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Introduction

Sternberg et Pasteur ont mis en évidence, en 1880, Strepto-
coccus pneumoniae (Sp), diplocoque a Gram positif, dans
la salive humaine, ainsi que son role pathogéne aprés inocu-
lation de lapins avec cette salive humaine [1]. La reconnais-
sance du pneumocoque comme principale cause de la
« pneumonie lobaire humaine » évoquée par Carl Friedlander
en 1882 revient a Anton Weichselbaum quelques années plus
tard. Le « paradoxe existentiel » de cette bactérie est qu’elle
est a la fois commensale du rhinopharynx dés la prime
enfance [2] et dans le méme temps la principale cause de
pneumonies communautaires (PAC) hospitalisées, dont la
mortalité¢ est de ’ordre de 30 % en réanimation, pouvant
atteindre 40 % en cas de ventilation mécanique invasive et
étre supérieure a 50 % en cas de choc septique [3,4]. Sp a
permis la découverte de nombreux concepts fondamentaux
dans les domaines de I’immunologie et de la génétique [5].
En particulier, le phénomeéne de transformation qui permet des
modifications évolutives du « fond génétique » d’une souche
par transfert horizontal d’ADN « étranger ». Ce phénomene
nécessite un état de « compétence » régulé par un systeme de
quorum sensing [6]. Avec I’avénement de la pénicilline en
1940, 1a mortalité globale des PAC Sp hospitalisées a diminué
de facon drastique, mais est restée de I’ordre de 15 % durant
les 50 derniéres années. En particulier, la mortalité précoce qui
reste importante dans les trois a cinq premiers jours est peu
influencée malgré une antibiothérapie adéquate [7].
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Ainsi, ni les progrés de I’antibiothérapie, ni la qualité
de prise en charge en réanimation, ni I’émergence de souches
de pneumocoques de « sensibilité diminuée » aux béta-
lactamines n’ont réellement modifié¢ la mortalité¢ des pneu-
monies des pneumocoques. Cela incite a une meilleure
compréhension de la physiopathologie de la pneumonie
a pneumocoque, fruit d’une complexe interaction hote-
pathogene en termes de réponses inflammatoires et immuni-
taires. La connaissance, d’une part de I’héte en termes de
terrain et de comorbidités favorisantes, de susceptibilité
génétique au pneumocoque et d’autre part de facteurs de
virulence de cette bactérie pourra a terme conduire a une
prise en charge « personnalisée ».

Quels facteurs de risque chez I’hote ?

L’incidence des PAC Sp chez I’adulte augmente dés 1’age de
50 ans pour croitre sans cesse et atteindre 90 cas/100 000,
chez les personnes de 80 ans et plus avec une mortalité trés
¢élevée dans cette tranche d’age. Si le nombre important de
comorbidités est fréquent sur ce terrain, 1’age est un risque
indépendant de mortalité en rapport avec une dysfonction
immunitaire propre aux personnes agées [8]. Certaines
populations, race noire, personnes natives d’Alaska, popula-
tion aborigéne d’Australie ou Maoris de Nouvelle-Zélande
semblent plus a risque que la population caucasienne [9].
Outre la possibilité de réels facteurs génétiques favorisants
liés a la race, d’autres facteurs peuvent contribuer a ces
disparités : conditions socio-économiques défavorables,
comorbidités nombreuses, immunodépression, infection
VIH plus fréquente. Plusieurs maladies chroniques semblent
favoriser la survenue et parfois la gravité des infections a
pneumocoques telles les PAC a Sp : bronchite chronique,
bronchopathie chronique obstructive (BPCO), asthme,
insuffisance rénale chronique, insuffisance cardiaque, mala-
die neurologique chronique, alcoolisme aigu, cirrhose,
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syndrome néphrotique [10]. Une infection respiratoire virale
préexistante, a virus /nfluenzae en particulier, est un facteur
favorisant classique d’une pneumonie a pneumocoque [11].
L’infection virale augmente I’adhérence et I’invasivité de Sp
[12]. De nombreuses conditions d’immunodépression,
autant celles touchant 'immunité humorale que cellulaire,
favorisent les pneumonies a pneumocoques : asplénie
fonctionnelle, congénitale, splénectomie chirurgicale, drépa-
nocytose, myélome, lymphomes, transplantations d’organes,
greffe de moelle osseuse, leucémies, thérapeutiques immu-
nosuppressives, déficit en immunoglobulines, en fractions
du complément et infection VIH [10]. Ces différents terrains
immunodéprimés ne sont pas tous associés a une mortalité
plus importante. Concernant la neutropénie, la pneumonie a
pneumocoque reste rare chez ces patients en dehors d’autres
atteintes immunitaires.

Outre le terrain, la présence de défaillances d’organes
(pulmonaire, hémodynamique, rénale, neurologique, héma-
tologique) aggrave le pronostic. En revanche, I’impact
pronostique d’une bactériémie positive a pneumocoque
reste discuté. Dans une étude francaise que nous avons
menée sur 465 pneumonies a pneumocoques hospitalisées,
dont 221 étaient bactériémiques, nous avons retrouvé une
mortalité au troisiéme jour significativement supéricure
chez les patients ayant des hémocultures positives [13]. En
revanche, la mortalité tardive au 30° jour n’était pas signifi-
cativement influencée par la présence ou ’absence d’une
bactériémie (18,1 versus 14,8 %) [13]. D’autres études ont
retrouvé, dans des populations a prédominance caucasienne,
cette différence d’impact dans le temps de la présence
d’hémocultures positives : augmentation de la mortalité
précoce [14], pas d’incidence sur la mortalité globale [15].

