis 

 
 
Dans les années 80, une molécule dans le sérum de patient septique engendrait chez le rat 

une réduction de la fraction de raccourcissement (50). Administrée ensuite chez l’homme 

cette substance provoque une dépression myocardique et est appelée facteur dépresseur 

myocardique (FDM)(23,51,52) . 

Les cytokines sont les premières FDM mises en évidence (53). Des taux très élevés de cytokines 

(TNF-α (Tumor Necrosis Factor α) et IL-1β (l’interleukine-1β) pendant les 2 premiers jours du 
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sepsis correspondaient à l’apparition de dysfonctions d’organes (53,54). Mais malgré la 

normalisation de ces cytokines après les 2 premiers jours, la défaillance cardiaque persistait, 

ce qui impliquaient d’autres éléments à l’origine de la dépression myocardique (50,54,55). La 

multitude de FDM et leurs mécanismes d’action ne sont pas bien connus, ni compris, avec 

parfois des effets contradictoires observés. (50,53,56–58). 

Pendant l’infection, les bactéries sont dégradées en plusieurs éléments, appelés h (pathogène 

associated molecular pattern). Les macrophages ou les cellules dendritiques, cellules du 

système immunitaire inné sont responsables de cette dégradation. Les PAMPs sont des 

composants fonctionnels essentiels des micro-organismes des infections qui permettent à la 

cellule hôte ciblée de distinguer le "soi" du "non-soi" et favorisent les signaux associés à 

l'immunité innée (59). Les principaux PAMPs sont les acides nucléiques microbiens, y compris 

l'ADN, l'ARN double brin, l'ARN simple brin l'ARN 5′-triphosphate, ainsi que les lipoprotéines, 

les glycoprotéines de surface et les composants membranaires (les peptidoglycanes, l'acide 

lipoteichoïque, le lipopolysaccharide (LPS) et glycosylphosphatidylinositol).  

Des DAMPs (damage associated molecular patterns) sont libérés lors de lésions cellulaires, 

parmi eux : 

- l’héparane sulfate : élément de la membrane cellulaire (60) ; 

- les histones circulants : il a été montré qu’un taux élevé de cette protéine chez les rats et les 

patients septiques était corélée au pronostic. (61) ; 

- La HMGB1 (high mobility protein de group 1), protéine inducteur de la CMS, libérée par les 

cardiomyocytes (62,63). 

Les TLR (toll like receptor) reconnaissent les PAMPs et DAMPs parmi un large panel de 

récepteurs innés, (64–66), appelés pattern recognition receptor (PRRs). Diverses cellules 

immunitaires ou non expriment ces récepteurs à leur surface, comme les cardiomyocytes (TLR 
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2 & 4). L’activation des PRRs engendre l’orage cytokinique, avec formation massive de 

cytokine pro-inflammatoire. 

Parmi les différents facteurs jouant un rôle dans la cardiomyopathie septique, les DAMPs 

semblent influencer dans la dysfonction mitochondriale (67). Dans les cellules musculaires 

cardiaques, il se passe de nombreuses modifications des mitochondrie au cours du sepsis 

(modification architecturale, dommage de l’acide désoxyribonucléique (ADN), augmentation 

de perméabilité et de l’activité du cytochrome C oxydase) (68–70). L’importance des 

modifications est corrélée à la mortalité pendant le choc septique (71). 
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2. Prise en charge actuelle du sepsis et choc septique. 
 

2.1. Réanimation initiale 
 

Le « sepsis bundle » a été à l’origine de l’initiative de la " Surviving Sepsis Campaign" (SSC) 

depuis la première publication en 2004. Développés séparément des lignes directrices 

publiées par la SSC, les " bundles " (Tableau 4) sont utilisés pour l’amélioration de la qualité 

de la prise en charge du sepsis. La mise à jour de 2018 (72) reprend les éléments importants 

dans la prise en charge du sepsis et du choc septique (figure 4).  

Tableau 4. Recommandation de la SCC pour le sepsis reproduit d’après(72) 

 

Elément de du « bundle » Grade de recommandation et niveau de preuve 

Mesurer le taux de lactate. Re-mesurer si le lactate 

initial est > 2 mmol/L. 
Recommandation faible, preuves de faible qualité. 

Obtenir des hémocultures avant l'administration 

d'antibiotiques 
Recommandantion de bonne pratique 

Administrer des antibiotiques à large spectre Recommandation forte, qualité de preuve modérée 

Administrer rapidement 30 ml/kg de cristalloïde en 

cas d'hypotension ou de lactate ≥ 4 mmol/L 
Forte recommandation, faible qualité de preuves 

Appliquer des vasopresseurs si le patient est 

hypotendu pendant ou après le remplissage 

vasculaire pour maintenir une PAM ≥ 65 mm Hg 

Forte recommandation, qualité de preuve modérée. 
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Figure 4. Synthèse de la prise en charge du sepsis 

2.2. Traitement étiologique : antimicrobien 
 

La SSC (10) recommande la prescription d’antimicrobiens par voie intra-veineuse dès la 

reconnaissance du sepsis et du choc septique, si possible dans l’heure qui suit (forte 

recommandation, qualité moyenne des preuves).  

Ce traitement antimicrobien doit être probabiliste et de large spectre, en mono ou 

multithérapie, pour les patients atteints de sepsis ou de choc septique pour couvrir tous les 

pathogènes de manière empirique (bactérienne, fongique ou virale) (forte recommandation, 

qualité moyenne des preuves).  

De plus une adaptation du traitement est recommandée une fois l’identification des 

pathogènes et les sensibilités identifiées et/ou une amélioration clinique adéquate observée. 

Les prélèvements doivent être faits dans les 45 minutes et ne doivent pas retarder la mise en 

place de l’antibiothérapie. En effet chaque heure retardant l’intitiation des antibiotiques 

appropriés augmente le risque de mortalité (73,74). En termes de morbidité plusieurs 

observations retrouvaient en cas de retard une durée d’hospitalisation prolongée (75), des 
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défaillances rénales (76), pulmonaires (77) ou en cas de retard majeur une dysfonction 

d’organes multiple (78).  

 

2.3. Traitement symptomatique : hémodynamique 

 

2.3.1 Remplissage vasculaire 

 

Lors d’une hypotension symptomatique (marbrures, hyperlactatémie), il est recommandé, sur 

les 3 premières heures, d’effectuer un remplissage vasculaire de 30ml/kg de cristalloïdes (10). 

Le remplissage vasculaire doit être évalué afin d’éviter ses effets délétères (79). La précharge 

dépendance est caractérisée par la faculté du patient à augmenter son débit cardiaque après 

remplissage vasculaire, elle doit être réévaluée régulièrement par des manœuvres 

dynamiques (80). 

2.3.2 Agent vasopresseurs et inotrope 

 

2.3.2.1 Recommandations 

 

La noradrénaline sera initiée dès lors que les objectifs de pression artérielle moyenne ne sont 

pas atteints (>65mmHg)(10). La SSC recommande l’association de vasopressine (81) si la 

noradrénaline seule est insuffisante. L’inotrope de choix est la dobutamine si une dysfonction 

cardiaque (10) apparait et en dernier, l’usage de l’adrénaline est licite (10). 

2.3.2.1.1 Noradrénaline (dose : 0, 1 à 5 µg/kg/min) 

 

Physiologiquement produites par les surrénales, les catécholamines agissent comme 

neurotransmetteur (Dopamine, Noradrénaline), et hormones (adrénaline, noradrénaline).La 

noradrénaline agit grâce aux récepteurs adrénergiques ( α et β), liés aux protéines G avec un 
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principal effet α1 vasoconstricteur mais aussi des effets β1 (inotrope et chronotrope positif) 

et d’ autres effets endocriniens à plus hautes doses ( β2)(82). 

2.3.2.1.2  Vasopressine (dose : 0.03 UI/minute) 

La vasopressine (VASO) sécrétée par la post-hypophyse est une hormone intéressante pour 

ses effets antidiurétiques. Les récepteurs V1 du muscle lisse des vaisseaux sanguins sont 

activés par la VASO lui conférant des propriétés vasopressives. Le tableau 5 résume les effets 

de la vasopressine (Tableau 5). 

 

Tableau 5. Localisation, propriétés moléculaires et action des récepteurs à la vasopressine 

reproduit d’après (83) 

 

 

2.3.2.1.3 Dobutamine (dose : 3 à 25 µg/kg/min) 

 

La dobutamine est une catécholamine synthétique qui a une affinité pour les récepteurs β1 et 

β2. Elle présente des effets inotrope et chronotrope positifs avec pour conséquences des 

tachycardies et arythmie à de fortes doses (84). Ses effets sur les vaisseaux sont médiés par 

une vasodilatation (effet β2) à des posologies inférieures à 15 µg/kg/min, ainsi qu'une faible 

Récepteur Localisation Propriétés moléculaires Action 

V1a 

Muscle lisse vasculaire, 
Rein, myomètre, rate, 
vésicule, testicule, 
plaquettes, adipocytes, 
hépatocytes 

Activation d’une phospholipase C 
Libération de calcium 

intracellulaire 
Vasoconstriction 

V2 R Tubule collecteur rénal 
Cellules endothéliales 

Couplage à une protéine G 

↑ AMPc intracellulaire 

Réabsorption  
rénale de l’eau 

V3 ou V1b Hypophyse 
Couplage à une protéine G 

↑ AMPc intracellulaire 
↑ sécrétion d’ACTH 

OTRs (récepteur de 
l’ocytocine) 

Utérus, sein,Veine 
ombilicale, aorte, artère 

pulmonaire 

Activation d’une        phospholipase C 

↑ calcium cytosolique 

Libération de NO 

Vasodilatation 
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action α-1 antagoniste. La pression télédiastolique du ventricule gauche est réduite, 

améliorant la perfusion myocardique (84). 

2.3.2.2 Autres options 

 

2.3.2.2.1 Levosimendan 

 

Agent inotrope et lusitrope positif, le levosimendan agit par sensibilisation des 

cardiomyocytes au calcium (85). Ce traitement n’a pas montré de bénéfices concernant la 

prévention des dysfonctions d’organes durant le sepsis (86). Les méta-analyses sur la 

comparaison du levosimendan et la dobutamine ne mettaient pas en évidence de bénéfices 

sur la mortalité (10,87). 

2.3.2.2.2  Angiotensine II 

 

L’angiotensine II (AngII), qui est un vasopresseur et inotrope positif, semble être une 

alternative prometteuse dans le choc vasoplégique réfractaire aux catécholamines, en 

particulier lors du choc septique (88,89). En effet, l’étude ATHOS-3 a montré un effet 

bénéfique sur la survie des patients en choc vasoplégique réfractaire présentant une 

concentration sérique de rénine II élevée (27). 

2.3.2.2.3  Adrecizumab 

 

L’Adrecizumab (connu aussi sous le nom de HAM8101) est un nouveau traitement adjuvant 

potentiel pour le traitement du choc septique. C'est un anticorps non-neutralisant se liant à 

l’adrénomédulline (ADM) qui a montré des effets bénéfiques dans les études précliniques(90). 

L’ADM est une hormone peptidique vasoactive qui joue un rôle important dans le sepsis. 

L’ADM circulant exerce sur la barrière endothéliale un effet stabilisant et maintient l’intégrité 

vasculaire (91–94). Les patients septiques ont une concentration plasmatique élevée d’ADM 
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à l’admission, ce qui est corrélé avec le besoin en catécholamines, les dysfonctions d’organes 

et la mortalité (95–97). Ainsi, l’ADM peut être une cible thérapeutique intéressante pour le 

sepsis. L'Adrecizumab (ADZ) réduit les fuites vasculaires, le dysfonctionnement des organes et 

la nécessité d'un traitement par catécholamines au cours du sepsis induit par la ligature et 

ponction caecale (CLP) chez la souris, tandis que la diurèse et la survie étaient améliorées (98–

100). L'Adrecizumab rétablit la macro-circulation (pression artérielle et débit cardiaque) et 

diminue le stress oxydatif dans le myocarde dans un modèle CLP de rat(90). L’étude Adrenoss-

1 (Adrenomedullin and Outcome in Sepsis and Septic Shock-1) (101) a retrouvé, de manière 

très intéressante, une association entre mortalité à 28 jours et taux de bio-ADM (ADM 

circulant biologiquement active) élevé à l’admission (> 70 pg/ml ) et la persistance de ce taux 

élevé après 48h chez les patients hospitalisés en réanimation pour choc septique. 

Actuellement, l’ADZ est en cours d’étude phase clinique de II, intitulée Adrenoss-2 chez les 

patients en choc septique en réanimation (102).  

2.3.2.2.4  Procizumab 

 

Une autre cible thérapeutique est la dipeptylpetidase 3, qui est une métalloprotéinase 

ubiquitaire, impliquée dans de nombreux processus physiopathologiques mais dont les 

fonctions biologiques ne sont pas connues(103). La DPP3 est une métalloprotéinase zinc-

dépendante qui clive l'extrémité N-terminale de divers peptides bioactifs, dont les 

angiotensines, les enképhalines et les endorphines(103). La DPP3 hydrolyse principalement 

l'angiotensine II en angiotensine IV(104,105). L’effet physiologique connu est un effet 

hypotenseur démontré chez la souris hypertendue (106) ou dépresseur myocardique chez la 

souris saine(104). La DPP3 est surtout reconnue comme un biomarqueur pronostic dans le 

choc cardiogénique (104,107), chez le patient grand brûlé (108) et chez le patient 

septique(90). Le Procizumab® (PCZ), une biothérapie bloquant la DPP3, étudié dans notre 
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laboratoire dans un modèle de sepsis par ligature ponction caecal chez le rat, restaurait la 

dysfonction cardiaque et réduisait le stress oxydatif cardiaque (Annexe 1 page 173 (109)). 

 

2.4. Autres effets des agents vasopresseurs et inotrope du sepsis connus 
 

2.4.1 Noradrénaline et croissance bactérienne 

 

A la fin des années 40, suite à une injection intramusculaire d’adrénaline et l’apparition de 

gangrène gazeuse , D.G. Evans a émis l’hypothèse d’un effet stimulant de l’Adrénaline sur le 

développement de certaines infections bactériennes (110). Quarante ans plus tard, M. Lyte et 

al. réalisent la première étude in vitro dans des conditions proches de celles rencontrées au 

cours du sepsis démontrant que les catécholamines, et plus particulièrement la NAD, 

favorisent la croissance de trois espèces de bacilles à Gram négatif (BGN) (E. coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterolytica) (111). Pour cela, ils utilisent un faible 

inoculum bactérien (102 à 103 UFC/ml), des concentrations de catécholamines dites d’ordre 

« physiologique » (500 μM) et un milieu de culture pauvre, le sérum-SAPI, composé de sérum 

bovin adulte et d’un mélange de sels minéraux, afin de simuler les conditions de stress 

rencontrées par les bactéries au cours du processus infectieux. Chez de nombreuses autres 

espèces bactériennes, l' effet stimulant est retrouvé à des niveaux variables, que ce soit chez 

les BGN (Klebsiella pneumoniae, Salmonella choleraesuis, Campylobacter jejuni, …) ou chez 

certaines bactéries à Gram positif (BGP) (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae), à un moindre niveau(112). De plus, 

la NAD augmente l’expression in vitro de facteurs de virulence, tels que la toxine Shiga-like 

d’une souche d’E. coli entéro-hémorragique (O157:H7), ou encore des facteurs d’adhésion 

d’une souche d’E. coli entéro-toxinogène (K99) (113,114). Mais ces effets observés ne sont 

pas entièrement expliqués sur le plan mécanistique.  
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En utilisant le sérum-SAPI, très pauvre en fer, plusieurs équipes ont émis l’hypothèse que la 

NAD favorise la croissance bactérienne en facilitant les apports en fer aux bactéries soumises 

au stress. En effet, le fer est un élément essentiel pour la survie et la croissance des bactéries ; 

c’est un cofacteur entrant dans la composition de nombreuses enzymes (catalases, 

peroxydases, cytochromes). Le principal mécanisme des bactéries pour acquérir du fer est la 

synthèse de chélateurs du fer, appelés sidérophores(115). Ayant une grande affinité pour le 

fer, ces molécules de bas poids moléculaire sont sécrétées par de nombreuses bactéries et 

champignons lors de pénurie de fer. Après liaison du complexe sidérophore-Fe 3+, la 

translocation intracellulaire se fait via des récepteurs spécifiques de surface. Le fer libéré sous 

forme Fe 2+ est incorporé dans la synthèse protéique bactérienne. Les autres mécanismes 

impliqués dans l’acquisition de fer sont la mise en jeu d’une activité ferriréductase ou 

l’interaction avec les protéines de liaison du fer de l’hôte. En effet, si la majorité du fer au sein 

de l’organisme provient du milieu intracellulaire, le fer extracellulaire est quant à lui 

essentiellement lié à des protéines de liaison de haute affinité, telles que la transferrine (Tf) 

et la lactoferrine (Lf). La NAD, à des concentrations physiologiques, se lie avec les ions Fe 3+ 

par la Tf et la Lf, libérant ainsi du fer des protéines de liaison. E. coli va utiliser cette nouvelle 

source de fer, habituellement non accessible, par l’intermédiaire d’un sidérophore, 

l’entérobactine, et de son récepteur membranaire, FepA (116–118) (figure 5). Médiée par la 

NAD, l’assimilation en fer est dépendante de la concentration environnementale. Chez 

P.aeruginosa, en plus de faciliter l’import de fer libéré de la Tf et de la Lf, la NAD réprime 

l’expression du gène toxA et des gènes de la pyoverdine (119).  
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Figure 5. La noradrénaline favorise la libération fer favorisant la synthèse de protéine 

bactérienne 

 

En plus de ce mécanisme de facilitation de l’import en fer, le mécanisme d’action des 

catécholamines sur la croissance bactérienne semble également être médié par le Quorum 

Sensing (QS), phénomène de signalisation impliquant une capacité des bactéries au sein d’une 

population à communiquer entre elles via des signaux moléculaires, appelés “auto-inducers” 

(AI). Le concept d’endocrinologie microbienne suggère que ces AI peuvent être des hormones 

circulant chez l’hôte; ainsi, Lyte a montré que le milieu de culture d’E. coli en présence de NAD 

contient un AI de faible poids moléculaire, stable, et que ce milieu favorise à lui seul la 

croissance d’E. coli en l’absence de NAD (112). Quand un AI atteint un seuil critique de 

concentration, comme c’est le cas pour les hormones neuroendocrines dans le tube digestif, 

les bactéries reconnaissent et répondent à ce signal en modifiant leurs profils d’expression 

génique. Chez E. coli O157:H7, le gène luxS encode pour l’AI-2 et l’AI-3 ; ce dernier est le signal 

permettant l’activation de la transcription des gènes lee et des flagelles, via le système 

régulateur à deux composants QseBC. L’adrénaline et la NAD interagissent avec ce système, 

Fe3++NAD

FepA + Fe3+

Fe2+

Libération de Fe 3+ par la 

liaison à la NAD 

Captation par la bactérie de Fe 3+ 

par le récepteur membranaire 

via l’entérobactine 

Translocation intracellulaire de 

Fe 2+ servant à la synthèse 

protéique bactérienne 
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par le biais de QseC (120). Chez P.aeruginosa, le QS consiste en deux principaux systèmes 

inter-corrélés : las et rhl. Chacun d’entre eux régule la production de multiples facteurs de 

virulence(121). Les effets de la NAD sont principalement médiés par la voie las du QS.  

La frontière entre QS et import de fer reste très floue, notamment avec la notion que la 

pyoverdine, sidérophore de P. aeruginosa, agit également comme une molécule de 

signalisation pour le QS (122). L’intrication entre les deux phénomènes reste à explorer. 

Potentiellement, d’autres mécanismes d’action sont encore aujourd’hui inconnus. 

La noradrénaline se comporte comme un auto-inducteur, donc comme un « messager » 

intervenant dans la communication entre les bactéries favorisant les gènes codant pour la 

croissance et la virulence bactérienne. De plus, elle se comporte comme un chélateur du fer 

essentiel à la croissance bactérienne.  

2.4.2 Noradrénaline et réponse immunitaire au cours du sepsis 

 

On distingue 3 étapes de la réponse immunitaire du sepsis : hyperinflammation, réponse anti-

inflammatoire, et immunosuppression. 

2.4.2.1 Réponse inflammatoire et anti-inflammatoire du sepsis 

 

Pendant le sepsis, il y a un équilibre entre une situation d’hyperinflammation et la réponse 

anti-inflammatoire. 

Une production de cytokines inflammatoires (TNFα et l’IL-1β) se fait une fois les pathogènes 

reconnus par les toll-like receptors (TLR) et les NOD like receptors (NLR) (123). Cet état 

hyperinflammatoire est contrebalancé quasi simultanément par une réponse anti-

inflammatoire. Elle est caractérisée par une libération de TGFβ, de d’IL-10, de médiateurs 
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lipidiques et en activant des cellules immunorégulatrices et myéloïdes suppressives 

(124,125).  

 

2.4.2.2 Immunosuppression et sepsis 

 

Le sepsis peut entraîner un état d’immunoparalysie en affectant l’immunité adaptative (125). 

