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Les cordes mycobactériennes

Un nouveau moyen d’échappement

au systeme immunitaire ?

Audrey Bernut!, Jean-Louis Herrmann?, Georges Lutfallal,

Laurent Kremerl:?

> On distingue deux groupes de mycobac-
téries : celles a croissance lente (MCL),
incluant de nombreux agents patho-
geénes comme Mycobacterium tuberculo-
sis, et celles & croissance rapide (MCR),
avec environ 60 especes répertoriées
vivant en milieu hydrotellurique, dont
certaines sont responsables d’infections
opportunistes.

Décrite depuis 1953, Mycobacterium
abscessus apparaft comme la princi-
pale MCR pathogéne pour "homme [1].
Parmi les symptomes qu’elle entraine,
les atteintes pulmonaires dominent le
tableau clinique et se révélent parti-
culierement séveéres chez les patients
atteints de mucoviscidose [2]. Les
infections a M. abscessus sont asso-
ciées au développement de Iésions gra-
nulomateuses pseudotuberculeuses.
Du fait de son extréme résistance aux
antibiotiques, les possibilités de lutte
contre cette bactérie restent tres limi-
tées. M. abscessus existe sous la forme
de deux morphotypes : le variant R
(rough) d’aspect rugueusx, et le variant S
(smooth) d’aspect lisse [3]. Des études
ex vivo (macrophages ou cultures cellu-
laires pulmonaires humaines) et in vivo

m/sn® 8, vol. 30, mai 2014
DOl : 10.1051/medsci/20143005008

9. Tersey SA, Nishiki Y, Templin AT, et al. Islet beta-cell
endoplasmic reticulum stress precedes the onset
of type 1 diabetes in the nonobese diabetic mouse
model. Diabetes 2012 ; 61 : 818-27.

10. Marhfour |, Lopez XM, Lefkaditis D, et al. Expression of
endoplasmic reticulum stress markers in the islets of
patients with type 1 diabetes. Diabetologia 2012 ; 55 :
2417-20.

11. Flamment M, Foufelle F. Le stress du réticulum
endoplasmique : de la physiologie @ la pathogenese du
diabete de type 2. Med Sci (Paris) 2013 ; 29 : 756-64.

!Laboratoire de dynamique des interactions membranaires

normales et pathologiques (DIMNP), CNRS UMR5235, université
Montpellier 2, place Eugene Bataillon, Montpellier, France ;
2Inserm, DIMNP, place Eugéne Bataillon, 34095 Montpellier

Cedex 05, France ;
S EA3647-EPIM, UFR des sciences de la santé, université de

Versailles St Quentin, 2, avenue de la source de la Biévre,

78180 Montigny-le-Bretonneux, France.

laurent.kremer@univ-montp2.fr

(souris) ont montré que le morphotype
R était impliqué dans des manifes-
tations plus séveres associées a une
réponse pro-inflammatoire intense [4,
5]. Malheureusement, le nombre limité
de modeles animaux disponibles n’a
pas encore permis de déterminer les
mécanismes physiopathologiques et
les facteurs de virulence nécessaires a
I’installation du processus infectieux.

Trés prisé des aquariophiles, le danio
(Danio rerio ou zebrafish), petit pois-
son d’eau douce originaire d’Asie, offre
de nombreux avantages qui en font un
bon modeéle pour I’étude des maladies
infectieuses [6, 7] : (1) la transparence
optique de ses embryons, qui permet
un suivi spatiotemporel non invasif de
I’agent infectieux in vivo ; (2) une vaste
panoplie d’outils génétiques et immu-
nologiques ; (3) un systéme immuni-
taire (inné et adaptatif) homologue a
celui de "lhomme. La réponse adapta-
tive n’apparaissant qu’un mois apres
fécondation, les embryons ne possedent
gqu’une immunité innée assurée par des
macrophages et des granulocytes. Dans
cette étude, nous avons exploité la
transparence de I’embryon de danio

pour appréhender la physiopathologie
de 'infection a M. abscessus [8].