En revanche, ces résultats sont contradictoires avec ceux
d’une étude menée dans neuf pays asiatiques sur 233 pneu-
monies a pneumocoques chez 1’adulte, et qui retrouve une
mortalité globale beaucoup plus élevée parmi les patients
bactériémiques (31,9 %) par rapport aux patients non bacté-
riémiques (5 %) [OR : 8,9 ; IC 95 % : 3,5-23,4 ; p < 0,01]
[16]. Ces différences de susceptibilité interethniques, mais
aussi en termes de pronostic, non expliquées par des facteurs
socio-économiques, supportent la possibilité que des
différences génétiques de la réponse immunitaire de 1’hote
jouent un rdle important.

Quels facteurs pronostiques génétiques
de susceptibilité et de mortalité des
pneumonies a Sp chez I’hote ?

Malgré la fréquence et la gravité des infections invasives a
pneumocoques, assez peu d’études d’immunogénétiques se
sont intéressées a cette pathologie. L’importance de 1’hdte a
pourtant été parfaitement démontrée dans des modeles

murins, soit en comparant la réponse immune de souris
ayant des profils génétiques différents, soit en utilisant des
souris génétiquement modifiées.

La plupart des études sont des études de susceptibilité a
une infection pneumococcique invasive et non de pronostic
[17]. Elles peuvent s’intéresser a la recherche de « phénoty-
pes extrémes » : détection par des tests sanguins de I’absence
ou du dysfonctionnement de certaines protéines de I’immu-
nité innée et mise en évidence d’un polymorphisme au
niveau du géne codant pour cette protéine. Ainsi, sept études
de ce type concernant Sp, a I’origine d’infections récurrentes
ou familiales ont été publiées [17]. Elles concernent le
facteur 2 du complément avec un seul polymorphisme
retrouvé [18], I’enzyme IRAK 4 (interleukine-1 receptor-
associated kinase), a I’origine de la médiation de I’activation
des récepteurs Tolls avec huit différents polymorphismes
décrits [19-22], ’enzyme Nemo (nuclear factor kB essential
modulator protein) qui module I’activation du facteur tran-
scriptionnel NFkB a ’origine de la réponse inflammatoire ;
plusieurs polymorphismes existent dans le géne /KBKG
codant pour cette protéine [22,23].

Une autre approche est celle des études cas-témoins ot un
géne candidat est sélectionné sur la base de résultats de
modeles expérimentaux animaux ou d’hypothéses physiopa-
thologiques. L’association entre polymorphismes génétiques
(insertion—délétion, changement portant sur une seule
base telle qu’une inversion, répétitions de séquences identi-
ques...) au niveau de ce gene et susceptibilité ou sévérité de
I’infection pneumococcique est recherchée comparative-
ment entre la population infectée et une population témoin,
le plus souvent appariées sur I’ethnie [17]. Malheureuse-
ment, de nombreux problémes méthodologiques entachent
la valeur de ces études : effectifs trop petits, population
témoin hétérogéne et non appariée sur I’age et le sexe,
controles de qualité de I’extraction de I’ADN et du génoty-
page rarement réalisés.

Il existe chez ’homme 15 études cas-témoins publiées
concernant la susceptibilité aux infections invasives a pneu-
mocoques [17], dont une seule s’intéresse spécifiquement
aux pneumonies a pneumocoques de 1’adulte. Ces études
s’intéressent aux polymorphismes génétiques au niveau de
différents geénes candidats de I'immunité innée : récepteurs
TLR2 ou 4 [24], Toll-IL 1 receptor domain containing
adaptor protein (TIRAP) [25], inhibiteurs du NFkB [26]
(NFKBIA ou IB, IE), récepteur CD 14 [27], ainsi que de
I’immunité acquise, notamment récepteur au fragment Fc
des immunoglobulines G2 (Fcgamma RlIla) [27-30], molé-
cule de reconnaissance bactérienne activant le complément
mannose-binding lectin (MBL) [31-33] ; du relargage de
cytokines pro (TNF, IL6, LTA) ou anti-inflammatoire
(IL10) [34,35] ; de divers facteurs comme la C reactive
protein (CRP) [36] ; la protein thyrosine phosphatase
(PTPN22) qui régule la réponse immune lymphocytaire
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[37] ; ou la L-ficoline (FCN2), molécule de reconnaissance
bactérienne [38].

Des polymorphismes dans les génes MBL2, PTN22 sem-
blent associés a une plus grande susceptibilité a une infection
invasive a Sp. Des polymorphismes dans les génes NFKBIA,
NFKBIE et TIRAP semblent associés a un effet protecteur
d’une infection invasive a pneumocoque. En revanche,
aucune association n’a été retrouvée avec des polymor-
phismes au niveau des génes codant pour TLR2 ou 4, récep-
teur CD14, Fc gammaRIla, IL6, IL10, LTA, CRP, FCN2.

Malgré tout, aucun de ces résultats ne peut étre considéré
comme définitif du fait, d une part des problémes méthodo-
logiques rencontrés dans toutes ces études, d’autre part de la
complexité des interactions hote—pathogéne que toutes ces
études n’abordent que d’une maniére « simpliste ». Des
études d’associations « méthodologiquement correctes »
sur de larges effectifs bien sélectionnés, associées a 1’étude
du génome complet, doivent étre conduites avant de
conclure a I’absence d’influence de facteurs génétiques.

Pour ne citer qu’un exemple, I’analyse des études s’inté-
ressant aux polymorphismes du récepteur Fc gammaRIla est
assez démonstrative des discordances de résultats obtenus et
des difficultés d’interprétation. En effet, la premiére étude
qui s’intéresse spécifiquement aux pneumonies a pneumoco-
ques, avec un petit effectif de patients, montre une associa-
tion entre le génotype FcgammaRIIa-R/R131 et la survenue
d’une pneumonie bactériémique & pneumocoque [28]. Une
étude belge, toujours avec un petit effectif, ne retrouve
aucune association entre le génotype FcgammaRlIla et la
survenue d’une infection invasive a pneumocoque [30].
Enfin, une étude frangaise non encore publiée regroupant
243 patients séveres de réanimation ayant soit une pneumo-
nie a pneumocoque (82 %), soit une méningite (22 %) ne
retrouve aucune association entre un quelconque génotype
du récepteur FcgammaRIla et la susceptibilité a ces infec-
tions invasives a pneumocoques. En revanche, le génotype
FCgammaRIla-R/R131 est indépendamment associ¢ a un
effet protecteur avec une survie accrue.