Cette immunosuppression est responsable d’épisodes infectieux récidivants par des bactéries, 

des champignons et des virus (126). Il en résulte une réduction des activités phagocytaires des 

neutrophiles, une désactivation du couple monocytes/macrophages et une apoptose des 

lymphocytes. Par ailleurs, la balance va pencher en faveurs des cytokines anti-inflammatoires 

et de la prolifération des cellules MDSC (Myeloid-Derived Suppressive Cells). 

2.4.2.3 Catécholamines et réponse immunitaire 

 

Bien que primordiales dans le traitement du choc septique, les catécholamines peuvent 

provoquer une dysfonction d’organes lors d’administration prolongée stimulant les 

récepteurs adrénergiques. Les effets immunologiques peuvent engendrer une 

immunodépression(82). Les connaissances sur les effets immunologiques progressent mais il 

est encore nécessaire d’approfondir les explorations , contrairement aux effets délétères au 

niveau cardiovasculaire qui sont très bien connus (127).  

2.4.3 Catécholamines et immunité : effets cellulaires 

 

Les récepteurs adrénergiques des cellules immunes sont essentiellement β2. Par ailleurs, 

l’innervation sympathique des organes lymphoïdes (ganglions, moelle osseuse, rate, thymus) 

et les catécholamines influencent donc ces cellules. La réponse inflammatoire est autorégulée 

par des actions paracrines et autocrines par la sécrétion importante de catécholamines des 
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cellules immunitaires lorsqu’elles sont stimulées (128). Les principaux effets cellulaires des 

catécholamines sont résumés dans la figure 6. 

 

Figure 6. Rôle de la noradrénaline dans la dysfonction immune du sepsis d’après (82) 

 

2.4.3.1 Monocytes/macrophages, neutrophiles et cellules myéloïdes suppressives 

 

L’effet suppresseur sur l’immunité innée de la NAD et autres agonistes β-adrénergiques a été 

démontré par des études in vitro, notamment sur la production de cytokines inflammatoires 

(129,130). La réduction de la production des cytokines inflammatoires se fait par activation 

β2-adrénergique au niveau des macrophages, avec production de cytokines anti-

inflammatoires (131). Par un mécanisme dépendant des récepteurs α2-adrénergiques, chez 

les neutrophiles la NAD et autres catécholamines réduisent le chimiotactisme, la capacité de 
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phagocytose bactérienne et la production de cytokines inflammatoires(132,133). Enfin, les 

catécholamines peuvent stimuler la prolifération et l’activation de cellules 

immunosuppressives les Myeloid-Derived Suppressive Cells (126).  

2.4.3.2 Lymphocytes et cellules dendritiques 

 

Pour les lymphocytes T, la NAD entraîne l’inhibition de l’immunité adaptative en réduisant la 

prolifération des lymphocytes (134) et en augmentant leur apoptose (135,136).  

Les lymphocytes T CD4+ s’orientent soit vers un profil Th1 ou un profil Th2. Le profil Th1 

produit des cytokines pro-inflammatoires (IL-2, IFNγ, TNFα) et Th2 des cytokines anti-

inflammatoires (IL-4, IL-5, IL-10). Au cours du sepsis, un déséquilibre en faveur de Th2 se fait, 

engendrant une immunodépression (126). Une activation β2-adrénergique inhibe les 

réponses Th1 et en oriente vers le phénotype Th2,(128,137). De plus la NAD supprime la 

capacité des cellules dendritiques à présenter les antigènes, réduisant ainsi la production de 

cytokines inflammatoires (138). 

2.4.4 Noradrénaline versus Vasopressine 

 

Un étude récente (139) a montré que la norépinéphrine atténue la production de médiateurs 

pro-inflammatoires et d'espèces réactives de l'oxygène et augmente la production d'IL-10 

anti-inflammatoire, à la fois dans les leucocytes humains stimulés par divers ligands 

inflammatoires et chez les souris stimulées par le LPS. En outre, la perfusion de NAD augmente 

la dissémination bactérienne dans un modèle murin de sepsis polymicrobien (CLP). De même, 

chez des volontaires sains soumis à un LPS par voie intraveineuse, la perfusion de 

norépinéphrine augmente la réponse IL-10 et atténue les concentrations de la cytokine 

proinflammatoire IFN-γ. Le vasopresseur alternatif, la vasopressine, n'exerce aucun effet dans 

ces schémas expérimentaux. Enfin, pendant un choc septique, des taux de perfusion de 
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noradrénaline plus élevés sont associés à un équilibre en faveur des cytokines plasmatiques 

anti-inflammatoires, alors que l'utilisation de β-bloquants est en faveur des cytokines pro-

inflammatoires (130,140). La noradrénaline dérègle la réponse immunitaire et compromet la 

défense de l'hôte. Par conséquent, elle peut aggraver l'immunoparalysie présente pour les 

patients en choc septique. 

 

3. La dipeptidyl peptidase 3 
 

3.1. Généralités 
 

Les dipeptyl-peptidases (DPP) font partie du groupe des enképhalinases. Ce sont des 

enzymes clivant des peptides opioïdes Il existe 4 groupes d’enképhalinases décrites selon 

le site catalytique de l’enzyme(141) (les carboxypeptidases, les métallo-peptidases, les 

sérine-peptidases et les thiolpeptidases). Huit DPP sont connus à ce jour. Le tableau 6 

regroupe les DPP et leurs principales caractéristiques. 
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Tableau 6. Dipeptidyl peptidases connues chez les mammifères reproduit d’après (103) 

 

 

3.2. La dipeptidyl peptidase-3 (DPP3) 
 

3.2.1 Généralités 

 

Historiquement purifiée en 1967 à partir de la glande pituitaire de bovin (142), c’est la 

troisième DPP à avoir été isolée (103). Un site catalytique à motif unique d’acide aminé (AA) 

HEXXGH (His-Glu-Leu-Leu-X-X-Gly-His) est caractéristique des métallo-peptidases classant la 

DPP3 dans la famille M49 (figure 7) (143). Le site catalytique présentant deux résidus His 

contribue à la fixation d’un ion divalent métallique (Zn2+ pricipalement, rarement Mn2+, Co2+, 

Ni2+ voir Cu2+ ) (144).  
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Figure 7. Alignement des séquences d'acides aminés de DPPIII de diverses espèces (103) 

 

 3.2.2 Présence dans le règne animal 

 

La DPP3 a été retrouvée dans différents tissus humain : dans les cellules sanguines (monocytes 

et lymphocytes (145) érythrocytes humains (146,147), polynucléaires neutrophiles(148)), 

liquide céphalo-rachidien (148), cristallin (149,150), neuroblastome (151), muscle (152), peau 

(153), placenta (154). 

Elle a été purifiée aussi chez le rat (153,155–157), chez le porc (158), l’érythrocyte de lapin 

(159), les cerveaux de singe et de chèvre(160–162), la vipère à écailles du Moyen orient (163), 

la drosophile (164), la blatte (165) et l’amibe social (166).  

Cependant, la DPP3 a également été identifiée dans plusieurs micro-organismes infectieux. En 

2003, les séquences complètes du génome de Porphyromonas gingivalis (167) (bactérie orale 

anaérobie stricte à gram négatif asaccharolytique, c’est un pathogène majeur associé à la 

parodontite adulte, une maladie infectieuse chronique dont souffre un pourcentage 



48 
 

important de la population humaine (168)) et de Bacteroides thetaiotaomicron (bacille 

encapsulé anaérobie strict à gram-négatif. C'est l'une des bactéries les plus courantes du 

microbiote intestinal humain et c'est aussi un pathogène opportuniste. Son génome contient 

de nombreux gènes spécialisés dans la digestion des polysaccharides. Elle est souvent utilisée 

dans la recherche comme organisme modèle pour les études fonctionnelles du microbiote 

humain (169)). Ces éutudes ont révélé la présence d'une peptidase M49 dans les protéomes 

de ces deux bactéries anaérobies Gram négatives(170), qui présentent toutes deux une 

activité DPP3 assez similaire(171). Vukelic et al ont également rapporté le clonage et 

l'expression hétérologue de la DPP3 du symbiote intestinal humain Bacteroides 

thetaiotaomicron, avec une efficacité catalytique très similaire à celle de l'enzyme humaine 

(172). Une autre étude a en revanche observé des différences sur le pouvoir inhibiteur des 

composés hydroxamates synthétisés (inhibiteurs potentiels de la DPP3 testés) vis-à-vis de 

Bacteroides thetaiotaomicron et de la DPP3 humaine. Jusqu'à présent, aucune étude ne décrit 

un rôle potentiel de la DPP3 dans la physiologie ou la pathophysiologie du microbiote 

intestinal, surtout par le manque d’inhibiteur spécifique (173). La DPP3 a également été isolée 

chez Caldithrix abyssi (174), une bactérie Gram-négative thermophile et anaérobie isolée 

d'une cheminée hydrothermale de la dorsale médio-atlantique(175). 

La DPP3 a été isolée non seulement chez des bactéries mais aussi chez des parasites, comme 

dans les cas de paludisme et de leishmaniose. 

La DPP3 joue un rôle dans la régulation de la rupture des érythrocytes par le parasite du 

paludisme Plasmodium falciparum. En 2008, Arastu-Kapur et al ont identifié pour la première 

fois la sérine protéase PfSUB1 et la DPP3 comme des régulateurs clés, car l'inhibition de l'une 

ou l'autre de ces protéases cibles bloque la libération du parasite des globules rouges de l'hôte 

(176). Ils ont également observé que de multiples formes transformées de DPP3 existaient 
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dans la forme mérozoïte du parasite (cycle asexué). Une autre étude a démontré que la DPP1 

et la DPP3 étaient associées à la digestion de l'hémoglobine, la DPP3 (considérée comme une 

maturase générale des protéines sécrétées) pouvant également jouer un rôle dans divers 

événements de traitement protéolytique en plus de la sortie du parasite (177). En revanche, 

Lehmann et al ont observé que la sortie du parasite n'était pas bloquée par l'inhibition de la 

DPP3 mais plutôt par des effets hors cible ou de toxicité, ce qui suggère que l'enzyme ne joue 

aucun rôle dans le développement et la sortie du parasite intracellulaire. Dans la même étude, 

il a également été confirmé que la DPP3 réside dans de nouveaux organites sécrétoires 

apicaux, jouant un rôle dans la fixation des mérozoïtes à la surface des globules rouges, plus 

précisément dans la reconnaissance initiale des récepteurs membranaires des érythrocytes 

hôtes (178). Ces résultats ont également été observés par Ghosh et al la même année (179). 

Une tentative d'identification de nouvelles molécules qui bloquent l'activité de la DDP1 de 

Plasmodium falciparum (la plupart d'entre elles inhibant également la DPP3 de Plasmodium 

falciparum) a permis de découvrir les premiers inhibiteurs allostériques des dipeptidyls 

peptidases. Cependant, leur faible activité antiparasitaire et leurs effets cytotoxiques contre 

les cellules humaines à des concentrations micromolaires élevées indiquent que des 

inhibiteurs plus puissants et spécifiques doivent être conçus pour déterminer si le 

développement d'inhibiteurs allostériques de la DPAP est une bonne stratégie pour générer 

des composés antiparasitaires (180). Une autre étude a montré qu'en se concentrant sur le 

développement d'inhibiteurs de protéase, uniquement sur la spécificité du substrat, on risque 

de négliger des caractéristiques structurelles importantes qui peuvent être exploitées pour 

développer des composés hautement puissants et sélectifs(181).  

L'alignement de la séquence de la DPP3 de Leishmania braziliensis a montré 43% d'identité 

avec son enzyme orthologue humaine. La tynorphine et son dérivé, le peptide IVYPW, inhibent 
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activement l'activité de la DPP3 de Leishmania braziliensis et ont un effet néfaste sur la survie 

du parasite (182).  

La DPP3 a également été isolée chez la levure, Watanabe et al ont observé en 1989 que la 

fraction soluble d'une cellule de Saccaromyces cerevisiae contenait une activité hydrolytique 

envers l'arginyl-arginyl-ß-naphtylamide (Arg-Arg-ßNA), démontrant ainsi l'existence de la 

DPP3 de levure(183). Plus récemment, une autre étude a élucidé la structure cristalline de la 

DPP3 de levure et étudié ses activités catalytiques par mutagenèse dirigée (184).  

Enfin, le gène DPP3 s'est avéré être l'un des gènes de protéase humaine requis pour l'infection 

et la réplication intracellulaires du virus de l'influenza A, et l’inactivation du gène DPP3 a 

diminué la réplication du virus sans provoquer de cytoxicité. La DPP3 était impliquée dans 

trois voies précédemment identifiées dans les cellules hôtes, en particulier la signalisation 

CRE/CREB, l'activation NF-kB et l'apoptose(185). Ces résultats suggèrent que la réduction de 

l'expression du gène DPP3 entraîne l'apoptose des cellules infectées par le virus de la grippe 

sans que les activités anti-apoptotiques (186) connues de la protéine NS1 de la grippe 

n'interfèrent. En outre, le gène DPP3 a été identifié comme l'un des gènes significativement 

associés à l'ampleur de la réponse immunitaire à la vaccination contre la grippe. L'expression 

du gène DPP3 était significativement augmentée chez les personnes ayant une réponse 

élevée(187). 

 

 

 

 

3.2.3 Localisation intra-cellulaire  
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Initialement considérée comme une peptidase de cytosol (146,154), puisqu’il n’a pas été 

retrouvé de peptide signal dans la DPP3 humaine (hDPP3) (188). Cependant, une activité 

membranaire a été décrite dans plusieurs études (145,155,160,189). Le processus de 

présentation de DPP3 à la membrane est inconnu à ce jour(189). Les suppositions 

mécanistiques sont potentiellement des phénomènes de myristoylation (188) et de 

phosphorylation (190) qui dirigent certaines protéines à la membrane indépendamment du 

système de Golgi et réticulum endoplasmique (191–193). Dans le compartiment extra 

cellulaire, la DPP3 a aussi été retrouvée dans les liquides céphalo rachidien et séminal ou 

encore le placenta (145,148,194). L’hypothèse la plus probable de la présence de cette 

enzyme dans ces compartiments est le relargage suite à la mort cellulaire, même si cela n’a 

pas été démontré (195). 

 

3.2.4 DPP3 et mécanismes d’action  

 

Par un mécanisme catalytique peu différent de celui de la thermolysine et de la néprilysine la 

DPP3 clive le dipeptide de l’extrémité N terminale des oligopeptides (196). Deux facteurs 

importants entrent en ligne de compte pour l’association entre le substrat et son enzyme : La 

liaison entre la DPP3 et son substrat est déterminée par :  

1- L’orientation du ligand avec la pénétration de la partie C-terminale dans le site 

catalytique, en exposant ainsi la partie N-terminale du ligand à l’extérieure.  

2- La proximité à moins de 6-7 Å entre l’extrémité N-terminale et l’ion métallique central 

afin de rendre possible la réaction catalytique.  

Par ailleurs, l’adaptation de la DPP3, grâce à une large site catalytique flexible, la rend capable 

d’hydrolyser tous types de substrats (tableau 7) (103). Cependant, la DPP3 est seulement 
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capable d’hydrolyser des peptides de longueur comprise entre 3 et 10 AA (196). Malgré 

certaines incertitudes, une conformation particulière d’un triplé d’arginine rendrait 

l’adaptation de l’enzyme à son substrat difficile (> 8 AA) (103).  

 

Tableau 7. substrats connus de la DPP3 , tableau reproduit d’après (103) 

 

Zn2+ est l’ion le plus fréquemment impliqué primordiale à l’activité des métallopeptidases 

(103,146). Cependant, au-dessus d’un seuil, la concentration de Zn 2+ inhibe l’activité de DPP3 

(146,197). D’autres ions métalliques divalents sont impliqués dans l’activité de la peptidase. 

Ils sont par ordre de fréquence : Co2+, Mg2+, Sr2+, Ca2+
 et Ba2+(194).  

3.3 Rôles physiopathologiques de DPP3  
 

3.3.1 Effet intracellulaire 

 

3.3.1.1 DPP III dans les étapes terminales du renouvellement des protéines  

 

Le système ubiquitine protéasome dégrade les protéines cellulaires qui doivent être éliminées 

(103,198).Les peptides libérés dans les cytosol vont former un peptidome (103) formé d’une 

ensemble de peptides disponibles pour la cellule (3 à 24 AA) (199). Ces peptides peuvent être 

clivés et utilisés pour la synthèse énergétique ou protéique des aminopeptidases (103). La 
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tripeptidyl peptidase II (TPPII) va cliver les longs peptides supérieurs 16 AA et la thimet 

oligopeptidase (TOP) les peptides compris entre 6 à 17 AA. Ces nouveau peptides sont à leur 

tour hydrolysés en AA par l’effet concomitant d’aminopeptidases, l’hydrolase aminopeptidase 

leucotriène A4 (200), l’hydrolase bléomycine (201) et l’aminopeptidase puromycine (202). 

Pour finir la DPP3 dégrade les peptides de 4 à 8 AA produits des étapes d’hydrolyse précédente 

(103) (figure 8).  

 

Figure 8. DPP3 et renouvellement protéique cellulaire(103) 

3.3.1.2 La DPP3 prévient du stress oxydant  

 

En cas de stress oxydant, le facteur de transcription nuclear related factor 2 (Nrf2) est 

transloqué dans le noyau (103) induisant la transcription de gènes codant pour des enzymes 

anti-oxydantes (151,203,204). La phosphatidyl inositol 3 kinase et la protéine kinase C vont 

médier cette translocation induite par une surexpression de DPP3 (151) (figure 9). Par ce 

passage nucléaire de Nrf2 des protéines anti-oxydantes comme NAD(P)H quinine 
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oxidoreductase 1 (NQO1) vont être produites suite à l’activation de leurs gènes de codage par 

DPP3 (103).  

 

 

 

Figure 9. Rôles de la DPP3 au cours du stress oxydant cellulaire 

 

3.3.2 Effets extra-cellulaires de la DPP3  

 

Les petits peptides (<10 AA), sont impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques 

comme la transduction des signaux cellulaires(205–207), la modulation de la douleur 

(208,209), la régulation de la pression artérielle (210,211), et la reproduction (212,213).  

La DPP3 a une haute affinité pour les enképhalines, les endomorphines et les angiotensines 

(103,208). Les enképhalines synthétisées par le système neuroendocrinien (214) agissent sur 

les récepteurs opioïdes de type δ et permettent de réduire la douleur du fait de leurs 
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similitudes avec les dérivés morphiniques (103). Il a été montré que DPP3 était localisée avec 

les enképhalines au niveau des membranes synaptiques cérébrales de souris (189). De plus, la 

DPP3 a une activité de clivage privilégiée à pH physiologique vis-à-vis des enképhalines (189) 

intervenant de fait dans la modulation centrale de la douleur (215,216). Par ailleurs, dans un 

modèle murin d’Alzheimer l’expression corticale de DPP3 était réduite l’impliquant ainsi dans 

la survenue de la maladie (189).  

 

Des peptides endogènes les endomorphines (EM 1 & 2) ont une affinité pour les récepteurs 

responsables dans la perception de la douleur. Les EM se lient aux récepteurs, principalement 

au niveau du cerveau des mammifères (103). La DPP3 agit donc dans la douleur, le stress, la 

vigilance en modulant leur fonctions (217). Par ailleurs, l’inhibition de DPP3 par la spinorphine 

réduisait la douleur par la bradykinine et l’activation de des polynucléaires neutrophiles (145), 

impliquant la DPP3 dans la régulation des mécanismes inflammatoires (206).  

 

L’angiotensine II, impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques, est essentielle 

dans le SRAA (106,148,218). La DPP3 joue un rôle dans la catalyse des angiotensines II et IV 

(106,147,194,219). Sur un modèle de souris hypertendue, l’administration d’Ang II, Pang et al. 

ont observé un effet hypotenseur de DPP3 avec une diminution de taux d’Ang II (106). Les 

effets physiologiques de l’hydrolyse de DPP3 sur les autres angiotensines (notamment la 4) 

sont inconnus actuellement (103).  

 

 

 

4. Escherichia coli : une bactérie modèle pour l'étude du sepsis 
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4.1 Caractéristiques microbiologiques et habitat 
 

4.1.1 Caractéristique microbiologique de Escherichia coli  

 

Escherichia coli est une bactérie appartenant aux Enterobacteriaceae, une famille de bactérie 

possédant des caractéristiques communes. L’habitat des Enterobacteriaceae est le tube 

digestif des vertébrés mais également l’environnement (sol et eau). Les entérobactéries 

mesurent de 2 à 4 microns et sont des bacilles à Gram négatif. Elles sont mobiles avec une 

ciliature péritriche, plus rarement immobiles, et poussent aisément sur milieux de culture 

ordinaires. Elles sont aéro-anaérobies facultatifs et fermentent le glucose en anaérobiose avec 

ou sans production de gaz, ne réagissent pas au test de l’oxydase et possèdent une nitrate 

réductase (réduisant les nitrates en nitrites) (220–222). Le genre Escherichia est composé de 

trois espèces Escherichia albertii, Escherichia fergusonii et E. coli et de cinq clades 

d'Escherichia classés de I à V(223). 