Un tropisme tissulaire inattendu
Différentes techniques de microscopie
permettent I’analyse dynamique in vivo
du devenir des bactéries injectées dans
I’embryon, tant en termes de proliféra-
tion que de localisation dans I"animal
(Figure 14). Nous avons pu confirmer
que le variant R est plus virulent que le
variant S. Seule la forme R déclenche
une infection robuste et Iétale avec
le développement précoce de foyers
infectieux au niveau du systeme nerveux
central, notamment dans le cerveau et/
ou la moelle épiniere (Figure 1B) [8].
Cette observation est d’autant plus
intéressante que ce neurotropisme a
été évoqué récemment dans des cas
cliniques ot M. abscessus traverse la
barriere hémato-encéphalique et cause
des lésions du systeme nerveux cen-
tral. Uexploration ultrastructurale de
ces lésions montre des abcés avec une
intense division bactérienne extracellu-
laire (Figure 1C), ce qui est particulie-
rement surprenant pour des mycobac-
téries réputées intracellulaires.
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Figure 1. Le cording pour

Infection des embryons
30 hpf

Injection de bactéries
flurorescentes

A | |Multiplication extracellulaire

Stade final 5-7 dpi

promouvoir les infections a
M. abscessus. A. Les infec-
tions sont réalisées par
I"injection de suspensions
de bactéries fluorescentes
rouges (R ou S), par voie
intraveineuse, dans la
veine caudale d’embryons
de danio 30 heures aprés
la fécondation (hpf). B. Le
suivi en temps réel des
infections a R par micros-
copie a épifluorescence
montre des 1-2 jours post-
infection (dpi) I'appari-
tion d’agrégats bactériens
précoces (fleche rouge)
spécifiquement locali-

sés au niveau du systéme

nerveux central, évoluant

par les macrophages

Infection controlée €

Phagocytose des bactéries isolées

Infection non controlée F

La corde empéche les bactéries d’étre
phagocytées par les macrophages

a 5-7 dpi en abceés volumi-
neux entrafnant une mort
rapide du poisson. C. La
microscopie électronique
révele des foyers infectieux
avec une forte charge en
bactéries extracellulaires.
D. La microscopie confo-
cale illustre la propension
du variant R a former des
cordes des 2 ou 3 dpi. Elle
montre également, dans
une lignée transgénique
de danio arborant des
macrophages fluorescents
(vert), des bactéries isolées
(rouge) qui sont phagocy-
tées par les macrophages

évoluant en un granulome

(€). Une fois les cordes établies (F), les macrophages, beaucoup plus petits en taille que ces derniéres, se révelent incapables de phagocyter les

bactéries, qui peuvent donc se multiplier activement, entrainant la formation d’un abces.

Quand les mycobactéries s’emmélent ...
Les cordes mycobactériennes sont des
réseaux tridimensionnels formés de
longs « cordons » compacts consti-
tués de multiples chafnettes paral-
leles de bacilles agencés bout a bout.
Utilisées comme critere diagnostique
de la tuberculose, ces structures sont
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également observées chez d’autres
mycobactéries, dont M. abscessus. La
conversion spontanée du morphotype
S en R s’accompagne d’une capacité
accrue a former des cordes in vitro et
d’une acquisition de virulence [8]. La
corrélation formation de cordes/viru-
lence est admise, mais elle ne repose

sur aucune démonstration directe in
vivo.

Des travaux ont permis de montrer que
ce phénotype n’était observable que
lorsque les mycobactéries sont extracel-
lulaires [7]. Dans notre étude, des ana-
lyses complémentaires ont corroboré cet
état extracellulaire de M. abscessus en
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Figure 2. Evénements physiopathologiques des infections a M. abscessus. Les événements pré-

coces sont communs aux variants R et S (A-C). Linjection des bactéries par voie intraveineuse

entraine un recrutement massif de macrophages au niveau du site d’infection, lesquels phago-

cytent rapidement les pathogenes (A), traversent I’endothélium et transportent les mycobacté-

ries dans les tissus profonds du systéme nerveux central (B). Implantés dans le tissu nerveux,

les macrophages infectés entrent en apoptose, libérant ainsi les bactéries dans le milieu extra-

cellulaire (€). D-£. A des stades plus tardifs, les infections par les variants R et S divergent.