Plusieurs études ont montré que des polymorphismes au
niveau du TNF, de LTA, d’une protéine du surfactant (SPA),
de protéine immunomodulatrice telle HSP70-2+1267, de
I’IL6, IL10, ACE (enzyme de conversion de 1’angiotensino-
gene) étaient associés a la gravité des états infectieux et des
pneumonies communautaires. Récemment, il a été retrouvé
qu’un polymorphisme associ¢ a une expression élevée de
macrophage migration inhibitory factor (MIF) était associé
a une moindre mortalité [39]. Aucune étude « méthodo-
logiquement adaptée » ne concerne spécifiquement les
pneumonies a pneumocoque séveres. Actuellement, une
étude multicentrique francaise « Streptogene », ou plus de
350 pneumonies a pneumocoque documentées et sévéres
hospitalisées en réanimation ont déja été incluses sur
600 patients attendus, est en cours. L’objectif principal de
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cette étude est d’identifier des profils génétiques spécifiques
de I’héte et/ou des souches de Sp associés a la morbimorta-
lit¢ des pneumonies pneumococciques en termes de morta-
lité en réanimation et au 28° jour et en termes de sévérité
clinique (choc septique, défaillance multiviscérale, besoin
en techniques d’assistance vitale).

Quels sont les facteurs pronostiques
liés a la souche de Sp ?

Dans la relation hote—pathogéne, le micro-organisme joue
probablement un rdle actif qui est déterminant. Le pneumo-
coque est d’ailleurs un facteur indépendant de mauvais
pronostic des pneumonies communautaires admises en réa-
nimation [3]. Il existe 91 sérotypes définis par des antigénes
capsulaires polysaccharidiques différents. Des données
expérimentales obtenues dans un modéle murin ont retrouvé
une relation entre la mortalit¢ des animaux infectés et
certains sérotypes de souches infectantes qui étaient des
souches cliniques. Ainsi, chez la souris, la majorité des séro-
types 1, 3, 4, 5 sont virulents et a I’inverse les sérotypes
9, 14, 19, 23 sont avirulents ; la virulence des souches de
sérotype 6 étant intermédiaire [40,41]. Ces différences de
virulence ne semblent en rapport ni avec des quantités diffé-
rentes de capsule, ni avec I’origine clinique de la souche, ni
avec le niveau de pneumolysine (poumon, LCR, sang) [41].

Chez ’homme également, certains sérotypes (les séroty-
pes 3, 6B en particulier) semblent conduire a des infections
plus séveres avec une mortalité plus élevée [42]. En France,
les sérotypes le plus souvent a 1’origine d’infections invasi-
ves sont actuellement les sérotypes 19A, 7F, 3 et 1 (centre
national de référence du pneumocoque, CNRP 2009).
Au-dela du sérotype, I’appartenance clonale (MLST) semble
beaucoup plus précise, car pour un méme sérotype peuvent
exister différents clones conduisant a un pronostic différent
d’une infection invasive a Sp [43]. L’analyse des facteurs de
virulence des souches de Sp et de leur contréle génétique
est indispensable pour expliquer la capacité de cette bactérie
« colonisante » a donner des infections pulmonaires
mortelles.

Quels sont les facteurs de virulence de Sp ?

La virulence est liée aux caractéristiques « intrinseques » de
la bactérie et réside dans la capacité d’une souche a échapper
aux systemes de défense, ou a les utiliser et a se multiplier, et
d’exprimer une invasivité locale ou systémique chez un hote
propre. En revanche, le pouvoir pathogéne s’exprime par la
création de 1ésions tissulaires caractéristiques secondaires a
la réaction inflammatoire engendrée, liée a la libération et
a l’activation de différents composants bactériens. Cette
réaction inflammatoire plus ou moins intense peut étre
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protectrice ou délétére et variable, selon la souche de pneu-
mocoque et de plus est sous controle génétique de I’hdte. Ce
double polymorphisme (bactérie et hote) rend extrémement
complexe 1’étude des mécanismes physiopathologiques
survenant au cours d’une pneumonie séveére a pneumocoque.

Les facteurs de virulence et de pathogénicité du pneumo-
coque sont nombreux (Tableaux 1 et 2). On peut schémati-
quement répartir ces facteurs de virulence en deux groupes :
les éléments de surface du pneumocoque intact (capsule
polysaccharidique, paroi cellulaire, protéines de surface) et

d’autres facteurs qui s’expriment lors de la lyse du pneumo-
coque concourant aux réponses inflammatoires et immunes
de I’hote (pneumolysine, pneumocines...). Par ailleurs, il
faut considérer les structures antigéniques de la capsule
qui ont permis d’identifier 91 sérotypes de pneumocoques
a I’origine des vaccins antipneumococciques, mais conférant
une protection purement « sérotype—spécifique ». En revan-
che, les multiples protéines de virulence de surface ou extra-
cellulaires pourraient conduire a la réalisation de vaccins
dont I’efficacité ne serait pas spécifique de quelques

Tableau 1 Facteurs de virulence du pneumocoque et toxicité¢ pulmonaire

Capsule polysaccharidique

Empéche la clairance mucociliaire, antiphagocytaire, interfére avec les mécanismes

Paroi cellulaire

PCho

LTA

Ply

Protéines de surface
PsaA

PspA

PspC (CbpA)

HtrA

PavA

IgA1 protéases
PiuA, PiaA
Eno

Lyt A

d’opsonisation complément (CR3, C3b, iC3b) ou anticorps (fragment Fc des IgG) dépendants,
diminue I’autolyse spontanée ou dépendante des antibiotiques, contribue au phénomeéne
de tolérance aux antibiotiques