 

4.1.2  Habitat primaire : le tube digestif des vertébrés 

 

E. coli appartient à la flore commensale du microbiote intestinale des vertébrés (224). 

L’habitat primaire de cette bactérie est tractus digestif colonisant les intestins des 

mammifères et oiseaux ainsi que les reptiles (225). Présente au niveau du caecum et du colon, 

E. coli est localisée au niveau des cellules épithéliales à environ >106 UFC (Unité Formant 

Colonie)/ g de contenu intestinal (226,227). Elle est située exactement dans le mucus de 

l’épithélium de la paroi intestinale, qui est une niche écologique nutritionnelle à laquelle le 

métabolisme d'E. coli s'est adapté (220). Chez l'homme, sa prévalence est supérieure à 90 % 

avec une concentration par gramme de fèces de 107 à 109 UFC (228,229). In fine, E. coli est 
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donc minoritaire par rapport au microbiote anaérobie, mais représente la bactérie aérobie 

prédominante du microbiote digestif. 

4.1.3  Habitat secondaire : environnement 

 

L’environnement est l’habitat secondaire de E. coli. Cette bactérie est présente dans les eaux 

environnementales via les fèces à une concentration d’environ 108 UFC/g de fèces (230). On 

la retrouve dans les eaux usées, les lisiers ou les déjections des animaux d’élevage, des 

animaux sauvages Du fait de l’adaptation de E. coli aux ressources nutritives du tube digestive, 

l’environnement est généralement moins favorable à la survie de cette bactérie (231).  

E. coli est soumis à diverses pressions dans l’environnement. Ces pressions sont dites biotiques 

telles que la compétition entre flore ou la prédation. Lorsqu’il s’agit des facteurs tels que la 

lumière, la température, l’oligotrophie et la salinité, ces pressions sont appelées 

abiotique(232,233).  

E. coli évolue rapidement vers un état non-cultivable mais viable, et ne peut plus, par 

conséquent, être détecté par méthode de culture classique (234), mais garde une activité 

métabolique (235) permettant de se multiplier à nouveau lorsque les conditions sont à 

nouveau favorables (236). 

4.1.4  Un agent commensal mais également impliqué dans des pathologies 

intra et extra-intestinales 

 

L’espèce E. coli peut également être impliquée dans des pathologies intra-intestinales ou 

extra-intestinales variées. Les infections intra-intestinales peuvent se présenter selon des 

degrés de gravité variables, de la diarrhée du voyageur bénigne au syndrome hémolytique et 

urémique (SHU)) gravissime. Parmi les infections extra-intestinales, on pourra citer les 

infections des voies urinaires (IU), diverses infections intra-abdominales, de la peau et des 



58 
 

tissus mous, des méningites du nouveau-né (MNN), ou des pneumopathies, généralement sur 

ventilateur mécanique (223). Les bactériémies à E. coli sont également une des principales 

causes de bactériémies et sont généralement identifiées par une porte d’entrée parmi les 

infections précédemment citées. Ces infections peuvent être très fréquentes (IU) (237), 

associées à une morbidité élevée (insuffisance rénale dans les SHU chez les enfants (238) 

séquelles neurologiques dans les MNN (239)) et à une mortalité variable selon le terrain du 

patient (~15% dans les bactériémies (240,241)). 

 

4.2 Diversité génétique de E. coli 
 

La dimension versatile de l’espèce E. coli ainsi que la facilité à étudier cette espèce au 

laboratoire en font un excellent modèle d'étude sur les dimensions phénotypiques, 

génotypiques, évolutives, ou en expérimentation animale.  

Le génome moyen de E. coli comporte entre 3900-5800 gènes correspondant à 4.2-6 Millions 

de paires de bases (242–244). Cette variabilité a été particulièrement mieux objectivée avec 

le développement du séquençage de génomes complets depuis une dizaine d'années (224) et 

a permis de faire émerger les concepts de core génome, génome accessoire et pangénome 

(figure 10 ). 

Le core génome regroupe environ 2000 gènes communs à tous les isolats décrits au sein de 

l’espèce E. coli. Ces gènes sont considérés comme essentiels aux fonctions de base de la 

bactérie. Le génome accessoire est un répertoire de gènes présent uniquement chez une 

partie de la population. Enfin le pangénome est le répertoire total des gènes présents au sein 

de tous les individus de l'espèce compris entre 15000 et 75000 gènes (242,243,245,246). 
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Figure 10. Génomes bactériens : Core génome et pan génome (d’après(223)) 

 

Cette diversité génétique est liée à des phénomènes de mutations ponctuelles et surtout de 

délétions ou d'insertions de grands fragments chromosomiques. Dans certains cas, ces 

insertions peuvent être associées à des facteurs de virulence au sein de structures 

dénommées « îlots de pathogénicité ». Par ailleurs, les phénomènes de recombinaison 

homologue, qui permettent une recombinaison génétique de séquences d'ADN généralement 

proches, sont particulièrement fréquents chez E. coli et concourent encore à cette diversité 

(247). 

 

4.3 Méthodes utilisées pour l'étude de la diversité génétique de E. coli 
 

Avant l'ère du séquençage de génomes entiers, l'étude de la diversité de E. coli reposait 

généralement sur des approches "minimalistes" reposant sur des caractéristiques limitées 

mais déterminantes pour une discrimination pertinente des isolats de E. coli. 

 

Cette approche peut être réalisée à différents degrés, de l'étude de marqueurs très généraux, 

jusqu'à une étude plus fine permettant la compréhension à l'échelle du clone. Les principaux 

éléments de classification et leurs méthodes sont les suivants : 
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4.3.1  Groupe phylogénétique 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, le genre Escherichia est composé de trois espèces et 

de cinq clades d'Escherichia (223). Ces clades ne se distinguent pas phénotypiquement de E. 

coli mais divergent à divers degrés au niveau des nucléotides de E. coli. Il présente une forte 

structure phylogénétique représentant au moins huit groupes phylogénétiques répartis en 

deux groupes principaux : les phylogroupes B2, G, F et D ; et les phylogroupes A, B1, C et E 

(223). Les études épidémiologiques ont bénéficié de méthodes faciles et rapides basées sur la 

PCR, qui permettent de déterminer les phylogroupes (248–250), les clades (251) et les espèces 

d'Escherichia (230,252–254) d'être déterminées. 

La PCR Clermont utilise une approche simple de PCR multiplex permettant de distinguer 

chacun des groupes phylogénétiques (248)(figure11). 

 

Figure 11. PCR quadriplex d’après Clermont et al. (248) 

 

 

4.3.2 MLST (Multilocus sequence typing) 

 

C’est une technique de biologie moléculaire permettant le typage de locus multiples. La 

procédure caractérise les isolats d'espèces microbiennes en utilisant les séquences d'ADN des 

fragments internes de plusieurs gènes de ménages répartis sur l’ensemble du génome. Des 
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fragments internes d'environ 450 à 500 pb de chaque gène sont utilisés, car ils peuvent être 

séquencés avec précision sur les deux brins par séquençage Sanger, une technologie de 

séquençage abordable depuis les années 1990. Pour chaque gène de ménage, les différentes 

séquences présentes au sein d'une espèce bactérienne sont attribuées à des allèles distincts 

et, pour chaque isolat, la combinaison des allèles de chacun des locus définissent un profil 

allélique ou Sequence Type (ST)(255).  

Pour E. coli, 2 bases de MLST différentes existent : 

- une base proposée par l'université de Warwick reposant sur l'étude de 7 gènes de 

ménage (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA) (256). C'est le schéma le plus utilisé en 

épidémiologie moléculaire. 

- une base proposée par l'institut Pasteur reposant sur l'étude de 8 gènes de ménage 

(dinB, icdA, pabB, polB, putP, trpA, trpB, uidA)(257). Ce schéma est moins utilisé sur le 

plan épidémiologique mais il est plus pertinent d’un point de vue évolutif. 

 

4.3.3 Typage des antigènes somatiques ou flagellaires 

 
Comme toutes les autres entérobactéries, E. coli possède trois antigènes majeurs. La 

méthodologie de sérotypage utilisée pour la classification de E. coli est un schéma historique 

décrit par Kauffmann en 1947 (258). 

L’antigène somatique O (Ag O) est un élément de la membrane externe des bacilles à Gram 

négatif formé de lipopolysaccharide. La synthèse de l’antigène O est sous le contrôle de 

l’opéron rfb.  

L’antigène flagellaire H (Ag H) est de nature protéique et entre dans la construction du flagelle, 

permettant la mobilité de la bactérie. Il est généralement codé par le gène fliC. Cependant, 

certaines souches perdent leur mobilité et sont classées comme non mobiles.  
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L’antigène capsulaire K (Ag K) est un élément polysaccharidique facultatif pouvant concourir 

à la virulence de la souche, notamment via une résistance à la phagocytose. 

Il existe un polymorphisme important de ces antigènes. De ce fait, ce sont donc des cibles 

historiques, qui ne nécessitent pas de méthode moléculaire mais des méthodes 

d’agglutination basées sur l’utilisation de sérums spécifiques. 

 

4.3.4 Diversité allélique de FimH 

 
Un trait qui a été considéré comme important, à la fois pour l'écologie normale et pour la 

pathogénicité, est la production de facteurs adhésifs spécifiques aux tissus, fréquemment 

trouvés sous la forme de structures superficielles ressemblant à des poils, appelées fimbriae. 

Plus de 95% des isolats d'E. coli expriment des fimbriae de type 1, également appelés fimbriae 

sensibles au mannose ou fimbriae communs (259,260). L'expression des fimbriae de type 1 

n'est peut-être pas nécessaire au maintien d'E. coli dans le côlon (261,262), mais elle confère 

à E. coli un avantage significatif pour la colonisation transitoire de la porte oropharyngée qui 

est importante pour la transmission fécale/orale normale d'E. coli entre les hôtes individuels 

(262,263). En plus de ce rôle essentiel dans l'écologie commensale, les fimbriae de type 1 sont 

également importants pour la pathogenèse des infections des voies urinaires (UTI) (264,265). 

Le phénotype adhésif sensible au D-mannose des fimbriae de type 1 dépend de l'activité de 

type lectine d'une sous-unité de 30 kDa située à l'extrémité, FimH (266,267). Des variantes 

phénotypiques naturelles de la protéine FimH sont connues (268,269). Tous les allèles de 

FimH, étudiés à ce jour, codent pour des sous-unités qui ont des niveaux élevés d’affinité aux 

structures de tri-mannose (M3 ; α1-3, α1-6-D-mannotriose), seulement certains variants 

permettent une adhésion de haut niveau aux résidus monomannoses (M1) parmi les variants 

de FimH (270). Ces variations d'adhésivité sont dues uniquement à des différences 
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structurelles de FimH qui affectent la spécificité du récepteur de la lectine mais n'affectent 

pas la morphologie des fimbriaux ou le niveau de fimbriation (269,270). Ainsi, tous les fimbriae 

de type 1 peuvent être fonctionnellement subdivisés en phénotypes FimH à faible liaison à 

M1 (M1L) ou à forte liaison à M1 (M1H). On a constaté que les souches d’E. coli présentant 

ces deux phénotypes de base prédominent dans des niches différentes. La plupart des isolats 

du gros intestin des humains sains (environ 80 %) expriment un phénotype M1L distinct, tandis 

que la plupart des isolats des infections urinaires (plus de 70 %) expriment des variants M1H 

FimH (269). Le typage de l'allèle FimH est basé sur les variations mineures de la séquence (271) 

et présente donc un déterminant pertinent pour le typage des souches de E. coli.  

 

L'ensemble des données de phylogroupe, de ST, de typage somatique et flagellaire, d'allèle de 

FimH permet donc de donner une sorte de "carte d'identité" à une souche d'E. coli. Cette carte 

d'identité permet l'identification de certains clones à succès, et potentiellement de mieux 

comprendre l'association entre une pathologie et le fond génétique d'un clone de E. coli. 

 

4.3.5 Autres paramètres étudiés 

 

 

D'autres paramètres peuvent être étudiés chez E. coli tels que l'étude du virulome ou du 

résistome, le contenu en gènes de virulence ou de résistance, mais ne se seront pas abordés 

ici. 

4.3.6 Apport du séquençage à haut débit 

 

 

Le recours de plus en plus facile aux technologies de séquençage à haut débit permet 

désormais un accès maximaliste à l'ensemble de données des génomes bactériens. De ce fait, 

la majorité des observations décrites ci-dessus sont désormais obtenus in silico. En pratique, 
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l'ADN bactérien est extrait puis séquencé. Les différentes données obtenues précédemment, 

de façon parfois laborieuse, sont désormais obtenues à partir du séquençage de génome 

complet par des outils de bio-informatique (272). Ce type d'approche permet également une 

approche plus fine de la diversité clonale et les microbiologistes sont désormais en mesure 

d'étudier la différence entre deux clones très proches, de l'ordre de quelques mutations à 

l'échelle d'un génome (272). 

 

4.4. Groupes phylogénétiques, commensalisme et infections. 

 
Certaines souches ont été décrites comme étant à l'origine d'infections du système gastro-

intestinal (E. coli pathogène intestinal) tandis que d'autres provoquent des infections en 

dehors du système gastro-intestinal (E. coli pathogène extra-intestinal, ExPEC) (222,273). Les 

ExPEC sont impliqués dans un grand nombre d'infections extra-intestinales telles que les 

infections des voies urinaires, les infections sanguines, les pneumonies, les infections de la 

peau et des tissus mous et les méningites néonatales (221). E. coli reste la principale cause 

d'infections urinaires, et des enquêtes récentes ont signalé l'émergence d'E. coli comme cause 

prédominante d'infections nosocomiales et de septicémies néonatales (274). 

 

Des études phylogénétiques ont montré que les E. coli se répartissent en quatre groupes 

phylogénétiques principaux : A, B1, B2 et D (figure 12). Les souches humaines d'ExPEC 

appartiennent généralement au groupe B2, plus virulent, et dans une moindre mesure au 

groupe D. Les souches commensales, considérées comme moins virulentes, appartiennent aux 

groupes A ou B1 (249). Les souches ExPEC possèdent un large éventail de facteurs de virulence 

(FV) responsables de la pathogénèse, qui sont fréquemment codés par des îlots pathogènes 

et d'autres éléments d'ADN mobiles(275). Les FV des ExPEC comprennent des toxines, des 
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adhésines, des systèmes d'acquisition du fer (sidérophores), des protéines de synthèse de la 

capsule, des protectines et des invasines(276). 

Cette diversité de groupes phylogénétiques, responsable d’infections diverses selon le fond 

génétique, impose l’utilisation de collection avec une variété de souches large afin d’être 

représentative de l’espèce pour être pertinente lors d’étude mécanistique et clinique(277) 

 

4.5. Pathovars 

 
Les souches pathogènes d'E. coli sont généralement classées en pathotypes (également 

connus sous le nom de pathovars) (222,278)et sont identifiées à l'aide d'acronymes. La 

définition de ces pathotypes peut être basée sur différents critères, tels que l'organe cible (E. 

coli uropathogène (UPEC)), l'hôte infecté (E. coli pathogène aviaire (APEC)), l'association avec 

un organe et un hôte (la méningite néonatale à E. coli (MNEC)), l'association avec les organes 

ciblés et la virulence de la bactérie gènes spécifiques (E. coli pathogènes extra-intestinaux 

(ExPEC)), la pathologie causée par les souches (diarrhée et E. coli pathogène intestinal 

(InPEC)), la présence d'un ou de plusieurs gènes spécifiques (E. coli producteur de Shiga-toxine 

(STEC)). 
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Figure 12. Histoire phylogénétique d'Escherichia coli d’après (223) 
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Objectifs généraux du travail 

 

Les objectifs de notre travail étaient donc les suivants : 

(i) Etude de l’écologie bactérienne dans un modèle murin de péritonite stercorale. 

(ii) Comparaison de l’effet de la noradrénaline, d’angiotensine II, de la vasopressine et du 

Procizumab® sur la croissance bactérienne d’une collection représentative de la diversité 

génétique de E. coli dans des milieux mimant différents compartiments de l’organisme. Pour 

aller plus loin, les effets microbiologiques des mêmes agents vasopresseurs ont été réalisés 

sur notre modèle murin de péritonite stercorale. 

Afin d’atteindre les objectifs, le plan reposait sur : 

• L’utilisation d’un modèle de défaillance cardio-circulatoire d’origine septique 

(cardiomyopathie septique) chez le rat par l’induction d’une péritonite stercorale, 

par la technique de ligature et ponction caecale. 

 

• En associant des mesures physiologiques, biochimiques, biologiques et 

microbiologiques 

 

• L’utilisation d’une collection bactérienne représentative de l’espèce Escherichia 

coli : La collection NILS  

 

• L’utilisation d’un anticorps bloquant spécifiquement la DPP3 (Procizumab). 

 

Un article publié sera développé ainsi qu’un second article actuellement préparation : 

Article 1:  “Analysis of blood culture in a rat model of cecal ligation and puncture induced 

sepsis” publié dans Intensive Care Medicine experimental”. 

Article 2 :  « Effets des vasopresseurs du sepsis et du Procizumab ® sur la croissance 

bactérienne de E. coli. » 
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Partie 1: Article 1 

Analysis of blood culture in a rat model of cecal ligation and puncture 
induced sepsis 
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La ligature ponction caecale : un modèle expérimental de sepsis 

plurimicrobien 

 

1. Introduction 
 

En 2018, de nouvelles recommandations ont été publiées par un consensus d’experts 

internationaux de l’expérimentation animale pour améliorer la qualité des modèles 

préclinique de sepsis (279). Ces experts concluaient que la modélisation animale de certaines 

pathologies, bien qu’utile pour l’Homme, était limitée par sa mauvaise application (280,281). 

Ceci était souvent due à la faible reproductibilité et fidélité des modèles disponibles (282,283), 

à des plans d'études inappropriés (281) et à l'utilisation sélective des résultats issus des 

données animales (284,285). 

 

Alors que la définition clinique du sepsis (3) et les lignes directrices de la Surviving Sepsis 

Campaign (SSC) pour la prise en charge des patients ont été mises à jour trois fois (286), la 

recherche préclinique sur le sepsis n'avait fait pas fait l'objet de recommandations pour 

standardiser et améliorer les pratiques (287). L'absence de standardisation rigoureuse des 

modèles précliniques limite leur utilité clinique pour faire progresser la prise en charge des 

patients septiques (288,289) et réduit ainsi les possibilités d'identifier et de tester de nouvelles 

thérapies. 

Le modèle de ligature et de ponction cæcale (LPC) est considéré comme le modèle de 

référence pour étudier le sepsis chez le petit animal. À ce jour, aucune recommandation 

concernant le choix de la thérapie antimicrobienne n'est disponible. De plus, l'écologie 

bactérienne du modèle de sepsis induit par LPC chez le rat n'avait jamais été réalisée à ce jour. 

Ainsi, notre étude portait sur les objectifs suivants :  
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- Identifier l’écologie microbienne dans le modèle de sepsis induit par LPC dans la 

littérature récente de 2018 et 2019. 

- Evaluer la concordance entre les thérapies antimicrobiennes et la microbiologie 

documentée dans le modèle de sepsis induit par LPC. 
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2. Méthodologie 
 

Seize rats mâles Wistar, âgés de 9 à 12 semaines et pesant de 350 à 450 g, ont été obtenus 

chez Janvier (St Berthevin, France). Les rats ont été anesthésiés par une injection 

intrapéritonéale de chlorhydrate de kétamine (90 mg/kg) et de xylazine (9 mg/kg). Le sepsis a 

été provoqué par LPC comme décrit précédemment (290). Une incision ventrale de la ligne 

médiane (1 cm) a été pratiquée pour permettre l'extériorisation du cæcum. Le cæcum a 

ensuite été ligaturé juste en dessous de la valve iléocæcale et ponctionné une fois dans la 

partie proximale du caecum avec une aiguille de 18 gauge pour induire un modèle de haut 

grade. La cavité abdominale a été fermée en deux couches, et les rats ont reçu une 

réanimation liquidienne (3 ml/100 g de poids corporel) de solution saline, injectée par voie 

sous-cutanée. Une injection intrapéritonéale de 75 μg/kg de buprénorphine a été utilisée à 

des fins analgésiques en période préopératoire. La douleur a été évaluée en utilisant des 

feuilles de score de l'échelle visuelle analogique après la LPC, et l'analgésie a été obtenue en 

utilisant la buprénorphine si nécessaire. Une injection de 75 μg/kg de buprénorphine en 

intrapéritonéal sera réalisée à visée analgésique en pré-opératoire. L’accès à l’eau et à la 

nourriture sera libre. La douleur sera évaluée et si besoin l’analgésie renforcée par une 

injection de 50 μg/kg de buprénorphine intrapéritonéale. Selon notre expérience (cf saisine 

antérieure), les animaux commencent à présenter des signes physiques de sepsis vers la 

20ème heure. Ainsi, si les animaux sont algiques le lendemain matin, un renforcement de 

l’analgésie sera effectué. En cas d’observation de points limites, l’animal sera mis à mort afin 

de lui éviter toute souffrance. Seize heures plus tard, après une anesthésie générale au 

chlorhydrate de kétamine (90 mg/kg) et à la xylazine (9mg/kg), les rats ont été placés en 

position couchée et trachéotomisés avec un cathéter de 16 G et ventilés à l'aide d'un 

respirateur pour rongeurs avec une fréquence respiratoire fixée à 53,5 x poids-0,26 et un 
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volume courant fixé à 6,2 x poids 1,01 (90). La température rectale a été maintenue tout au 

long du protocole entre 37-37,5°C par un tapis chauffant. Des cathéters ont été insérés dans 

la veine jugulaire gauche pour administrer de la solution saline à 1mL/h à la seringue 

électrique et dans l'artère carotide droite pour la surveillance de la pression artérielle invasive.  