La libération des bactéries dans le milieu extracellulaire aboutit au recrutement de nouveaux

macrophages et a la formation de granulomes qui permettent de contenir 'infection (D). Un

processus spécifique est alors mis en place par le variant R (€), caractérisé par la formation des

cordes, qui conférent aux bactéries une protection efficace vis-a-vis du systéme immunitaire

inné leur permettant de proliférer de maniere incontrdlée, ce qui conduit a la formation d’abceés

et d’importants dommages tissulaires, accélérant la mort de I’embryon.

révélant que, a la différence du variant
S, le morphotype R forme des cordes
localisées au niveau du systeme nerveux
central (Figure 1D) [8]. Du fait d’une
réplication extracellulaire intense, la
taille des cordes augmente rapidement
et entraine le développement d’abces
volumineux associés @ une destruction
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tissulaire causant la mort rapide des
embryons [8]. La taille démesurée des
cordes bactériennes (souvent > 100 pm)
par rapport a celle des phagocytes pro-
fessionnels tels que les macrophages,
pourrait expliquer I’échec du systéme
immunitaire inné a contréler I'infection
par le variant R. Nous avons montré

que les bactéries isolées sont prises
en charge par les macrophages qui se
regroupent pour former un granulome
(Figure 1€) [81, alors qu’en présence
de cordes, les macrophages se révelent
incapables de phagocyter les bactéries
(Figure IF).

Ces observations permettent d’établir
une corrélation réelle entre formation
de cordes et virulence in vivo, en sou-
lignant le role de ce phénomeéne : (1)
comme nouveau moyen d’échappement
au systéme immunitaire en empéchant
la phagocytose des bactéries; (2)
comme moyen de promouvoir la réplica-
tion extracellulaire de la bactérie et, par
conséquent, I'extension de I’infection.
La capacité de transition de la forme S
vers la forme R permettrait a la bacté-
rie de moduler sa taille en développant
ces cordes, et cet exemple de plasti-
cité morphologique représenterait une
stratégie permettant a M. abscessus de
commuter d’un phénotype de coloni-
sation (S) vers un phénotype invasif et
virulent (R) en contournant le systéme
immunitaire inné, et ainsi garantir sa
survie dans I’hGte. Cette hypothese est
confortée par des études épidémiolo-
giques qui ont rapporté la persistance
plus fréquente du variant R chez les
patients atteints de mucoviscidose ou
son association avec un syndrome de
détresse respiratoire aigué [9].

Le macrophage, un cheval de Troie
pour M. abscessus

Comment expliquer le neurotropisme
particulier de M. abscessus sachant
que les bactéries sont injectées par
voie intraveineuse ? Au site d’infec-
tion, les bactéries sont rapidement
phagocytées par les macrophages
(Figure 2A). Une fois infectés, ceux-ci
traversent I’endothélium vasculaire et
transportent les mycobactéries dans
les tissus profonds du systéme nerveux
central, suggérant leur role clé dans
le transport et la dissémination de M.
abscessus (Figure 2B). Des expériences
complémentaires menées dans des
embryons dépourvus de macrophages
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(par déplétion) ont validé ces obser-
vations en montrant que les bactéries
étaient alors incapables de rejoindre
le systéme nerveux central par leurs
propres moyens, et restaient confi-
nées dans le systéme vasculaire [8].
Implanté au sein du tissu nerveux, le
macrophage infecté entre en apop-
tose, libérant ainsi le pathogene dans
le milieu extracellulaire (Figure 2C)
[8]. Des mécanismes propres a chacun
des deux morphotypes ainsi libérés
se mettent ensuite en place: (1) un
processus commun aux deux variants
conduit au développement de granu-
lomes et permet un contrdle de I"infec-
tion (Figure 2D) ; (2) un processus
spécifique aux infections par les myco-
bactéries de phénotype R, déclenché
par la formation de cordes, entraine la
formation d’abceés et de Iésions tissu-
laires (Figure 2€).

Vers une approche translationnelle ?

Deux autres aspects clés, encore non
élucidés, sont I’extréme sensibilité des
patients atteints de mucoviscidose a

M. abscessus, et la résistance intrin-
séque de M. abscessus a la plupart des
antibiotiques. Uembryon de danio étant
particulierement propice au criblage a
haut débit [10], optimisation de ce
systeme biologique pourrait permettre,
en testant des librairies de composés
chimiques, d’identifier des molécules
actives contre M. abscessus. De plus,
le role des cordes dans la virulence de
M. abscessus pourrait étre exploité en
tant que nouvelle cible thérapeutique,
et ainsi ouvrir la voie a de nouvelles
approches prophylactiques qui consti-
tueraient une alternative aux traite-
ments actuels chez les patients atteints
de mucoviscidose. ¢

Mycobacterial cording: a new
mechanism of immune evasion?
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