Ancrage des protéines de surfaces CBPs, adhésine reconnaissant le PAF récepteur (PAFr)

des cellules épithéliales de 1’hdte contribuant a la transcytose et la dissémination tissulaire
bactérienne

Reconnait le PAFr, TLR2 ligand, pro-inflammatoire, inhibition des peptides antimicrobiens par
D-alanylation

Toxine cytoplasmique libérée lors de 1’autolyse ou exprimée indépendamment de toute autolyse,
cytotoxique sur les cellules endothéliales et épithéliales pulmonaires, les neutrophiles et les
plaquettes. A concentrations sub-lytiques inhibe I’activité ciliaire de I’épithélium respiratoire,
inhibe le « burst oxydatif » des phagocytes, pro-inflammatoire TLR4-dépendante, active la voie
classique du complément, stimule 1’activation des lymphocytes CD4

Lipoprotéine composant d’un systéme de transport ATP-binding cassette ABC, adhére aux
pneumocytes de type I, résistance au stress oxydatif, régulée par le TCSTS04

Inhibe, inactive, et dégrade C3b inhibant I’opsonisation et la phagocytose, protege de I’effet
bactéricide des apolactoferrines humaines, régulée par les TCSTS06 et TCSTS02

Recrute le facteur H et bloque I’activation et I’adhésion de C3, fixe le composant sécrétoire
(piece S des IgA sécrétoires ou récepteurs des immunoglobulines pIgR), facilitant ainsi 1’évasion
immune, I’inhibition de I’activité lytique du complément, la transcytose et la dissémination
tissulaire, régulée par les TCSTS06

Sérine protéase, heat-shock protéine participant a la résistance aux températures ¢levées et au
stress oxydatif, médiateur de 1’inhibition par TCSTS05 CiaR/H du phénoméne de compétence
bactérienne

Module I’adhérence aux cellules épithéliales et endothéliales, interfére avec 1’activité des cellules
dendritiques, pro-inflammatoire, stimule la prolifération des cellules lymphocytaires T, adhére a
la fibronectine

Dégrade les IgA1 humaines

Lipoprotéines composant de systéme de transport ABC

Adhére aux plasminogene et a la fibronectine

Dégradation de la paroi cellulaire, permettant la libération extracellulaire de la pneumolysine
et autres composants cellulaires aux propriétés pro-inflammatoires

PCho : phosporylcholine ; CBP : choline-binding protein ; LTA : acide lipotéichoique ; Ply : pneumolysine ; PsaA : pneumococcal
surface adhesin A ; PspA : pneumococcal surface protein A ; PspC : pneumococcal surface protein C ; HtrA : high-temperature requi-
rement A ; PavA : pneumococcal adherence and virulence factor A ; PluA : pneumococcal iron uptake ; PiaA : pneumococcal iron
acquisition ; Eno : Enolase ; LytA : autolysine A ; TCSTS : two-component signal transduction system.
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Tableau 2 Facteurs de virulence du pneumocoque et toxicité pulmonaire

Métabolisme des carbohydrates et protéines de surface

Exoglycosidase NanA,
StrH, et BgaA

NanA

NanB

SpuA

Systémes protéiques a deux
composantes TCSTS

Dégradation enzymatique des glycoprotéines de 1’hote, déglycosylation de protéines innées de
I’immunité pulmonaire (lactoferrines, immunoglobulines A, composants sécrétoires [piece S des
IgA sécrétoires]), adhérence aux cellules eukaryotes. Ces 3 exoglycosidases agissent en synergie et
consécutivement en exposant les mannoses des cellules hotes contribuant a 1’adhérence aux
cellules épithéliales humaines et a la diminution de la clairance bactérienne. Par ce processus de
déglycosylation, des glycoconjugués membranaires humains contribuent aussi a la croissance
bactérienne

Aide a la formation du biofilm, clivage des résidus terminaux d’acide sialique des glycoprotéines,
glycolipides et oligosaccharides facilitant I’adhérence bactérienne en révélant les récepteurs,
déglycosylation des glycoconjugués membranaires, promotion de la résistance a I’opsonisation et a
la phagocytose

Déglycosylation des glycoconjugués membranaires humains contribuant aussi a la croissance
bactérienne

Adhérence aux pneumocytes de type Il par reconnaissance spécifique des glycans extracellulaires
et autres ligands non carbohydratés. Dégradation des polysaccharides a-glucans tels que le
glycogéne et starch (amylose et amylopectine) et utilisation des produits de dégradation comme
source exogene d’énergie permettant la croissance bactérienne et facilitant I’invasion pulmonaire ;
dans les pneumocytes de type 11, le glycogene est un précurseur du surfactant pulmonaire ¢lément
clef de I'immunité innée de la muqueuse pulmonaire et sa dégradation facilite 1’invasion
pulmonaire par diminution des défenses immunitaires pulmonaires

Treize différents systémes de régulation d’expression et d’activité des protéines de virulence
jusqu’ici mis en évidence, ainsi qu’une protéine régulatrice RR489/RitR « orpheline » de son HK.
Neuf de ces 13 TCSTS (TCSTSO01, TCSTS04, TCSTS05, TCSTS06, TCSTS07, TCSTSO08,
TCSTS09, TCSTS10, TCSTS13) systémes et la protéine régulatrice RR489/RitR ont été montrés
impliqués dans la virulence du pneumocoque dans un modele murin de pneumonie. La régulation
des génes de virulence par ces systémes TCSTS est probablement cruciale dans les capacités de
Streptococcus pneumoniae a coloniser 1’hote mais aussi a 1’infecter

NanA : neuraminidase A ; StrH : B-N-acetylglucosaminidase ; BgaA : B-galactosidase ; NanB : neuraminidase B ; SpuA : pullanase ;

TCSTS : two-component signal transduction system.

sérotypes vaccinaux, mais dirigée contre tous les sérotypes
[44]. Une simple sélection de ces protéines de virulence sera
évoquée ici.