Une étude de survie a été réalisée historiquement sur ce modèle au laboratoire et non 

reproduite dans le cadre de la thèse. La reproductibilité du modèle était attestée après une 

phase d'entraînement. L’objectif étant d’avoir des animaux en choc septique avec une 

pression artérielle moyenne <65mmHg et pouvant survivre au moins 3 heures repectant le 

protocole validé par le comité d'éthique de l'Université de Paris (numéro de protocole S140 

#9385).  

Le sang a été recueilli sur le cathéter veineux, et le liquide péritonéal à l’aide d’une seringue 

stérile après sacrifice de l’animal après laparotomie. Les hémocultures ont été prélevées dans 

des flacons aérobies (BacT/ALERT® FA plus) et anaérobies (BacT/ALERT® FN plus) (Biomérieux, 

Marcy L'Etoile, France), et placées dans l’incubateur BacT/ALERT® VIRTUO®, à 37 °C pendant 

5 jours. Les flacons d'hémoculture positifs étaient repiqués sur géloses au sang (en conditions 

aérobies et anaérobies) et géloses au sang cuit Polyvitex (sous 5% de CO2) à 37°C après 

coloration de Gram. Toutes les géloses provenaient de chez Biomérieux (Marcy L'Etoile, 

France). Les micro-organismes ont été identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF 

(matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight) (Microflex Bruker 

Daltonics/BioTyper™ version 2.0, Wissembourg, France).   
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3. Publication dans Intensive care medicine experimental 
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Figure S1. Peritoneal fluid culture analysis of 16 rats 16 hours after CLP 

 
 

Suppl Table1. Probabilistic antimicrobial therapy used in rat CLP models in the 
literature published in 2018 and 2019 

 
 

Author 
Year 

Treatment, dose 
Route of 

administratio
n 

Duration Objective 

Assis MS 1 

2018 

gentamycin 3 mg/kg 
+ clindamycin 25 

mg/kg 
IP 

72 hours (dose per 

day not specified) 

Effects of caffeine on behavioural and cognitive 
deficits in rats 

Bedirli N 2 

2018 

ceftriaxone 30 
mg/kg + clindamycin 

25 mg/kg 
IP 

every 6 hours for 
72 h 

To compare the effects of sevoflurane and 
isoflurane on systemic inflammation 

Choi M 3 
2018 

moxifloxacin 3 
mg/kg 

Non specified 
Single dose after 

surgery 
Effect of hypobaria and hyperoxia during sepsis on 

survival and energy metabolism 

Danielski LG 4 
2018 

ceftriaxone 
30 mg/kg 

SC 
immediately after 
and 12 hours after 

CLP 

Effect of vit B6 on the Kynurenine pathway, acute 
neurochemical and neuroinflammatory 
parameters, and cognitive dysfunction 

Della Giustina 
A 5 

2018 

ceftriaxone 
30 mg/kg 

SC 
immediately after 
and 12 hours after 

CLP 

Determine the effect of a fish oil (FO)-55–enriched 
lipid emulsion as an important anti-inflammatory 

compound on brain dysfunction 

Gasparotto J 6 
2018 

Ceftriaxone 30 
mg/kg et 

clindamycin 25 
mg/kg 

SC 
every 6 hours for 

72 hours 

Determine role of receptor for advanced glycation 
end products (RAGE) in neuroinflammation, 
neurodegeneration-associated changes, and 

cognitive dysfunction arising after sepsis recovery 

Giustina AD 7 
2018 

ceftriaxone 
30 mg/kg 

SC 
immediately after 
and 12 hours after 

CLP 

Evaluate the effect of DMF (dimethyl fumarate) in 
different organs of rats submitted to an animal 

model of sepsis 
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Wang P 8 
2018 

ceftriaxone 30 
mg/kg 

SC 
every 6 hours for 

72 hours 
Investigate mechanisms and molecular pathways 

of neuroprotective effects of Omi/HtrA2 inhibition 

Wang Y 9 
2018 

imipenem/cilastatin 
14 mg/kg 

IP 
Single dose at 6 

hours after surgery 
Determine whether resveratrol alleviates pediatric 

AKI and investigated the potential mechanism 

Yang J 10 
2018 

imipenem 120mg/kg IP Single dose 

Effect of combination treatment of the sepsis 
bundle with cyclophosphamide would improve the 

function of the intestinal mucosa and enhance 
survival in rats with induced sepsis 

Zarbato GF 11 
2018 

ceftriaxone 
30 mg/kg 

SC 
immediately after 
and 12 hours after 

CLP 

Dimethyl Fumarate Limits Neuroinflammation and 
Oxidative Stress and Improves Cognitive 
Impairment after Polymicrobial Sepsis 

Capcha JMC 12 

2019 
imipenem/cilastatin 

14 mg/kg 
SC 

Single dose at 6 
hours after surgery 

Evaluate the effects of the Wharton’s jelly-derived 
mesenchymal stem cells as a treatment for 

cardiopulmonary injury, as well as on 
neuroimmunomodulation 

Chen J 13 

2019 
imipenem/cilastatin 

25 mg/kg 
IP 

one time 
immediately after 

surgery  

Investigate the role and possible mechanisms of 
exogenous melatonin to improve liver injury and 

glucose metabolism disturbances in the context of 
sepsis.  

Jiang Y 14 

2019 
imipenem 25 mg/kg SC 

one time 
immediately after 

surgery  

Analyze the metabolic changes of rats’ sepsis 
model established by cecal ligation and puncture 

(CLP) and evaluate therapeutic targets and 
mechanisms of Xuebijing on sepsis 

Liverani E 15 

2019 
imipenem/cilastatin 

25 mg/kg 
IP 

2 times per day 
until euthanasia 

after surgery during 
4 days 

Investigate whether Protein kinase C-delta 
inhibition provided organ protection and improved 

survival without compromising pathogen 
clearance. 

Manfredi A 16 

2019 
ceftriaxone 
30 mg/kg 

SC 
Every 6 hours 
during 3 days 

Determine whether stimulation of mitochondrial 
dynamics improves mitochondrial function and 

long-term cognitive impairment in an experimental 
model of sepsis 

Michels M 17 

2019 

ceftriaxone 
30 mg/kg + 
clindamycin 

25 mg/kg 

SC 
Every 6 hours 
during 3 days 

Characterize the kinetics of microglial phenotypes 
early and late after systemic inflammation in an 
animal model of severe sepsis, and the effects of 

minocycline on these phenotypes 

Michels M 18 

2019 
ceftriaxone 
30 mg/kg 

SC 
Every 12 hours 
during 3 days 

Determine the effects of microglial depletion and 
subsequent repopulation early during systemic and 
brain inflammatory response and its impact on late 
cognitive dysfunction in an animal model of severe 

sepsis 

Milioli MVM 19 

2019 
ceftriaxone 
30 mg/kg 

SC 
Every 6 hours 
during 3 days 

Evaluate behavioral and neurochemical 
parameters in adult (180-day-old) and young (60-

day-old) rats subjected to sepsis 

Petronilho F 20 

2019 
ceftriaxone 
30 mg/kg 

SC 
immediately after 
and 12 h after CLP 

Investigate if the association of gold nanoparticles 
and N-acetylcysteine could prevent oxidative stress 
and mitochondrial and creatine kinase alterations 

in the brain of septic rats 

Wu J 21 

2019 
imipenem 25 mg/kg IP 

twice a day for 3 
days. 

Investigate the protective effects of neuregulin-1β 
(NRG-1β) on sepsis-induced diaphragm atrophy 

and the possible underlying mechanisms 
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Yang Y 22 

2019 
ceftriaxone 
30 mg/kg 

SC 
Every 6 hours 
during 3 days 

Investigated whether the anti-apoptotic effect of 
IGF-1 is associated with cytochrome C and TNFR 

regulation 

Yang YM 23 

2019 
imipenem 14 mg/kg SC 

Single dose at 6 
hours after surgery 

investigate the regulatory effect of long non-
coding RNA (lncRNA) NKILA on autophagy in sepsis-

induced kidney injury 

 
IP: intraperitoneal  
SC: subcutaneous  
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Suppl Table2. Probabilistic antimicrobial therapy used in mouse CLP models in the 

literature published in 2018 and 2019 

 

Author Treatment, dose 
Route of 

administration 
Duration Objective 

Al Zoubi S1 

2018 
imipenem/cilastatin, 

20 mg/kg 
SC 6 and 18 h after CLP 

Hypothesize that type 2 diabetes (T2DM) 
augments the cardiac (organ) dysfunction 

associated with sepsis, and that inhibition of the 
NF-κB pathway with linagliptin attenuates the 

cardiac (organ) dysfunction in mice with 
T2DM/sepsis. 

Arimoto A2 

2018 
Meropenem 

(Dose not specified) 
IP Every 12 h for 3 days 

Hypothesize that peritonitis induces 
immunosuppression in the lung, which in turn 

promotes lung metastasis 

Ayalon I3 

2018  
Imipenem 25 mg/kg IP Single dose 

Hypothesize that sepsis induces browning of the 
WAT (white adipose tissue) but obesity alters 

this adipose tissue response during sepsis. 

Busch D4 

2018 
Imipenem 25 mg/kg SC Every 12 h until d 5 

Hypothesize that the PPAR-β/δ-agonist GW0742 
improves long-term outcome after sepsis  

Castanheira 
FVES5 

2018 
Ertapenem 20 mg/kg IP 

Beginning 6 h after CLP 
and then every 12 h up 

to day 3. 

Hypothesize that ACKR2 could contribute to the 
degradation of chemokines in the foci of 

infection or in the vital organs, leading, in the 
first case, to aggravation of sepsis 

 

Chen G6 

2018 

combination of 
vancomycin (1 g/L), 
kanamycin (1 g/L), 

ampicillin (1 g/L), and 
metronidazole (1 

g/L) in their drinking 
water 

PO 2 months 

Investigate the function of GPR109A in more 
detail, our study used cecum ligation and 

puncture surgery (CLP), described as the “gold 
standard” model for sepsis (26), to examine the 

effects of Gpr109a deletion. 

de Souza 
Gomes R7 

2018 
 

ceftriaxone 20 mg/kg IP 
24 h before and at 
time zero of CLP 

induction 

Investigate the effect of pretreatment with 
salivary gland extract (SGE) from Ae. aegypti in 

the induction of inflammatory and oxidative 
processes 

Drechsler S8 

2018 
Imipenem 25 mg/kg SC 

Twice daily for five 
consecutive days post-

CLP 

Investigate the effects of splenectomy as an 
added traumatic insult in a 2-hit mouse model 
of polytrauma (hemorrhagic shock with femur 
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fracture) followed by abdominal sepsis after 
48 hours 

Fay KT9 

2018 

ceftriaxone 25mg/kg 
+ metronidazole 

12.5mg/kg 
SC 

12h dosing schedule 
for 48 hours 

postoperatively. 

utilize a CD43-/- model to further understand 
the impact of CD43 and the immunological 
derangements that occur in the senescent 

phase of sepsis. 

Ferreira RG10 

2018 
Ertapenem 20 mg/kg IP 

Beginning 6 h after CLP 
and then every 12 h up 

to day 3. 
Investigate the role of Gal-3 in sepsis outcome. 

Gao R11 

2018 
Ertapenem 20 mg/kg IP 

Once daily for a total 
of 3 days 

β2‑microglobulin in the brain also mediates 
sepsis‑induced cognitive impairment. 

Guo L12 

2018 

ceftriaxone 50 mg/kg 
+ Meronidal 50 

mg/kg 
IP 

Every 12 h for 2 days 
 

Explore the protective effects and understand 
the underlying mechanisms for the beneficial 
effects of live combined Bacillus subtilis and 
Enterococcus faecium (LCBE) in cecal ligation 

puncture (CLP)-induced sepsis. 

Hu YM13 

2018 
Ertapenem 
75 mg/kg 

IP 
Single dose 6 hours 

after surgery 

Investigate glutamine effects on regulating 
leukocyte programmed cell death 1 (PD-1) and 
its ligand (programmed cell death ligand 1 [PD-

L1]) expression, macrophage function, 
inflammation, and acute kidney injury in sepsis. 

Hu ZQ14 

2018 
 

Imipenem-cilastatin 
25 mg/kg 

 
SC 

6 hours after surgery 
and continuing every 

12 h for 2 days 

In the present study, a two-hit model which 
mimics clinical conditions was used and the 

potential role of Tregs in secondary 
Pseudomonas aeruginosa infection post-sepsis 

was investigated 

Ji M15 

2018 
Ertapenem 20 mg/kg SC 

Immediately after 
operation 

Hypothesize that p75NTR signaling might 
contribute to synaptic and cognitive 

impairments associated with sepsis induced by 
cecal ligation and perforation (CLP). 

Ji MH16 

2018 
Ertapenem 20 mg/kg SC 

Single dose 
immediately after 

operation 

Investigate the impact of Mycophenolate 
mofetil on programmed death-1 expression 

within immune cells and its role in sepsis. 

Jorge LB17 

2018 
 

Imipenem-cilastatin 
25 mg/kg 

 
SC 

6 hours and 18 hours 
after surgery 

Analyze the role of Klotho in sepsis-induced AKI 
and multiple organ dysfunction 

Karpurapu 
M18 

2018 

Imipenem 
monohydrate 

supplemented water 
 

PO During 96h 

Identifiy a novel role for Nuclear Factors of 
Activated T cells (NFATc3) in the regulation of 

inflammatory genes produced by macrophages 
during murine sepsis-induced ALI 

MacMillan-
Crow LA19 

2018 

Imipenem/cilastatin, 
14 mg/kg 

 
SC 

6 hours and 18 hours 
after surgery 

Investigate possible gender differences in renal 
mitochondrial function and dynamic 

Matsuo S20 

2018 
Imipenem/cilastatin 

0,5 mg/kg; 
SC Single dose after CLP 

Hypothesize that administration of PYR-41, an 
inhibitor of ubiquitination, could reduce 

inflammation and organ injury in septic mice 

Medeiros-
de-Moraes 

IM21 

2018 

imipenem 10 mg/kg IP 
Single dose 6 hours 

after surgery 

Analyze the effect of omega-9 supplementation 
on corticosteroid unbalance, inflammation, 

bacterial elimination, and peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPAR) gamma 
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expression, an omega-9 receptor and 
inflammatory modulator 

Neves FS22 

2018 

Ceftriaxone 
30 mg/kg + 
clindamycin 

25 mg/kg 

SC Every 12 h for 3 days 
Hypothesize that inhibition of brain insulin 

signaling might be associated with cognitive 
impairment observed in sepsis survivors 

Ode Y23 

2018 
 

Imipenem 0,5 µg/kg SC Single dose 
Hypothesize that CIRP induces ICAM-1 

expression in neutrophils causing injury to the 
lungs during sepsis 

Panpetch 
W24 

2018 

imipenem/cilastatin, 
14 mg/kg 

SC 
Single dose 6 hours 

after surgery 

Investigate that intestinal colonization with C 
albicans enhances bacterial sepsis severity 
through the gut translocation of BG in the 

absence of candidemia and those intestinal 
fungi suppression, by fluconazole, attenuates 

serum BG, mortality, and severity of 
inflammation as judged by serum IL-6. 

Patel A25 

2018 
 

Azithromycin 100 
mg/kg i.p. + 

ceftriaxone 100 
mg/kg 

IP 
 

SC 

Single dose 
administered 3 h after 

CLP 

Evaluate azithromycin benefit in the murine 
cecal ligation and puncture (CLP) model of 

polymicrobial sepsis. 

Rana M26 

2018 
imipenem/cilastatin, 

0.5 mg/kg 
SC Single dose after CLP 

hypothesize that altered vagus nerve activity 
contributes to immune impairment in sepsis 

survivors 

Steeland S27 

2018 
 

Ceftriaxone 25 
mg/kg + 

metronidazole 
12.5 mg/kg 

SC 9 and 24 h after CLP 

Investigate plasma levels of both matrix 
metalloproteinase 8 and tumor necrosis factor 
receptor 1 are associated with sepsis severity 

and also investigates the therapeutic 
applicability of simultaneous inhibition of the 

two molecules in sepsis. 
 

Taratummar
at S28 

2018 

Imipenem/cilastatin 
14 mg/kg 

 
SC 

Post-operation and at 
6 h later. 

Test if the administration of gold nanoparticle, 
as an adjuvant to antibiotics, could attenuate 

bacterial sepsis 

Xie J29 
2018 

Ceftriaxone 25mg/kg 
+ metronidazole 

12.5mg/kg 
 

SC Single dose after CLP 

Hypothesize that the presence of pre-existing 
malignancy would result in phenotypic and 
functional changes in CD4+ T cell responses 

following sepsis 

Xie Z30 
2018 

Amoxicillin 10mg/kg IP Single dose after CLP 
Demonstrated the role of Wfdc21 in sepsis 

progression using a CLP-induced animal model 
and a cell-based mode 

Xu H31 

2018 

Imipenem-cilastatin 
25 mg/kg 

 
SC 

Every 12 h starting 2 h 
after CLP during 7 days 

Test the hypothesis that IL-33 is a regulator of 
lung inflammation in the early phases of sepsis. 
Using a model of polymicrobial intra-abdominal 
sepsis, we showed that IL-33 plays a central role 

in inducing lung injury within hours after the 
onset of severe sepsis. 

Zhang H32 

2018 
 

Imipenem-cilastatin 
25 mg/kg 

 
SC 8 and 16 h after CLP 

Evaluate the immunological effect of miR-23b 
on NF-κB activity and the apoptotic signaling 

pathway. 
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Zhang H33 

2018 

Imipenem-cilastatin 
25 mg/kg 

 
SC 8 and 16 h after CLP 

Hypothesize that the induction of miR-23b in 
polymicrobial sepsis might emerge as a modifier 

to regulate fibrotic remodeling in the heart. 
 

Zhou M34 

2018 
Imipenem/cilastatin, 

0.5 mg/kg 
SC Single dose after CLP 

Investigate the role of ghrelin for promoting the 
proliferation of CD4 T cells after sepsis 

Zhou Y35 

2018 
Imipenem 25 mg/kg SC 

At 6, 24, and 48 h after 
CLP 

Hypothesize that EPCs protect the 
microvasculature through the exosomes-

mediated transfer of microRNAs (miRNAs). 

Ballegeer M 
36 

2019 

Ceftriaxone 25 
mg/kg and 

metronidazole 12.5 
mg/kg. 

IP 
10 and 24 h after CLP 

onset 
investigated the role of GILZ in sepsis 

Barter J37 

2019 
Imipenem 25 mg/kg SC 

Starting 8 h after CLP and 
twice a day thereafter for 
a total of 2 doses in the 

mice sacrificed on 
postoperative day (POD) 1 

and 6 doses 
in mice sacrificed on 

POD4 

determine how advanced age and sex influence 
the hippocampal transcriptome 

Chen W 38 

2019 
Imipenem/cilastatin 

0.5 mg/mouse 
SC Single 30 min post CLP 

Evaluate the effect of analgesics on sepsis-
induced systemic inflammation 

Das P39 

2019 
 

Imipenem 
a) 5 mg/kg 

b) 25 mg/kg 
SC 

a) 30 min after procedure
(1 dose) to 10–12-week

old mice 
b) to 16–18-month-old 
mice every 12 h for 7 

days 

Investigate if Novel Chitohexaose Analog 
Protects Young and Aged mice from CLP 

Induced Polymicrobial Sepsis 

Ding X40 

2019 
 

Imipenem-cilastatine 
25 mg/kg 

SC Single dose after surgery

Hypothesize that Mechanical ventilation could 
exacerbate CLP-mediated lung injury through IL-

33 and speculate that ventilation mode would 
correlate with IL-33 upregulation 

Gong W41 

2019 
 

Ertapenem 75 mg/kg  IP 
6 h after surgery and 

reinjected every 24 h until 
day 3 post-surgery. 

Use effective experimental models that 
faithfully replicate what occurs in patients with 

sepsis 

Hoffman M42 

2019 

Ertapenem 70 mg/kg 
 
 

IP 
2 hours after CLP and 
every 24 hours durin 5 

days 

Investigate the course of cardiac dysfunction 
and myocardial load in different mouse models 
of sepsis to identify the optimal measurements 

for early systolic and diastolic dysfunction. 

Hu Q43 

2019 
Imipenem-cilastatin 

25 mg/kg 
SC 3 hours post-CLP 

Hypothesise that STING is involved in the 
pathogenesis of sepsis by mediating IEC 

apoptosis induced by increased intestinal 
inflammation 

Jones Buie 
JN44 

2019 
 

Imipenem 25 mg/kg, 
 

SC 
6, 24, and 48 hours after 

CLP. 

Hypothesize that cationic DEAC-pGlcNAc would 
form nanoparticles with miRNAs and thereby 
would successfully deliver active miRNA-126 

with minimal toxicity and improve sepsis 
survival 

Kitzmiller L45 

2019 

Imipenem group 25 
mg/kg 

 
IP 

1 h and every 24 h after 
the CLP procedure up to 

72 h. 

Investigate the effect of pharmacological 
activation of AMPK with A769662 on lung injury 
by using a model that would preferably mimic 

the clinical condition of adult patients 
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Kokkinaki 
D46 

2019 
Ertapenem 70 mg/kg SC 

6 h after CLP and 
subsequently every 24 h 

for three days 

Evaluated the therapeutic potential of the 
mammalian lignan precursor secoisolariciresinol 

diglucoside 

Laroye C47 

2019 
Imipenem 50 μg/g SC Every 12 h for 7 days 

hypothesize that MSC properties may vary 
depending on their tissue source in the setting 

of sepsis 

Lyons JD48 

2019 

Ceftriaxone 50 
mg/kg + 

metronidazole 35 
mg/kg 

SC 
12, 24, and 36 hours after 

surgery. 

Determine the relative importance of pre-
existing comorbidity and type of sepsis on the 

physiologic abnormalities induced by the 
combination of cancer and sepsis. 

Mai C49 

2019 

Clindamycin (150 
mg/kg + ceftriaxone 

50 mg/kg 
IP 

Every 6 hours during 
96h 

 

Investigate the role of long non-coding RNA 
Lethe in mediating autophagy of cortical 

neurons in mice with sepsis-induced brain injury 

Mei S50 

2019 

Imipenem and 
cilastatin; 

 

SC 
 

14 mg/kg at 6 h and 7 
mg/kg at 18 h after 

surgery 

Prove whether mechanical ventilation with 
conventional tidal volume would aggravate 

multi-organ injuries induced by sepsis 

Mella JR51 

2019 
Imipenem 25 mg/kg SC 

Beginning 2 hours after 
CLP and continued 

every 12 hours for a 
total of 6 doses 

Hypothesize that NK-1R activation would 
contribute to the 

morbidity and mortality of sepsis in a model 
using mice genetically deficient in the NK-1R. 

Naito Y52 

2019 
 

Imipenem/cilastatin IP 

14 mg/kg 6 h after CLP 
AND repeated with 7 

mg/kg every 12 h for 4 
days 

Identify candidate downstream factors of the 
TLR9 pathway that led to septic acute kidney 

injury 

O'Riordan53 

2019 
 

Imipenem/cilastatin 
20 mg/kg in saline 

SC 
6 and 18 h after 

surgery 

Investigate whether pharmacological inhibition 
of BTK (ibrutinib 30 mg/kg and acalabrutinib 3 

mg/kg) attenuates sepsis associated cardiac 
dysfunction in mice 

Pang D54 

2019 
Enrofloxacin 5 mg/kg SC 

Twice daily during 4 
days of the study 

Examine the time course and location of early 
microglial activation and its anatomic 

relationship to the development of acute 
cerebral edema 

Pereira 
PAT55 

2019 

Ertapenem, 
75 mg/kg 

 
IP 

Beginning at 3 h after 
surgery and re-injected 
every 24 h until day 3 

after surgery 

Investigate survival outcomes, and 
immunological and metabolomic effects of 

hyaluronidase 
 

Seymour 
CW56 

2019 
 

Imipenem/cilastatin 
25 mg/kg 

IP 

Single dose i  
immediately or 2h or 
4h after physiological 

deterioration 

Determine phenotypes of polymicrobial sepsis 
prior to physiologic deterioration, and the 

association between phenotypes and outcome 
in a randomized trial of prompt or delayed 

antibiotics and fluids. 

Silva JF57 

2019 
Ertapenem 30 mg/kg 

 
SC 

1 h after CLP and every 
12 h, for 3 days 

Investigate whether O-GlcNAc affects the 
inflammatory response and cardiovascular 

dysfunction associated with sepsis 

Skirecki T58 

2019 
Imipenem 25 mg/kg, SC 

From 2 h post-CLP 
Twice daily 

(approximately every 
12 h) for 5 consecutive 

days post-CLP. 

Evaluate the early outcome-dependent 
immuno-inflammatory response in humanized 

mice 

Umakoshi 
K59 

2019 

Meropenem 
100 mg/kg 

SC 
3 h after CLP and the 

subsequent every 12 h 
during 7 days 

investigate kinetic changes in the immune 
responses 

Vandewalle 
J60 

2019 
 

Ceftriaxone (25 
mg/kg + 

metronidazole 12.5 
mg/kg 

IP Ten and 24 h after CLP 

Hypothesize that TNF has a dual role in sepsis, 
namely a mediating and a protective role, and 
that protection might be obtained by TNFR1-

specific inhibition. 



87 
 

Vu CTB61 

2019 
imipeneme-

cilastatine 10mg/kg 
IV 

Immediately after the 
operation, and at 6 h 

and 
24 h later. 

Determine kinetic changes in the immune 
phenotype by determining the proportion of T 
cells, B cells and macrophages, and especially 

the expression of an immune exhaustion marker 
PD 

Zhang Z62 

2019 

ceftriaxone 30 mg/kg 
+ clindamycin 25 

mg/kg 
SC 

Every 12 h for a total 
of 3 days 

Probenecid administration CAN inhibit PANX1-
mediated release of cellular ATP and ameliorate 

cognitive impairment 

 

IP: intraperitoneal; IV: intravenous SC: subcutaneous; PO: per os 
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4. Discussion 
 

Mon analyse de la littérature a montré que les antibiotiques étaient administrés dans 

seulement 15 à 18% des modèles expérimentaux de sepsis induit par LPC. A ce jour, aucune 

étude n'avait réalisé de documentation bactériologique au préalable, or cette documentation 

est indispensable pour un traitement antibiotique adapté au modèle. En effet, les études 

expérimentales devraient utiliser une antibiothérapie pour la réanimation des animaux en 

état de choc septique pour une meilleure pertinence et translation aux études humaines. 

Notre modèle murin était compatible avec les patients en phase aiguë d’un choc septique 

pour ce qui est de la gravité (pression artérielle moyenne<65mmHg) et de la présentation 

clinique (290). Comme dans notre modèle expérimental, les infections polymicrobiennes sont 
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fréquentes dans la péritonite stercorale chez l'Homme avec un profil microbien similaire 

(Entérobactérie et Entérocoque) (291). 

L'imipénème semble être l'antibiotique le plus adapté dans notre modèle. Néanmoins, il n'est 

pas recommandé d'utiliser les céphalosporines de troisième génération pour les animaux, afin 

de prévenir la résistance aux antibiotiques. Nous avons déterminé la concentration minimale 

inhibitrice (CMI) des trois principales bactéries (E. coli, E. cloacae, E. faecalis) afin de proposer 

une alternative à l'imipénème. Selon nos résultats (Tableau 2), le cotrimoxazole ou la 

lévofloxacine pourraient être utilisés pour de futures expérimentations. Le moment de 

l'administration doit être compatible avec la pratique clinique c'est-à-dire au moment où le 

patient est symptomatique. Ainsi l'administration prophylactique devra être évitée pour 

mimer au mieux une prise en charge clinique chez l’Homme. 

Dans notre modèle de LPC, nous pouvons observer une discordance de quantification des 

différentes espèces bactériennes entre les compartiments sanguin et péritonéal. En effet, 

Enterobacter cloacae est plus fréquemment représenté dans les hémocultures que dans le 

compartiment péritonéal (Table 1 et Figure S1). Ceci alors que le péritoine est la porte d'entrée 

unique de notre modèle. Ce résultat pourrait être expliqué par la présence de 

pseudomembranes dans le péritoine. En effet, la présence de cloisons pourrait sous-estimer 

la diversité bactérienne au niveau du péritoine, lors de la ponction réalisée pour la mise en 

culture bactérienne. La réalisation de prélèvements multiples permettrait probablement 

d'évaluer cette hypothèse. Une autre hypothèse reposerait sur la présence d'une quantité 

infra-détectable d'E. cloacae très virulente, présente au niveau péritonéal. Ains, cette très 

faible quantité d'E. cloacae serait suffisante pour une translocation sanguine et la détection 

dans les hémocultures. Toutefois, cette dernière hypothèse est peu probable, du fait 
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d'absence de détection d'E cloacae après enrichissement dans un milieu BHI enrichi en 

coamoxyclav (données expérimentales complémentaires non présentées dans la publication) 

A contrario, Lactobacillus murinus, connu comme un microorganisme commensal ayant un 

rôle de barrière importante dans le microbiote intestinal du rat (292), présente probablement 

une virulence faible, du fait de sa fréquence élevée dans le liquide péritonéal (11/16) et faible 

dans les hémocultures (1/16). 

Enfin, l'objectif de notre étude était essentiellement de documenter les bactéries les plus 

fréquemment rencontrées dans le sang des rats de ce modèle, et de déterminer leur 

résistance aux antibiotiques, afin d'évaluer la concordance entre les thérapies 

antimicrobiennes et la microbiologie documentée dans le modèle de sepsis induit par LPC. Ces 

résultats obtenus par méthode culturale nous incitent à comprendre plus finement cette 

épidémiologie microbienne comparative entre le sang et le liquide péritonéal des rats de ce 

modèle. Pour aller plus loin, des méthodes de métagénomique 16S permettraient de mieux 

évaluer la diversité microbienne, notamment des anaérobies de croissance difficile.  

 

En conclusion, la thérapie antimicrobienne n'est pas encore utilisée en routine dans des 

modèles expérimentaux de sepsis induit par LCP. Pour être optimale, la thérapie 

antimicrobienne devrait être adaptée à l’écologie bactérienne, administrée à dose curative. 

Notre étude ouvre la voie à des études ultérieures permettant une meilleure maitrise du 

modèle expérimental de sepsis. 
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Partie 2 

Effet des vasopresseurs de la prise en charge symptomatique du 
sepsis sur la croissance bactérienne de Escherichia coli, bactérie 

modèle 
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1. Introduction 
 

Le sepsis est défini par une défaillance d’organe avec un risque vital induit par une réponse 

inappropriée de l’hôte vis-à-vis d’une infection. Il s'agit d'un syndrome grave à l'origine de 

millions de décès dans le monde (3), dont la prise en charge doit être optimale et repose 

généralement sur une prise en charge symptomatique et étiologique. 

Le choc septique est un sepsis associé à défaillance d’organe avec une défaillance vasculaire 

au premier plan (3). Elle est définie par une hypotension artérielle, avec une pression artérielle 

moyenne inférieure à 65mmHg, persistante, malgré un remplissage vasculaire adéquat et une 

hyperlactatémie (> 2 mmol/L). Devant ces critères, des vasopresseurs doivent être introduits 

afin de maintenir une pression artérielle compatible avec la physiologie (3). Les 

recommandations actuelles préconisent l’usage de la noradrénaline (NAD) en première 

intention avec, en seconde ligne, la vasopressine (10). D’autres défaillances d’organes peuvent 

être associées au sepsis, en particulier une défaillance cardiaque septique qui est provoquée 

par plusieurs voies de signalisation (33). Ces défaillances d’organe sont initiées par la 

reconnaissance des pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) liés aux micro-

organismes et par la libération intracellulaire des damage-associated molecular patterns 

(DAMPs) des cellules lésées, comme les mitochondries, les protéines de choc thermique et les 

cytokines intracellulaires(293,294). Lors de la défaillance cardiaque liée au sepsis, l’initiation 

d’un traitement inotrope, telle la dobutamine, peut être nécessaire. L'adrénaline, qui a des 

propriétés à la fois inotropes et vasopressives, peut être utilisée comme alternative à la NAD 

et à la dobutamine (10). 

L’usage prolongé de la noradrénaline a des effets délétères. Sur le plan vasculaire la 

noradrénaline provoque une diminution de la microcirculation pouvant engendrer des 

défaillances d’organes. Elle peut aussi engendrer une cardiomyopathie par une ischémie 
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occasionner par le stress oxydatif, une surcharge en calcium ou encore par une dysfonction 

mitochondriale (127,295). Sur le plan immunitaire (128,139), la NAD favoriserait l’état 

d’immunosuppression lié au sepsis, en limitant la production de cytokine pro-inflammatoire 

et en augmentant celle des cytokines anti- inflammatoires. L’usage d’alternatives comme la 

vasopressine (VASO)recommandé par la SSC (81), ou encore l’angiotensine II (AngII) semble 

pertinent (27). Plus récemment, des biothérapies ont été proposées telles que le Procizumab® 

(PCZ), un anticorps ayant pour cible thérapeutique la dipeptidyl peptidase 3 (DPP3)(296). La 

DPP3 est une enzyme cytosolique ubiquitaire impliquée dans le clivage de plusieurs molécules 

de signalisation importantes, essentielles à la régulation du tonus vasculaire, dont 

l'angiotensine II et l’angiotensine 1-7(297,298). Récemment, nos données montrent que le 

PCZ améliore le débit cardiaque, le volume d’éjection systolique, la survie et réduit le stress 

oxydatif dans un modèle de sepsis murin par LPC (109). 

D’un point de vue microbiologique, Escherichia coli est une des causes les plus fréquentes de 

sepsis d'origine bactérienne (237). De ce fait, elle a été particulièrement étudiée, à la fois sur 

le plan clinique, expérimental et génétique. E. coli est l'espèce bactérienne aérobie 

prédominante du microbiote intestinal des vertébrés et est également associée aux infections 

intra et extra-intestinales (223,224). Les études génétiques d’E. coli ont mis en évidence une 

espèce particulièrement structurée divisée en 9 groupes phylogénétiques (223,299). Parmi 

ces groupes phylogénétiques, certains ont été décrits comme associés au commensalisme 

intestinal (A et B1) et d'autres à des pathologies extra-intestinales (B2 et D)(223). Ainsi, en cas 

de sepsis, le fond génétique des souches de E. coli est différent en fonction de la porte 

d'entrée, par exemple en cas de sepsis d'origine digestive ou urologique (223,300,301). 

Peu d'études se sont intéressées à l'effet des agents vasopresseurs sur la physiologie des 

agents bactériens impliqués dans le sepsis. La noradrénaline pourrait augmenter la virulence 
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de certaines souches d'E. coli, en particulier dans des environnements pauvres en nutriments 

(111–114,120,302). Ces études se limitent à certaines souches modèles de E. coli, mais ne 

représentent pas la diversité de l'espèce E. coli. Ainsi, aucune donnée n'existe actuellement 

sur les effets des différents vasopresseurs sur la virulence de souches représentant la diversité 

de l'espèce E. coli. Les effets du PCZ et des autres vasopresseurs tels que la vasopressine ou 

l’angiotensine II sur la croissance d’E. coli ne sont pas connus. 

 L’objectif de notre étude était de comparer l’effet in vitro de la NAD, l’AngII, de la VASO et de 

PCZ sur une collection représentative de la diversité génétique de E. coli, dans des milieux 

mimant différents compartiments de l’organisme. Afin d’aller plus loin, nous avons comparé 

les effets microbiologiques des mêmes agents vasopresseurs sur un modèle de péritonite par 

ligature cæcale chez le rat. 

 

2. Matériel et méthode 
 

Au cours de ce travail, j’ai effectué toutes les étapes présentées dans cette section. Elles 

incluent la reconstitution des milieux, le calcul des doses, les cultures bactériennes, la 

réalisation des western blot, la réalisation des courbes de croissance et l’analyse statistique. 

2.1 Exploration in Vitro 

 

2.1.1 Collection NILS 

 

La collection "Natural Isolates with Low Subcultures" (NILS) a été obtenue en janvier 2013 

dans deux laboratoires cliniques basés dans différents hôpitaux universitaires (Colombes et 

Bobigny). Les souches ont été prélevées directement chez des patients hospitalisés ou en 

consultation ambulatoire à partir d'antibiogrammes sur des plaques de Mueller-Hinton. Ces 

82 souches n'ont été mises en culture que deux fois et n'ont pas été soumises à la stabulation 
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avant l'extraction de l'ADN génomique et le stockage dans du glycérol à -80°C (277). Ces 

souches sont représentatives de la diversité phylogénétique de l'espèce d’E. coli. Ici nous 

avons choisi un panel représentatif (tableau 8) en veillant à sélectionner les souches 

impliquées dans les sepsis humain (selon la classification ST Warwick 69, 73, 95, 131) 

 

Tableau 8. Panel choisi de la collection NILS 

SO
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H
-t

yp
e 

So
u

ri
s 

ST
  

NILS01 1 Selles D1 O25 H18 10 69 
NILS02 2 Selles B1 O173 H23 0 224 
NILS04 4 Selles A0 O9 H4 0 7343 
NILS05 5 Selles E O169 H9 0 543 
NILS06 6 Selles A1 O9 H9 0 10 
NILS07 7 Selles A1 O105 H6 10 10 
NILS15 15 Selles C Oneg H12 7 88 
NILS18 18 Sang D1 O17 H18 10 69 
NILS19 19 Sang B2 O25 H4 10 131 
NILS20 20 Sang B2 O81 H27 4 452 
NILS35 35 Urine A1 Oneg H4 10 4238 
NILS36 36 Urine F O1 H7 5 new 
NILS38 38 Urine D1 O17 H1 0 501 
NILS40 40 Urine C Oneg H12 0 23 
NILS42 42 Urine D2 Oneg H30 10 38 
NILS45 45 Urine E O137 H41 1 3018 
NILS49 49 Urine B1 O9 H11 7 58 
NILS51 51 Urine D2 O3 H1 2 132 
NILS57 57 Urine B2 O1 H7 10 95 
NILS59 59 Urine B2 O6 H1 8 73 
NILS60 60 Urine F O33 H4 6 117 

536   B2 O6 H31   

RAT   B1     

 

(Souche : nom de la souche dans la collection NILS ; SITE : Site de collection de la souche ; 

phylogroupe : groupe phylogénétique; O-type : antigène somatique O ; H-type : antigène 

flagellaire H ; souris : nombre de souris sur dix souris décédées en modèle animal ; ST : 

Sequence Type (selon le schéma Warwick) 
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Une souche de laboratoire, E. coli 536, a également été utilisée comme contrôle. Il s’agit d’une 

souche uropathogène appartenant au phylogroupe B2, et dont le génome est parfaitement 

connu. Cette souche permet de s’assurer du bon déroulement de l’expérimentation car elle a 

une bonne capacité de croissance et une meilleure adaptabilité à son environnement. Elle 

laisse aussi la possibilité d’analyses plus poussées comme la protéomique puisque son 

génome est connu. 

 

Les souches de E. coli, issues des hémocultures de nos rats du travail exposé dans la partie 1, 

ont été analysées pour détermination du groupe phylogénétique par PCR Clermont(248) et 

appartiennent toutes au phylogroupe B1. Une souche issue d’une hémoculture du rat 4 a 

également été choisie de façon arbitraire pour faire partie de notre panel test. 

2.1.2 Milieux de culture  

 

Trois milieux de culture différents ont été utilisés, le LB, le sérum-SAPI et l’urine synthétique. 

1- Le milieu de culture riche, le LB (lysogeny broth (Invitrogen™ LB Agar, powder 

(Lennox L agar)) est le gold standard pour la culture d’E. coli dans le milieu industriel 

depuis plus de 70 ans (303). Pour 1 litre de LB notre préparation au laboratoire 

était composée de 10 g de peptone, 5 g d'extrait de levures et, 5 g de NaCl.  

2- Le milieu stressant pour les bactéries, le sérum-SAPI 

Afin de créer un milieu de type hôte (mammifères) approprié pour l'étude des effets 

des hormones de stress sur le système neuroendocrinien des bactéries, Lyte et Ernst (111) en 

1992 ont développé le sérum-SAPI, un milieu bactériostatique très stressant qui expose les 

bactéries à des conditions similaires à celles qui règnent à l'intérieur d'un hôte, telles que la 

limitation en fer, la disponibilité limitée des nutriments et de protéines de défense 
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immunitaire telles que les anticorps et le complément (304). La plupart des bactéries se 

développent généralement difficilement dans le sérum-SAPI, ce qui le rend semblable, sur le 

plan environnemental, à la plupart des fluides des mammifères. Le milieu minimum SAPI-

sérum est composé de 6.25 mM NH4NO3 (nitrate d’ammonium, SIGMA A9642-500G), 1.84 mM 

KH2PO4 (potassium phosphate monobasique, SIGMA P5379-500G), 3.35 mM KCl (chlorure de 

potassium, SIGMA P3911-500G), 1.01 mM MgSO4 (sulfate de magnésium, SIGMA 746452-500G) 

et 2.77 mM glucose (SIGMA G8270), et 10mM de tampon HEPES (SIGMA H0527). La solution 

est ensuite tamponnée avec de la soude (NaOH) pour obtenir un pH 7.5. Après la filtration, le 

mélange est complété par 30% du volume total final de sérum de bovin adulte (SIGMA B9433). 