Capsule

La capsule polysaccharidique est I’élément « sine qua non »
de la virulence du pneumocoque [45—47]. Elle recouvre
la paroi cellulaire et est composée de grands polyméres
polyosidiques spécifiques et formant un gel hydrophile a la
surface bactérienne [46]. Si des souches non capsulées
peuvent étre plus adhérentes a 1’épithélium respiratoire et a
I’origine d’infections superficielles, les souches a 1’origine
d’infections invasives sont toujours capsulées. Un point
trés important pour la survie des pneumocoques est la capa-
cité de réguler leur production de capsule pour s’adapter a
différents environnements. Ainsi, une expression maximale
est essentielle pour la virulence systémique. La capsule
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empéche la clairance mucociliaire, mais permet surtout au
pneumocoque d’échapper a la phagocytose par les polynu-
cléaires neutrophiles [48]. Ce véritable bouclier inerte
s’oppose a I’adhésion aux récepteurs membranaires des
cellules phagocytaires et interfére avec les mécanismes
d’opsonisation complément ou anticorps dépendants : moin-
dre déposition de complément, inhibition de I’interaction
entre le récepteur CR3 des phagocytes et les fragments de
dégradation de C3b, iC3b en particulier, et par ailleurs inhi-
bition de I’interaction avec les récepteurs Fc gamma des IgG
fixés aux pneumocoques [49-51]. Il existe une grande varia-
bilité entre les sérotypes capsulaires, quant a leur résistance a
la phagocytose dans des conditions requérant I’opsonisation,
la stimulation de la réponse anticorps, 1’activation des diffé-
rentes voies du complément, leur pénétration dans les tissus
et donc leur pathogénicité [52-54]. Il est intéressant de
rappeler que I’instillation directe intrapulmonaire de la cap-
sule ne déclenche aucune réaction inflammatoire, alors que
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des pneumocoques non capsulés ont de puissantes propriétés
inflammatoires. Enfin, la capsule diminue I’autolyse sponta-
née ou dépendante des antibiotiques des pneumocoques,
cela pouvant contribuer au phénoméne de tolérance aux
antibiotiques de certaines souches [55].

Paroi cellulaire

Elle est essentiellement constituée de peptydoglycane,
acides téichoiques et lipotéichoiques (LTA), et de phospho-
rylcholine (PCho). PCho permet I’ancrage a la surface cel-
lulaire pneumococcique des protéines de surface du groupe
des choline-binding proteins (CBPs) [47]. PCho fonctionne
aussi comme une adhésine reconnaissant les PAF récepteurs
(PAFr) des cellules hotes activées permettant 1’adhérence
cellulaire bactérienne et la transcytose ou dissémination
tissulaire bactérienne [56,57]. Les quantités de PCho dans
la paroi cellulaire sont modulées par une phosphorylcholine
estérase (Pce ou CbpE pour Choline-binding protéine E),
protéine de surface du groupe des choline-binding proteins
(CBPs) [58-60]. Cette protéine Pce diminue les quantités de
PCho a la surface cellulaire modifiant ainsi le phénotype
cellulaire bactérien [58,59]. Cette Pce contribue elle-méme
par sa capacité de liaison au plasminogéne humain, précur-
seur de la plasmine, a I’adhérence cellulaire et a la dissémi-
nation tissulaire bactérienne. Par ailleurs, la D-alanylation
des LTA participe activement a la protection de Sp face
aux polynucléaires neutrophiles et aux peptides antimicro-
biens qu’ils sécrétent [60,61]. L’incorporation de charges
positives cationiques par la D-alanylation des LTA médiée
par I'opéron dit a la surface cellulaire essentiellement
chargée négativement va repousser de facon électrostatique
les peptides antimicrobiens de nature cationique [60,61].

Protéines de surface

Les protéines de surface ont un potentiel d’antigénes vacci-
naux pouvant stimuler la production d’anticorps opsonisants.
Elles jouent un rdle pivot dans la virulence pneumococcique
par leurs interactions avec les protéines de la matrice extra-
cellulaire et les récepteurs cellulaires de I’hote, aboutissant a
I’adhérence bactérienne et a son internalisation dans les
cellules hotes [62]. Sp a développé différentes stratégies
permettant son adhérence aux cellules de 1’hote, ainsi que
son évasion des attaques du systéme immun et du complé-
ment, deux prérequis nécessaires a sa dissémination et a
sa survie dans les poumons. Les facteurs de virulence essen-
tiellement requis, a I’exception de la pneumolysine, sont
des protéines de surfaces [47,62—64]. Elles se divisent en
quatre groupes :

e groupe des choline-binding proteins (CBPs) : essentielle-
ment PspA, PspC (CbpA-SpsA), et les hydrolases, auto-

lysines LytA, LytB, et LytC, et Pce (phosphorylcholine
esterase ; CbpE) ;

e groupe des lipoprotéines transporteuses de métaux utiles a
la croissance bactérienne : PpmA, SIrA, PsaA, PiaA, et
PiuA ;

® groupe de protéines ancrées au peptidoglycane par une
sortase (motif LPXTG) telles les neuraminidases (NanA,
B et C), IgA1 protéases, Zmp, PrtA, HtrA ;

e les protéines de surface « non-classiques » telles PavA,
Eno, et GADPH [47,62].

Les propriétés d’adhésion (classes majeures d’adhésines)
sont particuliérement retrouvées pour les CBPs et les protéi-
nes de surface « non classiques » [37]. Des mutants de Sp
délétés des genes codant pour ces différentes protéines
objectivent une diminution de virulence dans des modéles
murins de pneumonies ou de bactériémies [47,62].