2- Un Milieu Urine pour mimer un compartiment urinaire a été utilisé. Pour garder 

l’homogénéité du milieu, nous avons opté pour de l’urine synthétique (pH 6,7; 

densité 1,008 BIOIVT® : Synthetic Urine)(305,306). 

 

2.1.3 Vasopresseur & immunothérapie 

 

Tableau 9. Vasopresseur du sepsis avec concentrations physiologiques et thérapeutiques 

Molécules à tester 
(Température de 

conservation) 

Concentration 
physiologique 

Doses 
thérapeutiques 

Masse 
molaire 
(g/mol) 

Ordre 
thérapeutique en 

mol/L 
Références 

Noradrénaline 
Conservation -20°c 

SIGMA A7257-5G 

150 à 800 ng.L-1 OU 
1nmol/L 

Production endogène 
estimée chez l’adulte à 
0.3-0.5 µg.min-1 (1.7-

3.0 nmol.min-1) 

0,1 à 5 µg/kg/min 

Soit 6 à 300µg/kg/h 

0,1 à 0,2 µg/kg/min (dose 
choisi) 

169,18 10-6 
(307–310) 

 

Vasopressine 
2-8°C forme liquide 

SIGMA V0377- 
100IU 

 

2 à 10 pg/ml 

0,01 à 0,03ui/min 
1ui = 3,325 µg  

0,6 à 1,8 ui/h (dose 
choisi) 

 

1 084,232 
g 

10-9 
(311,312) 

 

Angiotensine 2 
-20°C 

SIGMA A9525 
25MG 

20 à 100 pg/mL 
20 ng/kg/min IV 

Pour un poids de 80 kg 
0,1mg/h(dose choisi) 

1046.20 10-7 
(88,313–

315) 
 

Procizumab ®  0.42mg/mL   (109) 
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Les doses utilisées dans ce travail pour tester leurs effets sur la croissance bactérienne d’E. 

coli étaient les doses thérapeutiques, à l’exception de la noradrénaline pour laquelle nous 

avons utilisé la dose de références du travail princeps de Lyte et al. soit 5x10-4M(111) 

considérée par les auteurs comme la dose physiologique et afin d’avoir un point de 

comparaison pour nos expérimentations. La vasopressine et l’angiotensine II ont été 

aliquotées après reconstitution dans du sérum physiologique (tableau 9). 

2.1.4 Courbes de croissance  

 

Les cultures de nuit ont été réalisées à partir des souches congelées à -80°C dans du glycérol, 

afin d’obtenir des solutions saturées en phase stationnaire soit environ 16. Cette préculture 

était ensuite diluée au 1/10.000 pour le LB et au 1/200 pour les milieux urine synthétique et 

sérum-SAPI en microplaque 96 puits à fond plat, chaque puits étant constitué de 160 µL de 

milieu de culture, 20 µL de solution bactérienne et 20 µL de vasopresseurs (soit une dilution 

au 10ème) pour un volume total de 200 µL par puits.  

Les courbes de croissance ont été réalisées par mesure automatisée de la densité optique à 

600 nm (DO600), à l’aide du Tecan Infinite® 200 un spectrophotomètre de plaque, avec le 

logiciel Magellan™. Les mesures de DO600 ont été effectuées toutes les 5 minutes pendant 

24h, à une température de 37°C, avec agitation toutes les 5 minutes pendant 60 secondes. Les 

souches seront donc exposées 24h aux agents vasopresseurs (figure 13). 
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Figure 13. Durée de la culture bactériene avant et après la mise en contact avec les 
vasopresseurs. 

2.1.5 Analyses des courbes de croissance 

 

La croissance bactérienne peut généralement se diviser en 4 étapes : 1/ une phase de latence, 

2/ une phase exponentielle, 3-4/ une phase stationnaire et 4 / une phase de décroissance 

(figure 13).  

 

Figure 14. Etape de la croissance bactérienne 

 

La valeur selective, est la capacité d’un organisme à survivre et à se reproduire dans un 

environnement donné (316). Cette notion de fitness est particulièrement intéressante dans le 

domaine de la génétique des populations pour comprendre le succès évolutif d’un individu ou 

d’un groupe d’individus. Ainsi, la valeur sélective d’un organisme peut être déterminée par 

l’analyse de sa fréquence relative dans le temps (317). La détermination de la fitness d’un 

organisme est donc sous-tendue par la capacité de croissance de cet organisme par rapport 

aux autres organismes en compétition. Ce genre d’approche est particulièrement fastidieuse, 

0 

Préculture =16H Exposition au traitement =24h 

Temps en heures 

Inoculum à partir de 

bactéries congelées 

Inoculum à partir de bactéries de la 

préculture. Dilution 
1/200

 ou 
1/10000

 selon 

le milieu de culture avec le traitement 
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et de nombreuses études (318,319) utilisent le taux de croissance maximal ou maximal growth 

rate (MGR) comme paramètre permettant d’évaluer la valeur sélective. En effet, si le taux 

maximal de croissance d’un organisme « A » pris isolément est plus important que celui d’un 

organisme « B » pris isolément, on supputera que le succès évolutif est de l’organisme « A » 

est plus important que celui de l’organisme « B » s’ils sont placés en compétition.  

Dans notre étude, nous avons donc réalisé des courbes de croissance bactérienne pour 

déterminer le taux de croissance maximal ou maximal growth rate (MGR) comme paramètre 

permettant d’évaluer la valeur sélective. Pour ce faire, les courbes de croissance ont été 

réalisées comme décrit dans le paragraphe précédent, et la détermination du MGR a été 

réalisée en utilisant le script « tecantools » développé au laboratoire (318). Les différentes 

étapes du calcul sont schématisées dans la figure 15.  Brièvement, la mesure de la Densité 

Optique à 600 nm réflétant la turbidité du milieu, donc la croissance bactérienne, a été 

mesurée en fonction du temps (DO= f(t), en bleu sur la figure 15)). Dans un second temps, le 

log(DO) est calculé afin de mieux visualiser les différences de croissance (en vert dans la figure 

15). Enfin, le taux de croissance maximal correspond au maximum de la dérivée du logarithme 

de la courbe de croissance (MGR = Max(dLog(DO)/dt), en noir dans la figure 15, le MGR étant 

indiqué par un cercle rouge). 
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Figure 15. Calcul du taux de croissance maximal(320) 

 

2.1.6 Western blot  

 

Investigation d’un analogue de DPP3 chez E. coli 

Après avoir réalisé une culture « nuit » (environ 16h sur un volume de 5mL) en présence de 

noradrénaline, angiotensine II, vasopressine en utilisant la souche 536, la souche de rat et le 

panel de souches testé. Cette cultu re a été utilisée pour préparer les protéines bactériennes 

destinées aux western-blots (WB) afin d’évaluer l’expression protéique du DPP3 bactérien. 

La culture de nuit était ensuite centrifugée à 7000 tr/min pendant 5 minutes à 4°C. Puis le 

surnageant et le culot bactérien étaient congelés séparément (-80°C). Chaque culot était 

repris dans 1 ml de tampon de lyse RIPA (Tris HCl (2-amino-2-(hydroxyméthyl)propane-1,3-

diol ; chlorhydrate) 20mM, KCl (chlorure de potassium) 100mM, EDTA (acide éthylène 

diaminetétraacétique) 1mM, EGTA(acide egtazique) 1mM, SodiumVanadate 0,2mM, 

glycerophosphate 20M, PMSF (fluorure de phénylméthylsulfonyle) 1mM, NaF (fluorure de 

sodium) 1mM, Antiproteases, DTT (dichlorodiphényltrichloroéthane) 1M, eau milliQ)) et 

transféré dans un eppendorf de 2 mL. Chaque culot dans son tampon subissait une sonication 

 

Mesure de DO = 

f(t) 

temps 

Log(DO) 

dLog(DO)/dt 

Max(dLog(DO)/dt) 

= MGR 
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de 2 minutes puis était de nouveau centrifugé pendant 20 minutes à 13400 rpm (à 4°C). Les 

nouveaux surnageants et culots étaient de nouveaux séparés et conservés à -80°C. 

Le dosage des protéines du surnageant est réalisé par la méthode BCA (BiCinchoninic acid 

Assay 23235 Thermoscientific®) c’est un dosage colorimétrique des protéines. Les échantillons 

sont dénaturés par incubation pendant 10min à 95°C dans un bloc chauffant après mélange 

avec le tampon de charge supplémenté en β-mercaptoéthanol (Laemmli 4X Biorad® 1610747). 

Les échantillons sont ensuite déposés sur un gel précoulé (Biorad® 4561095 ; -H2O, 

Acrylamide, Tris PH 8.8 à 1,5M, SDS 10%, APS (amonium persulfate), Temed). 

La phase de migration se faisait dans un tampon composé de 900mL d’eau MilliQ et 100mL de 

tampon Tris/Glycine/SDS (1610772 Biorad®). Puis la phase de transfert avait lieu dans un 

tampon composé de 200mL de tampon Tris/Glycine/SDS (1704270 Biorad®), 600mL d’eau 

MilliQ, 200mL d’éthanol absolu en utilisant le Trans-blot® turboTM . Après marquage des 

membranes au rouge ponceau, la phase de saturation était faite dans un tampon TBST-lait 

5%. Les membranes sont plongées dans 5mL de tampon de saturation et 5µL d’anticorps 

primaire (Procizumab (PCZ) anticorps monoclonal Anti-DPP3 ; référence : # human ab 1967-

4teen4 ; concentration initiale 3mg/mL avec dilution finale à 1/1000). Puis les membranes 

sont lavées dans un bain de TBST et de nouveau incubées dans 5mL de tampon de saturation 

et 0,5µL d’anticorps secondaire (Anti-human IgG Peroxidase produce in rabbit, SIGMA : 

A8792-2ml ; concentration initiale 10.0 - 20.0 mg/ml avec dilution finale à 1/10000). 

Aucun gène de ménage ne peut etre utilisé chez les bactéries.  Les résultats seront interprétés 

qualitativement et non quantitativement. 
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2.2 Exploration in vivo de l’influence de la noradrénaline sur la croissance 
bactérienne 

 

2.2.1 Protocole expérimental 

 

Les modalités du modèle d’induction du sepsis et de monitorage échographique étaient les 

mêmes que le travail précédent. 

L’évaluation de la charge bactérienne était faite en fonction de la perfusion de vasopresseur 

versus solution saline à une vitesse de 1ml/h (Figure 16). 

 

 

Figure 16. Protocole expérimental évaluant les effets de la noradrénaline, de l’angiotensine 

II, de la vasopressine et du PCZ sur la croissance bactérienne in vivo 

(LPC, ligature ponction caecale ; ETT : échographie transthoracique ; PBS : Phosphate 

Buffered Saline ; NAD : noradrénaline ; Ang II :angiotensine II ; VASO : vasopressine ; PCZ : 

Procizumab® ) 

 

La LPC était effectuée la veille après échocardiographie initiale. A J0 (H16), après 

échocardiographie, si la fraction de raccourcissement (FR) était <45% les animaux étaient 
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inclus. Pour éviter des gestes invasifs et délétères, la mesure de la pression artérielle par 

cathéter artérielle n’était pas réalisée. Un prélèvement rétro-orbitaire (300µL de sang) était 

effectué avant la mise en place de la perfusion continue de vasopresseurs. Un volume de 

100µL étaler immédiatement sur gélose LB et incubé 37°C. Après 16 heures d’incubation, le 

décompte bactérien d’unités formant colonie (UFC)) était réalisé. Le reste du prélèvement 

était utilisé pour le dosage des cytokines et marqueurs inflammatoires initiaux (chaque animal 

était son propre contrôle 200µL congelés à -80°C). Une fois le cathéter posé sur la veine 

caudale de la queue du rat, une compensation volémique des 300µL de sang par du Nacl était 

effectuée, puis une perfusion continue de vasopresseurs (dose cf. tableau 9) était débutée. 

Un monitorage par échographie cardiaque était réalisé initialement, puis toutes les 30min 

pour mesure de la FR. En cas de valeur de FR <45%, la mesure était de nouveau effectuée 15 

min plus tard et en case de persistance de la FR <45%, la dose de vasopresseurs était majorée. 

Une surveillance de la température était réalisée par sonde rectale. A la fin de la procédure, 

les animaux étaient sacrifiés et les prélèvements de sang (EDTA + hépariné), urine, ascite, 

organes (cœur, poumon, rate, rein, foie) étaient réalisés. Un étalement de 4 dilutions par 

liquide biologique et d’organe (de 10-1 à10-4), soit 16 boites de pétri au total, était réalisé pour 

le comptage d’UFC. Les échantillons d’organes, une fois pesés, étaient préalablement 

homogénéisés dans 1 mL de sérum physiologique grâce à un Broyeur à billes (TissueLyser IITM 

QIAGEN®) avant la mise en culture de 100µL de broyat par gélose.  

Pour finir des dosages des cytokines pro et anti-inflammatoires (IL-10, TNF α) des 

prélèvements de sang était effectués avant et après perfusion de vasopresseur à l’aide de kit 

ELISA spécifique du rat (TNF-alpha SIGMA RAB0479 ; IL10 SIGMA RAB0246). 

2.2.2 Ethique 
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Toutes les expériences utilisant des animaux de laboratoire ont été menées dans notre 

laboratoire, conformément aux directives des Instituts nationaux et européens de la santé et 

ont été approuvées par le comité local d'éthique de la recherche animale (Lariboisière-

Villemin, Paris, France) (APAFIS#9385-2016113016181432 v4). 

2.3 Analyse Statistique 
 

La normalité des données a été vérifiée par le test de Shapiro Wilk. Les moyennes des taux de 

croissance maximale ont été comparées à l’aide du t-test ou du test Mann-Whitney bilatéral. 

Pour le calcul d’une différence globale inter-groupe un test de Kruskal Wallis a été utilisé et 

afin d’ajuster la P-value pour cette comparaison multiple avec une correction de Bonferroni  

Les UFC était exprimés en moyenne avec leur écart-types.  

Seules les valeurs de p inférieures à 0.05 étaient considérées significatives. 

 

3 Résultats 
 

3.1 Evaluation des effets des thérapies vasopressives du sepsis sur la 
croissance microbienne in vitro 

 

3.1.1 Noradrénaline 

 

3.1.1.1 En milieu LB : évaluation de l’effet-dose de la noradrénaline sur le MGR 

de E. coli 536 

 

A partir de la dose utilisée dans le travail de Lyte et al.(111), soit 5x10-4 M de Noradrénaline, 

nous avons dilué la noradrénaline d’un facteur 10 en cascade 10 fois de suite. Le box plot de 

gauche représente la souche E. coli 536 en l’absence de traitement, les 10 suivants 

représentent 536 avec des doses décroissantes de NAD de 10-3 à 10-12 M. Une comparaison 

intergroupe réalisée, retrouvait un taux de croissance maximal (MGR) d’E. coli 536 est très 
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abaissé (P = 2.5x10-10). Par ailleurs le MGR est abaissé dans un milieu riche jusqu’à des doses 

physiologiques de NAD à 10-9 M (P<0.05) (figure 17). 

 

Figure 17. Effet dose de la noradrénaline sur la fitness de E. coli 536 en milieu riche 

 (*P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P <0,001 ; **** P <0,0001 ; le box plot de gauche représente le référence du MGR en absence de 

NAD, N=9 ; NT : non traitée) 

 

3.1.1.2 En milieu LB : évaluations de l’effet de la noradrénaline sur le MGR 

du panel de souches testé  

 

En présence de NAD (box plot gris), la majorité des souches ont une fitness réduite (P<0,05) 

en milieu riche. Les souches NILS 1, 2, 18, 57, 59 ne semblent pas sensibles à l’effet de NAD et 

elles n’appartiennent pas au même groupe phylogénétique (B1, B2, D1) (Figure 18). 

En moyenne la réduction du MGR sur l’ensemble du panel était de 4,3% [IC 95% (-8,9 ; 0,6)]. 
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Figure 18. Effet de de la Noradrénaline sur la fitness du panel de souches testé en milieu 

riche 

(Gris les souches traitées avec la NAD en blanc souche non traitées, N=9 ; NAD : Noradrénaline, NT : non-traité ; NS non 

significatif, Différence en % : différence en pourcentage du MGR moyen entre le 2 groupes) 

 

 

3.1.1.3 En milieu sérum-SAPI : évaluation de l’effet dose de la noradrénaline 

sur le MGR de E. coli 536  

 

A partir de la dose utilisée dans le travail de Lyte et al.(111) soit 5x10-4 M de noradrénaline, 

nous avons diluée la noradrénaline d’un facteur 10 en cascade 10 fois de suite (Figure 20). Le 

box plot de gauche représente la souche E. coli 536 en l’absence de traitement, les 10 suivants 

représentent 536 avec des doses décroissantes de 10-3 à 10-12 M. Lorsque l’on effectuait une 

comparaison intergroupe, le taux de croissance maximal (MGR) d’E. coli 536 est augmenté (P= 

2x10-7). Par ailleurs, le MGR est augmenté dans un milieu stressant jusqu’à des doses 

thérapeutiques de 10-6 M(P<0.05).  
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Figure 19. Effet dose de la noradrénaline sur la fitness de E. coli 536 en milieu stressant 

 (*P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P <0,001 ; **** P <0,0001 ; le box plot de gauche représente le référence du MGR en absence de 

NAD ; N=9 ; NT :non traitées) 
 

3.1.1.4 En sérum-SAPI : évaluations de l’effet de la noradrénaline sur le MGR 

du panel de souches testé 

 

En présence de NAD (box plot gris), la totalité des souches ont un MGR augmenté (P<0.0001) 

en milieu stressant (figure 20). 

En moyenne, l’augmentation du MGR sur l’ensemble du panel est de 54,3% [IC 95% (27,3 ; 

81,3)] 
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Figure 20. Effet de de la Noradrénaline sur la fitness du panel de souches testé en milieu 

stressant 

 (Gris les souches traitées par NAD en blanc souche non traitées, N=9 ; NAD : Noradrénaline, NT : non-traité, Différence en 

% : différence en pourcentage du MGR moyen entre le 2 groupes) 

 

 

3.1.1.5 En milieu urine : évaluations de l’effet de la noradrénaline sur le MGR 

du panel de souches testé  

 

En présence de NAD (box plot gris), la majorité des souches ont un fitness significativement 

augmenté (P<0.05) en milieu urine. Les souches NILS 1, 5, 20, 36, 38, pour lesquelles la 

différence n’est pas significative, n’appartiennent pas au même groupe phylogénétique (B2, 

D1, E, F) (figure 21). 

En moyenne l’augmentation du MGR sur l’ensemble du panel est de 177,3% [IC 95% (-121,9 ; 

476,4)]. 
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Figure 21. Effet de la Noradrénaline sur la fitness du panel de souches testé en milieu urine 

(Gris les souches traitées par NAD en blanc souche non traitées, N=9 ; NAD : Noradrénaline, NT : non-traité ; NS non 

significatif ; Différence en % : différence en pourcentage du MGR moyen entre le 2 groupes) 

 

 

3.1.1.6 Synthèse des observations pour la noradrénaline 

 

Pour la noradrénaline, nous avons observé une réduction du MGR en milieu riche (LB) jusqu’à 

des doses physiologiques et une augmentation en sérum SAPI jusqu’à des doses 

thérapeutiques. Par ailleurs, une augmentation du MGR a été observée en milieu urine.  

Les modifications de MGR concernent l’ensemble des souches de E. coli testées, malgré leur 

grande hétérogénéité génétique. Comme nous l’avons évoqué précédemment, l’espèce E. coli 

présente une grande diversité génétique, et le panel de souches testées appartient à des fonds 
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génétiques différents, objectivé par une diversité de groupes phylogénétiques, de virulence, 

ou de site d’isolement (tableau 8). 

Ainsi, les effets observés semblent communs à toute l’espèce E. coli, et sont donc la 

dépendance de gènes communs à l’ensemble de l’espèce, appartenant au « core génome » 

de l’espèce. 

 

3.1.2 Angiotensine II  

 

3.1.2.1 En milieu LB : évaluation de l’effet dose de l’angiotensine II sur le MGR 

de E. coli 536 

 

En plus de la dose thérapeutique de l’angiotensine II (X= 10-7 mol/L), les effets d’une 

concentration 10 fois plus (10X) et 10 fois moindres (0,1X) élevée ont été testées sur E. coli 

536. Il n’y a pas de différence du MGR d’E. coli 536, en fonction de la concentration 

d’angiotensine II (P>0.05) (figure 22). 
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Figure 22. Effet dose de l’angiotensine II sur la fitness de E .coli 536 en milieu riche 

(Gris les souches traitées par Ang II en blanc souches non traitées. N=9, Ang II : Angiotensine II, NT : non-traité) 

 

3.1.2.2 En milieu LB : évaluations de l’effet de l’angiotensine II sur le MGR de la 

du panel de souches testé  

 

En présence d’Ang II (box plot gris), aucun effet n’a été observé sur le MGR de la majorité du 

panel de souches testé en milieu riche (P>0.05). Les souches NILS 5, 40, pour lesquelles la 

différence n’est pas significative, n’appartiennent pas au même groupe phylogénétique (C, E). 