Pneumolysine

La pneumolysine est une toxine cytoplasmique libérée
virtuellement par toutes les souches de pneumocoques lors
de I'autolyse [63—67]. Elle peut cependant étre exprimée
indépendamment de toute autolyse [64]. Sa principale action
est d’étre cytotoxique/cytolytique sur les cellules endothélia-
les, les cellules épithéliales pulmonaires, les neutrophiles et
les plaquettes [68—70]. A des concentrations « sublytiques »,
elle inhibe I’activité ciliaire de I’épithélium respiratoire,
inhibe le « burst oxydatif » des phagocytes, stimule la pro-
duction de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNF, IL-8),
NO, chémokines, et prostaglandines, active la voie classique
du complément, stimule I’activation des lymphocytes CD4
[68—70]. Ces activités de modulation cellulaire et d’activa-
tion du complément contribuent pleinement a la virulence
du pneumocoque dans des modé¢les murins de pneumonie
[71-73]. Néanmoins, un clone de souches de sérotype 1
produisant une pneumolysine dénuée de toute activité cyto-
lytique—hémolytique a été isolé dans le cadre de pathologies
pneumococciques invasives [66]. De plus, des souches
mutantes exprimant une pneumolysine dénuée d’activité
cytolytique-hémolytique et d’activation du complément
sont plus virulentes que des souches, dont le géne de la pneu-
molysine a été délété et qui ne produisent plus d’infection
pulmonaire 1éthale [72]. Cela démontre que la pneumolysine
présente d’autres activités de virulence jusqu’ici non encore
identifiées. Ces activités seraient TLR4-dépendantes, ces
souches mutantes exprimant une pneumolysine, dénuée
d’activité cytolytique-hémolytique et d’activation du
complément, activent des réponses TLR4-dépendantes via
son interaction avec le récepteur TLR4 [74] ; de méme,
elles stimulent 1’expression d’interféron gamma [75].

La pneumolysine joue un réle majeur dans la virulence
pneumococcique dans les pneumonies [71-73,75-77].

@ Springer



S412

Réanimation (2011) 20:S406-S417

Cependant, son importance est toute relative variant d’une
souche a une autre [78]. La pneumolysine est nécessaire a la
survie du pneumocoque, tant dans les voies respiratoires
hautes que basses [79,80], mais aussi pour la diffusion bac-
térienne du poumon vers la circulation sanguine [79-82].
Dans les pneumonies bactériémiques, si la pneumolysine
est exprimée, I’'inoculum de pneumocoques systémiques
est majeur et ’hote succombe a I’infection [80-82]. En
revanche, en I’absence de pneumolysine, I’inoculum
pneumococcique circulant reste élevé, mais est « toléré »
sans signes de gravité pouvant aboutir a une bactériémie
« chronique » [83,84].

Métabolisme des carbohydrates

Différentes protéines pneumococciques impliquées dans des
processus métaboliques basiques, notamment le méta-
bolisme des carbohydrates, sont d’importants facteurs de
virulence pneumococcique [85-89]. Les sucres ont une
place privilégiée dans le mode de vie, ou de survie, de Sp
comme le montre ’analyse de son génome : 30 % de tous les
systémes de transport retrouvés sont des systemes transports
des sucres, une proportion beaucoup plus importante que
celles retrouvées dans tous les génomes séquencés des bac-
téries occupant les mémes sites ou niches écologiques [40].
Trois différents mécanismes sont impliqués dans cette inter-
action hote—pathogéne et I’infectivité du pneumocoque :
I’acquisition cruciale de nutriments par dégradation enzyma-
tique des glycoprotéines de 1’hote (exoglycosidases NanA
[neuraminidase A], StrH [B-N-actylglucosaminidase]),
dégradation des polysaccharides (a-glucans tels que glyco-
gene et starch [amylose et amylopectin]) [SpuA pullanase et
MalX systéeme ATP-binding-cassette ABC de transport],
métabolisme des sucroses (systéme ATP-binding-cassette
ABC de transport SusX), I’adhérence aux cellules eukaryo-
tes (pullanase SpuA, NanA, StrH, BgaA) et I’interférence
avec les fonctions immunitaires de 1’hte (exoglycosidases
NanA, StrH, et BgaA) [85,87-92].

Les systémes protéiques a deux composantes
(two-component signal transduction system [TCSTS])
de régulation des facteurs de virulence

Les systémes a deux composants sont constitués d’une pro-
téine senseur de type histidine kinase (HK) localisée dans la
membrane cytoplasmique et d’une protéine régulatrice (RR)
localisée dans le cytoplasme, généralement un facteur de
transcription [93]. La protéine senseur HK reconnait certains
signaux du monde extérieur, telles les conditions environne-
mentales (densité bactérienne, conditions métaboliques,
compétition bactérienne...), transmet I’information a I’ intérieur
de la cellule et active les propriétés de transcription de la pro-
téine régulatrice. Il existe chez Sp, 13 différents systémes de
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régulation d’expression et d’activité des protéines de virulence
jusqu’ici mis en évidence, ainsi qu’une protéine régulatrice
RR489/RitR « orpheline » de son HK [94]. Neuf de ces
13 TCSTS systémes et la protéine régulatrice RR489/RitR
ont ét¢ montrés impliqués dans la virulence pneumococcique
dans un modéle murin de pneumonie [94]. La régulation des
genes de virulence par ces systémes TCSTS est probablement
cruciale dans les capacités de Sp a coloniser I’hdte, mais aussi
a I’infecter, et fait ’objet d’intenses recherches d’interprétation
souvent délicates : elle reste encore mal connue.

Une méthode d’identification des génes régulés par ces
différents TCSTS est de surexprimer dans une souche
de Sp les RR/HK. Cependant, des différences majeures
d’expression génique sont observées d’une souche a une
autre [95,96]. La surexpression de RR/HKO06 a ainsi permis
d’identifier 53 geénes différemment exprimés dans la souche
D39, alors que seulement cinq genes étaient différemment
exprimés dans la souche TIGR4 [35]. Seuls deux génes,
CbpA et un autre géne de fonction hypothétique étaient
régulés communément dans les deux souches. Des différen-
ces majeures d’expression génique ont aussi été rapportées
entre ces deux souches D39 et TIGR4 présentant chacune
des délétions en RR/HK04 [96]. De la méme fagon, D39
(sérotype 2), 0100993 (sérotype 3) et TIGR4 (sérotype 4),
toutes délétées en RR/HKO04, dans un modele murin (souris
MF1) de pneumonie par instillation nasale, présentent des
virulences différentes [96]. Seul le mutant TIGR4 délété en
RR/HKO04 est significativement moins virulent que sa
souche TIGR4 mere ; les souches D39 et 0100993 mutantes
ne sont pas significativement moins virulentes que leurs sou-
ches meres respectives [96]. Les raisons de ces différences
d’expression génique et de virulence restent peu claires.

Génétique et facteurs de virulence de Sp

Le génome du pneumocoque posséde entre 2 millions et
2,2 millions de paires de bases, selon la virulence de la
souche, correspondant a plus de 2 000 génes, dont deux
tiers conduisent a des protéines dont les fonctions sont
connues [97]. Un panel de plus de 1 500 génes est nécessaire
a la viabilit¢ du pneumocoque [97]. L’identification des
genes requis pour la colonisation ou I’infection et sa dissé-
mination est essentielle. Le nombre de génes jouant un role
dans la virulence retrouvés dans les différentes études avec
différentes technologies est de 1’ordre de plus de 300 génes,
d’ailleurs pas toujours communs entre les études [97-103].
Cela suggere que différents genes de virulence (hétérogé-
néité génomique) peuvent étre impliqués selon la souche
de pneumocoque, tout en confirmant le caractére multifacto-
riel du processus de virulence. La plupart de ces génes ont
un role inconnu. Les effets de ces différents facteurs de viru-
lence sont additifs ou synergiques. Plusieurs polymor-
phismes ont été décrits concernant la pneumolysine ou Psp
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et PsaA. Il existe, a coté de ces polymorphismes « simples »
(SNP), des zones de regroupement de geénes ou ilots de
pathogénicité codant pour des facteurs de virulence. Le
pneumocoque peut réguler I’importance du volume de sa
capsule produite en état de colonisation ou en état d’inva-
sion : phénotype transparent (capsule fine) en phase de colo-
nisation précoce et phénotype opaque (capsule épaisse) en
phase invasive [104]. Le « déclencheur » de cette variation
phénotypique reste a déterminer. Il existe donc a 1’évidence
une spécificité de site dans I’expression des facteurs de viru-
lence, des transporteurs, des facteurs de transcription, des
protéines ribosomiales, des voies métaboliques/énergétiques
et des genes aux fonctions inconnues [105]. Cette modula-
tion différente des génes de virulence permet a Sp une adap-
tation aux différents environnements de I’hote [80]. Une
étude récente a bien montré in vivo, deux profils différents
d’expression génétique [105] : un profil caractéristique de
pneumocoques retrouvés dans le sang et un profil caractéris-
tique de pneumocoques retrouvés dans les tissus pulmonai-
res ou cérébraux. Ainsi, dans le sang, sont exprimés les
geénes de la pneumolysine et de Psp ; dans le poumon ou le
cerveau, les génes des neuraminidases nanA et B, des genes
du stress oxydatif, ainsi que des génes de compétence.
L’induction de la compétence par un peptide spécifique, le
competence stimulating peptide (CSP) qui dépend d’un sys-
téme de quorum sensing, non seulement induit la formation
d’un biofilm in vitro, mais aussi augmente la virulence dans
un modéle murin de pneumonie in vivo. A I’inverse, une
souche mutante délétée en récepteur du CSP ne produit pas
de biofilm et montre une moindre virulence dans le modele
animal de pneumonie.

A travers I’ensemble de ces données, on comprend
I’'unique pouvoir d’adaptabilité du pneumocoque, du fait
de sa variabilité sérotypique et de sa plasticité génomique
permettant une hétérogénéité de son génome amenant a
une grande variabilité possible de chaque souche.

Quelles interactions entre le pneumocoque
et les réponses immunitaires
et inflammatoires de I’hote ?

Outre I’action propre des différents facteurs de virulence du
pneumocoque, la sévérité des pneumonies a pneumocoques
est aussi la conséquence de différents types de réponses
inflammatoires et immunitaires déclenchés par certains com-
posants bactériens. Les composants de la paroi bactérienne,
acide lipoteichoique, peptidoglycane et phosphorylcholine,
jouent un role majeur dans I’induction de la réponse inflam-
matoire par leur fixation sur les cellules monocytaires
amenant a I’induction de la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires. Cette réaction pro-inflammatoire est plutot
a considérer comme une réaction adaptative et protectrice

pour I’héte vis-a-vis du pneumocoque. Mais on imagine
facilement qu’une réponse pro-inflammatoire excessive
de I’hote, pour des raisons de susceptibilité génétique par
exemple, puisse conduire au déces.

Ces composants microbiens (pathogen-associated mole-
cular patterns ou PAMPs) sont reconnus par des récepteurs
spécifiques a la surface des cellules du systéme immunitaire
inné (PRRs) [106].

Plusieurs types cellulaires interviennent de fagon coor-
donnée et séquentielle dans la défense antipneumococcique
au niveau pulmonaire. Les macrophages alvéolaires sont
la premiére ligne de défense [107]. Leur apoptose durant
I’infection pneumococcique pulmonaire permet de limiter
I’invasion sanguine [108]. Secondairement vont étre recrutés
des polynucléaires neutrophiles grace a différents médiateurs
(facteurs du complément, galectine-3, pneumolysine, alpha
chemokines, formyl-methionine-leucine-phenylalanine ou
fMLP). La fréquence trés élevée de pneumonies a pneumo-
coque chez les patients VIH souligne le réle protecteur
majeur et précoce des lymphocytes CD4+ recrutés sous
I’influence de la pneumolysine [109]. Ainsi, des souris
déficientes en MHC de classe 2, ayant donc un profond
déficit en lymphocytes CD4+, sont trés susceptibles a la
pneumonie a pneumocoque.