Le MGR d’E. coli 536 a été mesuré en présence de sérum physiologique seul, et ce solvant n’a 

pas d’effet sur la croissance bactérienne distincte de l’angiotensine II (figure 23).  

En moyenne l’augmentation du MGR sur l’ensemble du panel est de 2,2% [IC 95% (-1,6 ; 1,6)]. 
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Figure 23. Effet de l’angiotensine II sur la fitness du panel de souches testé en milieu LB 

(Gris les souches traitées par Ang II, en blanc souches non traitées. N=9, Ang II : Angiotensine II, NT : non-traité, Différence 

en % : différence en pourcentage du MGR moyen entre le 2 groupes) 

 

3.1.2.3 En milieu sérum-SAPI : évaluation de l’effet dose de l’angiotensine II sur 

le MGR d’E. coli 536  

 

En plus de la dose thérapeutique de l’angiotensine II (X=10-7M), les effets d’une concentration 

10 fois plus (10X) et 10 fois moins (0,1X) élevée ont été testées sur E. coli 536. Il n’y a pas de 

différence significative du MGR d’E. coli 536 en fonction de la concentration (P>0.05), hormis 

pour la concentration thérapeutique où le MGR est réduit (P<0.05) (figure 24). 
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Figure 24. Effet dose de l’angiotensine II sur la fitness de E .coli 536 en milieu stressant 

(Gris les souches traitées par Ang II et en blanc souches non traitées. N=9, Ang II : Angiotensine II, NT : non-traité) 

 

 

3.1.2.4 En milieu sérum-SAPI : évaluations de l’effet de l’angiotensine II sur le 

MGR du panel de souches testé 

 

En présence d’Ang II (box plot gris), aucun effet n’a été observé sur le MGR pour l’ensemble 

du panel testé en milieu sérum-SAPI (P-value : >0.05) Le MGR d’E. coli 536 a été déterminé en 

présence de sérum physiologique seul, et ce solvant n’a pas d’effet sur la croissance 

bactérienne distinct de l’angiotensine II (figure 25).  

En moyenne, la réduction du MGR sur l’ensemble du panel est de 1,8% [IC 95% (-9,9 ; 6,4)]. 
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Figure 25. Effet de l’angiotensine II sur la fitness du panel de souches testé en milieu 

stressant 

(Gris les souches traitées par Ang II en blanc souches non traitées. N=9 ; NS : non significatif ; Ang II : Angiotensine II, NT : 

non-traité ; Différence en % : différence en pourcentage du MGR moyen entre le 2 groupes) 

 

3.1.2.5 En milieu urine : évaluations de l’effet de l’angiotensine II sur le MGR 

du panel de souches testé: 

 

La croissance en milieu urine étant très faible, le calcul du MGR n’a pas été possible. Comme 

illustré dans par la figure 26, les courbes de croissance extrêmement faibles ne sont pas 

exploitable pour la détermination du MGR. 
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Figure 26. Courbe de croissance sur sur 24h du panel de souches testé en présence d’Ang II  

 

3.1.2.6 Synthèse des observations pour l’Angiotensine II 

 

L’effet de l’angiotensine II, que ce soit en LB ou sérum SAPI, n’a pas d’influence sur le MGR 

sans distinction du phylogroupe. Il n’y a pas d’effet-dose observé. 

 

3.1.3 Vasopressine 

 

3.1.3.1 En milieu LB : évaluation de l’effet-dose de la vasopressine sur la fitness 

de E. coli 536 

 

En plus de la dose thérapeutique de la vasopressine (X=10-9 mol/L), les effets d’une 

concentration 10 fois plus (10X) et 10 fois moins (0,1X) élevée ont été testées sur E. coli 536. 

Il n’y a pas de différence significative du MGR d’E. coli 536 en fonction de la concentration 

(P>0.05) sauf pour 10X ou le MGR est réduit (P<0.05) (figure 27). 
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Figure 27. Effet dose de la vasopressine sur la fitness d’E .coli 536 en milieu LB 

(Gris les souches traitées par VASO en blanc souches non traitées N=9, VASO: vasopressin, NT : non-traité) 

 

3.1.3.2 En milieu LB : évaluations de l’effet de vasopressine sur le MGR du 

panel de souches testé 

 
Aucun effet de la vasopressine (figure 28, box plot gris) n’a été observé sur le MGR de la 

majorité du panel de souches testé en milieu LB (P>0.05). Le MGR d’E. coli 536 a été mesuré 

en présence de sérum physiologique seul, et ce solvant n’a pas d’effet sur la croissance 

bactérienne distincte de la vasopressine. En moyenne, l’augmentation du MGR sur l’ensemble 

du panel est de 0,1% [IC 95% (-2,6 ; 2,3)]. 
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Figure 28. Effet de la Vasopressine sur la fitness du panel de souches testé en milieu riche 

(Gris les souches traitées par VASO, en blanc souches non traitées. NS : non significatif ; N=9 ; VASO : Vasopessine ; NT : 

non-traité, Différence en % : différence en pourcentage du MGR moyen entre le 2 groupes) 

 

3.1.3.3 En milieu sérum-SAPI : évaluation de l’effet dose de la vasopressine sur 

le MGR de 536 

 

En plus de la dose thérapeutique de la vasopressine (X=10-9 mol/L), les effets d’une 

concentration 10 fois plus (10X) et 10 fois moins (0,1X) élevée ont été testés sur E. coli 536. Il 

n’y a pas de différence significative du MGR de E. coli 536 en fonction de la concentration (P 

>0.05) sauf pour 10X ou le MGR est significativement augmenté (P<0.05) (figure 29). 
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Figure 29. Effet dose de vasopressine sur la fitness de E .coli 536 en milieu stressant 

(Gris les souches traitées par VASO, en blanc souches non traitées. N=9, VASO : vasopressine, NT : non-traité) 

 

3.1.3.4 En milieu sérum-SAPI : évaluations de l’effet de la vasopressine sur le 

MGR du panel de souches testé 

 

En présence de Vasopressine (figure 30, box plot gris), aucun effet n’a été observé sur le MGR 

de la majorité des souches du panel de souches testé en milieu LB (P >0.05). Les rares souches 

(36, 49, 57), pour lesquelles la différence est significative, n’appartiennent pas au même 

groupe phylogénétique (B1, B2, F). Le MGR d’E. coli 536 a été mesuré en présence de sérum 
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physiologique seul, et ce solvant n’a pas d’effet sur la croissance bactérienne distincte de 

vasopressine.  

En moyenne l’augmentation du MGR sur l’ensemble du panel est de 2,9% [IC 95% (-13,2 ; 

18,9)]. 

 

 

 

Figure 30. Effet de la Vasopressine sur la fitness du panel de souches testé en milieu 

stressant 

(Gris les souches traitées par VASO, en blanc souches non traitées. N=9 VASO : Vasopessine ; NT : non-traité, différence en 

pourcentage du MGR moyen entre le 2 groupes) 

 

3.1.3.5 En milieu urine : évaluations de l’effet de la vasopressine sur le MGR 

fitness du panel de souches testé 

 

La croissance en milieu urine étant très faible, le calcul du taux de croissance n’a pas pu être 

déterminé (figure 31).  
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Figure 31. Courbe de croissance du panel de souches testé en présence de vasopressine sur 

24h 

3.1.3.6 Synthèse Vasopressine 

 

La vasopressine n’a pas d’influence sur le MGR d’E. coli quel que soit le milieu utilisé, sans 

distinction de phylogroupe. Un effet-dose de la vasopressine est toutefois observé à 10X de la 

concentration thérapeutique, avec un MGR augmenté en milieu sérum-SAPI et diminué en 

milieu LB. 

 

3.1.4 Effet du Procizumab sur la croissance bactérienne 

 

3.1.4.1 En milieu LB : évaluation de l’effet-dose de PCZ sur le MGR de E. coli 

536 

 

A partir de la dose de la solution mère de Procizumab ® (10 mg/mL), nous avons dilué le PCZ 

d’un facteur 10 en cascade 10 fois de suite. Le milieu de dilution utilisé était le PBS, du fait 
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d’une mauvaise solubilité de cet anticorps en sérum physiologique. De ce fait, c’était le PBS 

qui était utilisé comme contrôle. Les box plot gris représentent la souche E. coli 536 en 

présence de PCZ, et le blanc en PBS. Le MGR est augmenté jusqu’à des concentration de  

10-7 mg/mL(P-value<0.05) de PCZ en milieu riche (figure 32 et 33). 

 

Figure 32. Effet dose du PCZ sur la fitness d’E. coli 536 en milieu riche 

(Gris les souches traitées par PCZ, en blanc souche non traitées. N=9, PCZ : Procizumab®, PBS : Phosphate-Buffered Saline) 
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Figure 33. Effet dose du PCZ sur la fitness d’E. coli 536 en milieu riche dont l’effet à dose 

thérapeutique (0,42 mg/mL) 

(Gris les souches traitées par PCZ, en blanc souche non traitées. N=9, PCZ : Procizumab®, PBS : Phosphate-Buffered Saline) 

 

3.1.4.2 En milieu LB : évaluations de l’effet de PCZ sur le MGR du panel de 

souches testé 

 

En présence de PCZ à concentration thérapeutique (figure 34, box plot gris), la majorité des 

souches ont un fitness significativement augmenté (P<0.05) en milieu LB. Les souches pour 

lesquelles la différence n’est pas significative (2, 7, 35, 38, 45, 51) n’appartiennent pas au 

même groupe phylogénétique (A1, B1, D1, E). 

En moyenne, la réduction du MGR sur l’ensemble du panel est de 7,5% [IC 95% (-2,5 ; 17,4)]. 
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Figure 34. Effet du PCZ sur la fitness du panel de souches testé en milieu riche 

(Gris les souches traitées par PCZ, en blanc souches non traitées. N=9, PCZ : Procizumab®, PBS : Phosphate-Buffered Saline) 

 

3.1.4.3 En milieu sérum-SAPI : évaluation de l’effet dose de la PCZ sur le MGR 

de E. coli 536  

 

Comme précédemment, à partir des solutions mères de PCZ et PBS, l’effet dose du PCZ sur E. 

coli 536 a été évalué. Les box plot gris (figure 35 et 36) représentent la souche E. coli 536, avec 

traitement par PCZ, et le blanc avec PBS. En milieu stressant, le PCZ n’influe pas sur le MGR et 

sans distinction de la concentration de PCZ (P>0.05) de PCZ. 
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Figure 35. Effet dose du PCZ sur la fitness de E. coli 536 en milieu stresse 

 (Gris les souches traitées en blanc par PCZ souche non traitées. N=9, PCZ : Procizumab®, PBS : Phosphate-Buffered 
Saline) 

 

Figure 36. Effet dose du PCZ sur la fitness d’E. coli 536 en milieu stressé dont l’effet à dose 

thérapeutique (0,42 mg/mL) 

(Gris les souches traitées par PCZ, en blanc souche non traitées. N=9, PCZ : Procizumab®, PBS : Phosphate-Buffered Saline) 
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4.1.4.4 En milieu sérum-SAPI : évaluations de l’effet de PCZ sur le fitness du 

panel de souches testé 

 

En présence de PCZ (box plot gris, figure 37), aucun effet n’a été observé sur le MGR de la 

majorité du panel de souches testé en milieu sérum-SAPI (P-value : >0.05). Les rares souches, 

pour lesquelles une augmentation (4 et 49) ou une diminution (35 et 57) est significative, 

n’appartiennent pas au même groupe phylogénétique (respectivement A0 et B1 ; et A1 et B2). 

 

 

Figure 37. Effet du PCZ sur la fitness du panel de souches testé en milieu riche 

(Gris les souches traitées par PCZ, en blanc souches non traitées. N=9, PCZ : Procizumab®, PBS : Phosphate-Buffered Saline) 
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3.1.4.5 Détection d’un DPP3 bactérien par western blot 

 

 

Figure 38. Western blot sur culot bactérien 536 et Rat 4 en présence de ou non de 

vasopresseurs 

(NT : Non traité ; NAD : Noradrénaline ; Ang II : Angiotensine II. Vaso : Vasopressine) 

 

Sur le WB des culots bactériens d’E.coli de rat et 536, on peut observer que le PCZ détecte une 

protéine du même poids moléculaire que la DPP3 humaine (73 kDa). Par ailleurs, on peut noter 

que pour E. coli de rat (B1) il y a une protéine d’un poids moléculaire aux alentours de 100 kDa 

reconnue par le PCZ. Ceci peut évoquer un potentiel variant de DPP3 pour la souche B1 (figure 

38). 

4.1.4.6 Synthèse des observations pour PCZ 

 

Comme l’avons montré précédemment, la DPP3 d’E. coli (EcDPP3) semble impliquée dans la 

croissance bactérienne. Le blocage par le PCZ humanisé de cette DPP3 semble influer sur la 

croissance de notre panel bactérien. En effet le taux de croissance en milieu LB est augmenté 

alors qu’en milieu sérum-SAPI le MGR ne semble pas être influencé par le PCZ ou seulement 

de manière marginale(tableau 10). 
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3.1.4 Synthèse générale des effets des différents vasopresseurs sur chacune des souches  

Tableau 10. Synthèse des effets des différents vasopresseurs sur chacune des souches

Urine

NILS01 1 Fèces D1 O25 H18 10 69 -2 69,8 58,6 1,9 0,8 0,9 11,8 9,4 -16,4

NILS02 2 Fèces B1 O173 H23 0 224 0,7 60 352,9 -1,4 -1,2 -0,4 -5,6 4 -10,3

NILS04 4 Fèces A0 O9 H4 0 7343 -4,5 66,6 122,5 3,4 -3 0,4 0 10,1 17,2

NILS05 5 Fèces E O169 H9 0 543 -3,6 62,4 62,5 4,8 -5 1,5 1,9 12,7 8,1

NILS06 6 Fèces A1 O9 H9 0 10 -3,1 57 132,2 2,4 2,5 -0,5 -8,3 10,7 -14

NILS07 7 Fèces A1 O105 H6 10 10 -5,6 59,2 111,5 0,6 -1,9 0,4 -5 0,6 -2,6

NILS15 15 Fèces C Oneg H12 7 88 -6,2 43,4 97,6 3,9 -2,3 0,6 8,6 10,6 -12,2

NILS18 18 Sang D1 O17 H18 10 69 -1,1 46,9 74,8 1,3 -8,1 2,5 16,8 11,4 20,8

NILS19 19 Sang B2 O25 H4 10 131 -4,9 56,8 91 3,5 8,3 -0,4 -2,8 8,7 3

NILS20 20 Sang B2 O81 H27 4 452 -3,1 66,7 -14,7 3,4 -7,5 1,9 -0,2 8,9 6,3

NILS35 35 Urine A1 Oneg H4 10 4238 -4,8 38 508,1 0,3 2,4 0,7 -6,6 -0,8 -17

NILS36 36 Urine F O1 H7 5 new -5,7 54,6 35,9 3,6 -6,1 -0,9 6,1 8,7 -7,4

NILS38 38 Urine D1 O17 H1 0 501 -5 79 25,3 1,4 4,3 -1,5 -10,1 1,4 0,1

NILS40 40 Urine C Oneg H12 0 23 -5,9 43,3 495,1 3,1 -1,7 -0,7 12,9 12 -0,4

NILS42 42 Urine D2 Oneg H30 10 38 -6,5 52,5 225,8 0,1 2,2 -1,9 -1,6 15,8 -4,6

NILS45 45 Urine E O137 H41 1 3018 -4,7 72,1 158,5 2,7 -1,5 -1,1 2 1,6 21,5

NILS49 49 Urine B1 O9 H11 7 58 -7,4 56,5 293 4,6 -1,6 0,4 7,1 10,8 17,8

NILS51 51 Urine D2 O3 H1 2 132 -8 64,7 372,1 -2,9 -1,2 1,6 -1,5 -2,8 1,7

NILS57 57 Urine B2 O1 H7 10 95 0 31,9 48,6 3,8 -7,4 -1,2 21 10,9 -14

NILS59 59 Urine B2 O6 H1 8 73 -3,6 49,1 299,1 3,3 -3,9 -1,3 4,9 9,2 4,5

NILS60 60 Urine F O33 H4 6 117 -7,4 26,1 141,9 1,3 -4,2 -0,8 9,1 6,7 2,9

536 B2 -2,9 38,6 207,8 2,6 -5,9 -1,7 4,2 3,3 27,8
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réduction statistiquement significative P <0,05

différence non significative

augmentation statistiquement significative P<0,05  

(Souche : nom de la souche dans la collection NILS ; SITE : souche collectée dans les selles, sang ou urine ; phylogroupe : groupe phylogénétique 

; O-type : antigène somatique O ; H-type : antigène flagellaire H ; souris : nombre de souris sur dix souris décédées après l’inoculation de la 

souche ; ST: Sequence Type (selon le schéma Warwick))
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3.2 Evaluation des effets des thérapies du sepsis sur la croissance microbienne 
in vivo 

 

3.2.1 Noradrénaline 

 

Seize heures après la CLP, 4 rats avec une FR inférieure à 45% ont été inclus. Après le 

prélèvement sanguin initial, les rats recevaient la perfusion de NAD (titration débutée par 5 à 

10 µg/h) (figure 39).  

 

Figure 39. Evolution de la fraction de raccourcissement du ventricule gauche de rats LPC 

traités avec de la noradrénaline 

(FRVG : fraction de raccourcissement du ventricule gauche ;  : Ajustement de la dose de 

noradrénaline, ligne pointillé rouge : FR = 45%, Ligne pointillée bleu : début de noradrénaline) 

L’efficacité de la NAD était quasi immédiate avec la première mesure de fraction de 

raccourcissement qui se normalisait (>45%). Pendant les premières minutes, les doses de NAD 

n’avaient pas besoin d’être ajustées. 
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Il n’y avait aucun signe d’alerte et l’animal décédait sans aucunes prémices alors que la FR 

était dans les objectifs quelques minutes auparavant. Les animaux sont tous décédés entre 4h 

et 7h, une fois l’expérimentation débutée 16h après la LCP, rendant l’analyse microbiologique 

peu sensible pour retrouver une différence avec le comptage d’UFC. Devant la difficulté à 

mettre au point un modèle fiable, nous avons stoppé l’expérimentation. 

4 Discussion & perspectives du travail  
 

4.1 Discussion 

 

Dans ce travail, nous avons montré l’absence d’effets sur la fitness d’E. coli, en utilisant 

l’angiotensine II et la vasopressine quel que soit le milieu, contrairement à la noradrénaline 

dont on confirme les effets (accélération de la croissance). A notre connaissance, c’est la 

première fois que la croissance bactérienne a été étudiée en présence d’angiotensine II et de 

vasopressine, en comparaison de la noradrénaline. De plus, les effets du PCZ sur la croissance 

bactérienne n’ont jamais été étudiés (126). Dans nos résultats, le blocage par PCZ de la DPP3 

d’E. coli (EcDPP3) semble avoir une influence sur la croissance bactérienne. En effet, en milieu 

standardisé, en LB le Procizumab® le taux de croissance maximal est augmenté alors qu’en 

milieu sérum-SAPI, dans des conditions de stress, ce MGR ne semble pas affecté chez la 

majorité des souches. 

 

La noradrénaline en milieu pauvre, comme le sérum-SAPI, augmente la croissance 

bactérienne. C’est un milieu qui est plus compétitif pour la survie des bactéries, donc plus 

proche de conditions physiologiques dans un compartiment vasculaire stressé (304). Ce 

résultat est connu, en ce qui concerne le milieu sérum-SAPI (111), qui est causé par plusieurs 

mécanismes intriqués dont seulement certains ont été mis en lumière. Cet effet de la 
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noradrénaline est médié par le système du Quorum Sensing (QS) (112,120) ou par chélation 

du fer (115), mais ces mécanismes ne sont à ce jour que partiellement connus. Dans la 

littérature, il n’a pas été rapporté que le MGR était au contraire réduit en milieu nutritif riche 

chez toutes les souches. Initialement, l’équipe de Lyte et al. avait mis au point ce milieu 

stressant qu’est le sérum-SAPI, devant l’absence d’effets observés sur la croissance 

bactérienne par d’autres équipes qui avaient étudié les effets inter-règnes des catécholamines 

dans des milieux classiques de culture (111,304). Le sérum SAPI peut se rapprocher 

d’environnement auquel une bactérie doit faire face lors d’un processus infectieux débutant.  

Cet effet inversé entre milieux riche et stressant était soumis à un effet dose. Il s’observait 

jusqu’à la concentration thérapeutique pour le milieu SAPI où le MGR ne se différenciait plus 

au-delà de cette concentration de NAD. En LB la réduction du MGR s’observait jusqu’à des 

concentrations physiologiques. Il ne semble donc pas y avoir d’effet stimulant sur la croissance 

bactérienne de la NAD jusqu’à des concentrations physiologiques de cette hormone. 

La noradrénaline atténue la production de médiateurs pro-inflammatoires et d'espèces 

réactives de l'oxygène et augmente la production d'IL-10 anti-inflammatoire, à la fois dans les 

leucocytes humains, chez les souris ou les volontaires sains stimulés par le LPS ou encore chez 

le patient en choc septique (126,139). En outre, la perfusion de noradrénaline augmente la 

dissémination bactérienne dans un modèle murin de septicémie polymicrobienne (139). Le 

vasopresseur alternatif, la vasopressine, n'exerce aucun effet en comparaison. Par 

conséquent, la NAD peut contribuer à l'immunoparalysie observée chez les patients en choc 

septique (139). Dans la même lignée, nous avons montré que la vasopressine n’a aucun effet 

sur la croissance bactérienne, aussi bien dans un milieu riche qu’en milieu stressant. De même, 

pour l’angiotensine II, il n’y pas d’effet microbiologique mis en évidence. 
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Dans notre étude, nous avons mis en évidence l’effet de PCZ sur la croissance bactérienne. Les 

effets semblaient inversés par rapport à la noradrénaline avec un MGR augmenté en milieu 

riche mais la fitness ne semblait pas affectée en condition de stress, avec ou sans 

l’immunothérapie. 

Un point fort de ce travail est l’utilisation d’un panel représentatif de l’espèce E. coli. La plupart 

des travaux se base sur des souches d’E. coli de laboratoire ou d’isolats cliniques isolés 

(112,116). Ici, nous avons mis en évidence un effet commun à des souches représentatives de 

l’espèce E. coli pour la noradrénaline et le PCZ, suggérant un effet lié à des gènes communs à 

toute l’espèce. 

L’effet favorisant la croissance bactérienne de la noradrénaline dans le sepsis vient d’être 

démontré récemment in vivo (139). La réserve principale de ce résultat est que l’instauration 

de la noradrénaline ne correspond pas à la réalité de l’histoire naturelle du sepsis ainsi que de 

la pratique clinique. La noradrénaline est instaurée dès l’induction du sepsis chez la souris, 

sans que les signes cliniques du sepsis n’apparaissent. Nous avons essayé de mettre en place 

un modèle pré-clinique qui soit en adéquation avec la réalité clinique mais notre modèle est 

beaucoup trop sévère une fois le choc septique avec défaillance cardiaque en place.  

Il y a plusieurs limites à notre travail, lapremière est l’utilisation de milieux de culture 

« synthétiques », ce qui n’est pas complètement semblable à des fluides humains. Le calcul 

du MGR est une façon d’évaluer la valeur sélective qui peut être discutable, mais c’est une 

méthode simple et qui peut être réalisée à grande échelle. En effet, peu d’approches simples 

permettraient la détermination de la fitness pour 23 souches, pour 4 molécules, dans 3 

milieux, en 9 réplicats, soit 2484 mesures que nous avons réalisées. Une autre limite de notre 

étude est l’absence de données dans un modèle in vivo. Il aurait fallu une phase de mise au 
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point de notre modèle animal, afin de moduler la sévérité du sepsis, pour que l’animal soit en 

défaillance vasculaire sans avoir de cardiomyopathie septique associée. Enfin, parmi les 

bactéries mises en évidence dans notre modèle animal, nous n’avons pas étudié les effets sur 

Enteroccocus faecalis ou Enterobacter cloacae qui étaient les deux autres principales bactéries 

identifiées dans les hémocultures. Nous avons pu mettre en évidence par Western Blot un 

DPP3 d’E. coli (EcDPP3) avec PCZ qui est du même poids moléculaire que le DPP3 humain. Il 

faudra que cette découverte soit confirmée par analyse bio-informatique du génome d’E. coli. 

 

4.1 Perspectives  

 

Dans notre étude, nous avons volontairement fait le choix de nous focaliser sur l’espèce E. 

coli, car c’est à la fois la bactérie la plus fréquemment impliquée dans le sepsis humain et c’est 

une bactérie bien maitrisée au laboratoire sur les différentes facettes expérimentales. Les 

effets de cet ensemble de traitements symptomatiques du sepsis pourraient être étudiés sur 

d’autres bactéries afin d’évaluer si les effets observés chez E. coli sont semblables chez 

d’autres bactéries fréquemment identifiées dans le sepsis. 

Afin d’expliquer la mécanistique des effets de PCZ et de NAD sur E. coli 536, nous envisageons 

une analyse protéomique en présence de NAD et PCZ en milieu LB et sérum-SAPI. Les effets 

sur la croissance bactérienne étant les plus marqués avec ces thérapeutiques, il semble licite 

de débuter par ces conditions. E. coli 536 est une souche de laboratoire typique de l’espèce 

et son génome a été parfaitement séquencé. On pourrait avoir une idée des niveaux 

d’expression des protéines en fonction des agents extérieurs (traitements, facteurs 

environnementaux…). Cette approche devrait permettre d’identifier les voies métaboliques 

impliquées dans les différences de fitness observés et apporter une explication mécanistique. 
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La perspective plus lointaine serait l’identification d’un gène codant EcDPP3 dans les génomes 

d’E. coli par bio-informatique. En pratique, la majorité des approches d’annotation de gènes 

repose sur des comparaisons de séquences simples. D’autres approches, basées sur la 

présence de certains motifs protéiques ou de prédictions de structure tertiaire, permettraient 

une exploration plus complète de la détection d’un gène putatif codant EcDPP3. 

Nous pourrions ensuite créer un mutant knock-out pour EcDPP3 par CRISPR-cas9 et 

recomplémenter cette souche avec le gène délété, afin de valider les effets d’ EcDPP3 et du 

PCZ observés dans nos résultats. Enfin, nous pourrions également évaluer les effets 

physiologiques de EcDPP3 dans un modèle murin sain et dans un modèle de sepsis murin. 

4.2 Conclusion 

 

Les vasopresseurs sont essentiels dans la prise en charge du sepsis. Contrairement à la 

noradrénaline, la vasopressine et l’angiotensine II n’ont pas d’effet sur la croissance 

bactérienne, que ce soit en milieu riche ou stressant. Le PCZ semble avoir un effet sur la 

croissance bactérienne et en particulier en milieu riche. Ces résultats doivent être confirmés 

dans un modèle animal. Les mécanismes physiopathologiques de ces effets observés doivent 

être explorés 
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Discussion et perspectives générales  
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1. Discussion générale  
 

Le sepsis est défini par la survenue de défaillance d’organe et en particulier cardio-vasculaire 

nécessitant un traitement symptomatique par vasopresseurs. Ces traitements de support 

d’organes donnent le temps au traitement étiologique, antibiothérapie associée ou non à de 

la chirurgie, d’agir. Le vasopresseur de première intention de la défaillance vasculaire liée au 

sepsis est la noradrénaline dont les effets ont été étudiés depuis environ 30 ans. Elle présente 

néanmoins des effets délétères sur les plans cardio-vasculaire (nécrose cardiomyocytaire ou 

vasoconstriction (127,128,295)), immunologique (immunoparalysie (82,126)) et 

microbiologique (accélération de la croissance bactérienne (111,120,321)). Ainsi, des 

alternatives ont été proposées ou sont en cours de développement, dont la vasopressine et 

l’angiotensine II. A ce jour, les effets microbiologiques de ces alternatives thérapeutiques ne 

sont pas connus. 

 

Intérêt d’un modèle préclinique compatible avec l’histoire naturelle du sepsis. 

Tous processus pathologiques confondus, les études précliniques sont fondamentales afin 

d’améliorer la prise en charge médicale. Elles permettent d’améliorer, à condition de 

respecter l’évolution naturelle des mécanismes physiopathologiques connus, la 

compréhension de la maladie, tester de nouvelles hypothèses physiopathologiques et de 

nouvelles thérapeutiques. Les recommandations de 2018 sur la qualité minimale des modèles 

de sepsis incitent à se calquer sur la pratique clinique (279). Utiliser un modèle de sepsis 

animal sans utiliser d’antibiotiques n’est pas pertinent sur le plan clinique (322). Il en est de 

même de l’utilisation prophylactique d’antibiotiques.  
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Lors de la prise en charge du sepsis chez l’Homme, l’identification de l’agent pathogène est 

une étape primordiale. Nous avons identifié les bactéries les plus fréquentes de notre modèle 

animal de ligature ponction cæcale (LPC) chez le rat. En plus d’identifier les germes au 

préalable, l’évaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) permet de cibler le 

meilleur antibiotique (323). Les antibiotiques doivent être adaptés aux germes et au site 

d’infection mais aussi à l’animal. Cela nous a permis de proposer une alternative à l'imipenème 

qui n’est pas adapté au rat car considéré comme un antibiotique critique en médecine 

vétérinaire avec un risque d’antibiorésistance. Selon nos résultats, le cotrimoxazole ou la 

lévofloxacine pourraient être utilisés pour nos futures expérimentations. L’antibiothérapie 

doit être mise en place dès la reconnaissance des signes cliniques. Pour les modèles animaux, 

les recommandations préconisent une durée minimale de 12h après l’induction du sepsis, 

avant l’instauration des antibiotiques et du remplissage vasculaire. Ce délai est considéré 

comme un temps suffisamment long pour observer l’apparition de défaillances d’organes 

(290,324). Cette réanimation plus tardive permet de reproduire plus fidèlement les 

caractéristiques pathologiques du sepsis. Cela permet aussi un maintien prolongé du 

syndrome avec une survie plus élevée dans un modèle murin de septicémie sévère (324). 

Une distinction est faite pour les modèles associés à une létalité importante, conduisant à 

l'apparition plus précoce et une progression plus rapide du sepsis par rapport à l’Homme. Ces 

contextes rendent difficile la recommandation des points de repères fixes pour l'instauration 

des antibiotiques chez l’animal. Leurs introductions, concomitamment à l’apparition des 

signes cliniques de sepsis, semblent l’approche la plus pertinente cliniquement.  

 

Etude des effets des vasopresseurs sur la croissance bactérienne  
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Parmi les vasopresseurs du sepsis, les effets paradoxaux de la noradrénaline sont les plus 

étudiés, que ce soit sur le plan cardio-vasculaire (127,128), immunologique (82,126), ou 

microbiologique (111,120,321). 

L’hypothèse des effets des vasopresseurs stimulant la croissance bactérienne a été émise pour 

la première fois à la fin des années 40 (110). Les effets de la noradrénaline sur la croissance 

semblent médiés via le Quorum sensing (120) et par la chélation en fer (115). Les effets ont 

été majoritairement mis en évidence in-vitro (126) à l’aide d’un milieu pauvre en nutriment le 

sérum-SAPI (304), afin de mimer les conditions de stress auxquelles peut être soumise la 

bactérie dans un compartiment physiologique. De nombreuses bactéries sont sensibles aux 

effets de la noradrénaline, qu’elles soient gram positif ou gram négatif (304). Il y a peu 

d’études des effets microbiologiques in vivo (139,325) . Ces rares études utilisent des modèles 

murins qui ne reflètent pas l’histoire naturelle du sepsis, de l’initiation de l’infection, en 

passant par le début du sepsis jusqu’à la nécessité d’introduire un support cardio-vasculaire.  

Les alternatives, telles que la vasopressine, actuellement recommandée (10,81), ou 

l’angiotensine II, en cours d’exploration (27,88), ont permis de réduire les doses de 

noradrénaline, tout en maintenant les objectifs de pression artérielle lors de choc réfractaire. 

Ou encore, des biothérapies adjuvantes, comme le Procizumab®, sont en cours de 

développement.  

Sur le même principe, nous avons exploré les effets microbiologiques de ces trois autres 

options thérapeutiques afin de les comparer à la noradrénaline. En utilisant un panel 

représentatif d’E. coli, qui est très souvent impliqué dans le sepsis chez l’Homme, nous avons 

montré des effets des différents vasopresseurs sur la croissance bactérienne. Que ce soit en 

milieu riche ou en milieu stressant, cet effet est neutre en ce qui concerne l’angiotensine II et 

la vasopressine. La noradrénaline, quant à elle, stimule la croissance bactérienne dans des 
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conditions de stress et réduit la croissance dans un milieu riche. De manière intéressante, 

l’usage du PCZ augmente le taux de croissance maximal dans un milieu riche alors qu’il a peu 

d’effets en milieu pauvre. Nous avons par ailleurs mis en évidence un analogue de la DPP3 

chez E. coli par western blot. L’influence qu’exerce le PCZ sur la croissance bactérienne 

indiquerait que cette EcDPP3 pourrait être impliquée dans le métabolisme d’’E. coli.  

Sur le plan clinique, ces résultats impliquent que dans des conditions de stress, la 

dissémination bactérienne peut-être plus importante en présence de noradrénaline. En 

particulier lorsque la source d’infection n’est pas contrôlée en aggravant simultanément les 

facteurs de virulence et la capacité bactérienne à se reproduire (111,120). C’est le cas dans les 

infections intra-abdominales où le traitement est chirurgical ou endoscopique ou encore en 

cas d’antibiorésistance bactérienne. En plus de cette dissémination bactérienne 

l’immunoparalysie du sepsis va être polarisée par la noradrénaline en faveur des cytokines 

anti-inflammatoires impliquant une aggravation de cette paralysie du système immunitaire 

(126,137,138). Enfin, la dysfonction cardio-vasculaire peut-être aggravée par la NAD. En effet, 

la défaillance vasculaire liée au sepsis, impliquant une dysfonction du système rénine 

angiotensine (25,26) et endothéliale, sera aggravée par la vasoconstriction induite par la NAD 

(28). Ainsi que la cardiomyopathie septique induite, le relargage des DAMPS et PAMPS (326), 

produits des dégradations des bactéries, d’autant plus importantes que la charge bactérienne 

sera importante. Il semble donc y avoir une intrication entre les 3 phénomènes dans la mise 

en place du sepsis qui peuvent donc potentiellement être aggravés par la NAD (figure 40).  
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Figure 40. Phénomènes intriqués dans le sepsis impliqués dans la défaillance d’organe 

pouvant être aggravés par la noradrénaline 

 

Cette implication de la noradrénaline dans la potentielle aggravation du sepsis incite à 

l’utilisation d’alternatives thérapeutiques de manière plus précoce sans attendre la survenue 

d’un choc réfractaire (81,88). 

La limitation principale de notre travail est l’absence de données animales qui auraient permis 

de confirmer les résultats in vitro, toujours dans le souci de se rapprocher le plus possible de 

l’évolution du processus de la pathologie. Cette limitation a été partiellement compensée par 

l’exploration d’une bactérie très impliquée dans le sepsis humain : E. coli et l’usage d’un panel 

large ainsi que des milieux caractéristiques de compartiments physiologiques. 

Au regard de ces observations de nombreuses perspectives peuvent être discutées. 

 

2. Perspectives générales 
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1/ La première étape sur le plan expérimental serait de mettre au point un modèle animal 

permettant d’évaluer les effets microbiens des différents vasopresseurs. La LPC demeure le 

modèle le plus pertinent mimant la clinique avec l’impossibilité de contrôler l’inoculum. De 

plus, la sévérité du modèle peut être modulée (290). L’antibiothérapie et le remplissage 

vasculaire se feront au bout des 12h après la LPC, comme recommandé (322). La meilleure 

façon de détecter la défaillance vasculaire, sans attendre la cardiomyopathie septique, serait 

de faire une surveillance par télémétrie continue de la pression artérielle. La finesse de ce 

monitorage permettrait d’éviter la survenue de la cardiomyopathie septique qui suit 

fréquemment la dysfonction vasculaire et augmente de 2 à 3 fois le taux de mortalité (37,38). 

Par ailleurs, le vasopresseur ou la solution saline seront administré par pompe micro-

osmotique dans la veine jugulaire afin que l’animal soit le plus libre possible pour réduire son 

stress et éviter ainsi les injections itératives d’anesthésiques.  

Le protocole nécessitera 5 bras (figure 41) : 1) NAD + antibiothérapie, 2) VASO 

+antibiothérapie, 3) AngII + antibiothérapie, 4) PCZ + antibiothérapie, 5) Solution saline + 

antibiothérapie. Cette étape aurait nécessité plusieurs semaines de mise au point ainsi que la 

maîtrise de nouvelles techniques telles que la télémétrie.  

 A la fin de la procédure, les animaux étaient sacrifiés et les prélèvements de sang (EDTA + 

hépariné), urine, ascite, organes (cœur, poumon, rate, rein, foie) étaient réalisés. Un 

étalement de 4 dilutions par liquide biologique et d’organe (de 10-1 à10-4), soit 16 boites de 

pétri au total, était réalisé pour le comptage d’UFC. Les échantillons d’organes, une fois pesés, 

étaient préalablement homogénéisés dans 1 mL de sérum physiologique grâce à un Broyeur à 

billes (TissueLyser IITM QIAGEN®) avant la mise en culture de 100µL de broyat par gélose. 
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Figure 41. Nouveau protocole expérimental évaluant les effets de la noradrénaline, de 

l’angiotensine II, de la vasopressine et du PCZ sur la croissance bactérienne in vivo 

(LPC : ligature ponction caecale ; ETT : échographie transthoracique ; PBS : Phosphate Buffered Saline ; NAD : 

noradrénaline ; Ang II :angiotensine II ; VASO : vasopressine ; PCZ : Procizumab®, ATB : antibiotique) 

 

2/ Afin de comprendre la mécanistique des effets de PCZ et de NAD sur E. coli 536, une 

analyse protéomique, en présence de NAD et PCZ en milieu LB et sérum-SAPI avec, comme 

contrôle, la vasopressine pourrait être envisagée. Les effets sur la croissance bactérienne 

étant les plus marqués avec ces thérapeutiques, il semble licite de débuter par ces conditions. 

E. coli 536 est une souche de laboratoire typique de l’espèce et son génome a été parfaitement 

séquencé. Un aperçu des niveaux d’expression des protéines en fonction des agents extérieurs 

(traitements, facteurs environnementaux…) pourrait être obtenu. Cette approche devrait 

permettre d’identifier les voies métaboliques impliquées dans les différences de fitness 

observées et apporter une explication mécanistique. Des protéines produites spécifiquement 

par des gènes codant pour les facteurs de virulence ou de résistances pourraient être mises 

en évidence. Ou encore dans la production de peptides impliqués dans la voie de signalisation, 

comme les auto-inducteurs (AI) qui ont un rôle dans la communication entre les micro-
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organismes appelée Quorum sensing. Concernant l’implication d’EcDPP3 dans la croissance 

bactérienne, les voies métaboliques inconnues à ce jour pourraient être explorées pour la 

première fois.  

 

3/ Sur le plan microbiologique 

 

L’effet de la NAD est maintenant établi sur la croissance bactérienne, la virulence, la formation 

du biofilm etc… Ce qui demeure inconnu est l’impact des vasopresseurs sur l’expression de la 

résistance aux antibiotiques d’E. coli. L’exploration peut être faite par l’observation du niveau 

d'expression des porines ou de la céphalosporinase d’E. coli, après culture en présence de 

vasopresseurs en milieu LB ou sérum-SAPI. Ou plus simplement par le comptage d’UFC de 

cultures d’E. coli soumises à des vasopresseurs en présence de doses sub-inhibitrices 

d'antibiotiques. 

4/  Sur le plan clinique 

 

Par un essai randomisé contrôlé de non infériorité, la survie des patients en choc septique, 

comparant un groupe traité par une bithérapie vasopressive par NAD + Ang II d’emblée à des 

patients recevant de la NAD seule, pourrait être observée. Les études actuelles avec la 

vasopressine et l’angiotensine II ont été réalisées une fois un choc réfractaire diagnostiqué. Le 

but étant de limiter les effets paradoxaux de la NAD tout en gardant au maximum ses effets 

thérapeutiques utiles. 

Une évaluation en temps réel de la charge bactérienne par hémocultures répétées pourrait 

être envisagée chez ces patients sur les 24-48 premières heures afin de comparer la charge 

bactérienne chez les patients avec NAD + Ang II et les patients avec NAD seule. Les 

hémocultures positives seront ensemencées sur gélose et le critère de jugement principal 

étant la différence de la moyenne de CFU dénombré entre chaque groupe. 
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Conclusion Générale 

 

Dans cette thèse, nous avons mis l’accent sur l’importance du modèle pré-clinique fidèle à la 

réalité clinique afin de pouvoir répondre à une question scientifique. Nous avons montré la 

nécessité de trouver des alternatives à la noradrénaline qui possède des effets paradoxaux 

qui peuvent être délétères à long terme. Contrairement à la NAD et au PCZ, la VASO et l’AngII 

n’ont pas d’effets sur la croissance bactérienne d’E. coli in vitro. Finalement, une nouvelle voie 

métabolique impliquée dans la croissance bactérienne induite par EcDPP3 a été mise en 

évidence mais reste à confirmer. Ces résultats doivent être confirmés dans un modèle animal 

et les mécanismes physiopathologiques explorés.  
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Annexe 1 : Circulating dipeptidyl-peptidase 3 inhibition restores cardiac 
function in a sepsis-induced model in rats: a proof-of-concept 
study 
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Annexe 2 : "Biological sex-related influence on long-term outcome in 

patients with acute dyspnea at two Lithuanian emergency departments". 
 

Ce travail est une collaboration du laboratoire et représente un élément connexe à mes 

travaux de thèse. Cette étude a été réalisée sur une cohorte humaine. Bien que représentant 

un hiatus dans ma thèse, cela m’a permis de prendre en main et de réaliser une analyse 

statistique sur une base de données. Ceci a donné lieu à une publication soumise dans la revue 

RESPIROLOGY dont voici le manuscrit. 
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