Les cellules T natural killer ont aussi un role protecteur
au cours de la pneumonie a pneumocoque [110]. Enfin,
les cellules épithéliales alvéolaires en dehors de leur rdle
« d’escalator muco-cilié » contribuent a I’immunité innée,
a la sécrétion de surfactant (surfactant protein-D ou SP-D)
et ont des roles multiples : agrégation des pneumocoques
facilitant leur phagocytose et limitant le passage systémique,
action anti-inflammatoire [111].

Les Toll-like récepteurs (TLRs) jouent un role central
dans cette reconnaissance. IlIs sont exprimés a la surface
des cellules « sentinelles » de I’immunité : macrophages,
polynucléaires, cellules épithéliales pulmonaires, cellules
endothéliales, lymphocytes B et T. Actuellement, dix récep-
teurs Toll ont été décrits (TLR1-TLR10). Le récepteur
TLR2 reconnait le peptidoglycane et 1’acide lipoteichoique
[112]. Le récepteur TLR4, récepteur « clé » du lipopolysac-
charide (LPS) reconnait la pneumolysine [113]. De fagon
inattendue, quand différentes souris déficientes en récepteurs
Toll sont étudiées pour connaitre le rdle respectif de ces
récepteurs dans la défense antipneumococcique, seules les
souris TLR9-/- sont trés sensibles a 1’infection pneumococ-
cique [114]. TLR9, majoritairement localisé dans le cyto-
plasme des cellules reconnait I’ADN bactérien apres
endocytose et semble donc essentiel pour tuer des pneumo-
coques dans les vacuoles endosomiques [114].

Une étude récente, utilisant un modéle de tissu pulmonaire
prélevé chez des patients opérés pour tumeur, puis infectés
ex vivo par une souche de pneumocoque de sérotype 3,
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a permis de mieux comprendre la réponse immune innée pré-
coce [115]. Ainsi, les résultats ont montré :

® que les macrophages alvéolaires et non les cellules épithé-
liales pulmonaires ont un réle central initial a I’origine de
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ;

® que I’expression des récepteurs TLR2 et 4 est augmentée
et que la phosphorylation de la kinase p38 MAPK est
accrue ;

e que I’inhibition de TLR2 et 4 n’a qu’un effet inhibiteur
faible sur la synthése des cytokines pro-inflammatoires
(IL6, 8, TNF) ;

® qu’en revanche, I’inhibition de p38 MAPK réduit forte-
ment la synthése par les macrophages alvéolaires de ces
cytokines.

Cela souligne qu’au-dela des récepteurs TLRs, les voies
de signalisation intracellulaire ont un réle clé dans I’activa-
tion de NFkB, et sont des cibles potentielles au plan théra-
peutique pour moduler la réaction inflammatoire due a Sp.

Ainsi, des souris déficientes en protéines de signalisation
cellulaire résultant de la stimulation des récepteurs Toll (My
D88, kinase IRAK4 et p38 MAPK), empéchant 1’activation
de NF-kB et donc la synthése des médiateurs de 1’inflamma-
tion, se révelent trés susceptibles aux pneumonies a pneumo-
coques [116,117].

De facon originale, le récepteur CD14 a un rdle protec-
teur, en effet, les souris déficientes en récepteur CD14 sont
protégées de la dissémination du pneumocoque des alvéoles
pulmonaires vers le compartiment sanguin [118].

Les autres récepteurs intervenant dans la reconnaissance
du pneumocoque sont : la CRP qui se lie a la phosphoryl-
choline et active le complément ; la platelet-activating factor
receptor (PAFr) qui se lie aussi a la phosphorylcholine ; le
récepteur macrophage receptor with collagenous structure
(Marco), exprimé sur les macrophages alvéolaires, permet
I’internalisation in vitro du pneumocoque. Une C-lectine
nommée SIGNRI, retrouvée au niveau des macrophages
de la zone marginale de la rate et non au niveau des macro-
phages alvéolaires, est impliquée dans la reconnaissance
capsulaire [119]. Des souris SIGNR1-/- sont trés sensibles
a I’infection pneumococcique et n’¢liminent pas Sp des pou-
mons ou du sang [119]. D’autres protéines de reconnais-
sance intracytoplasmiques (NOD1 et 2, caspase-1) ont une
implication clinique encore peu claire. Des souris délétées en
ces différentes protéines de reconnaissance deviennent beau-
coup plus sensibles a une infection invasive a Sp, en dehors
d’une délétion du PAFr et de la caspase-1 qui rendent les
souris plus résistantes a ’infection pneumococcique.

En termes de réponse cytokinique, les cytokines ayant un
role majeur au cours des pneumonies a Sp sont : le TNF
alpha, I’IL6, 8, 10 et I’interféron gamma [120]. TNF et IL6
ont un réle protecteur au cours de I’infection pulmonaire a
pneumocoque [121,122]. Ainsi, I’administration d’anticorps
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anti-TNF aggrave I’infection pneumococcique : la bactérié-
mie et le taux de mortalité sont augmentés, le nombre de
neutrophiles circulants diminué [121]. De méme, des souris
délétées en IL6 et infectées par voie nasale ont des comptes
bactériens pulmonaires six fois plus élevés que des souris
normales et meurent plus rapidement [122]. En revanche,
I’IL10, cytokine anti-inflammatoire, qui a des effets protec-
teurs dans de nombreux modeles expérimentaux d’inflam-
mation (endotoxinémie, péritonite, pancréatite), a un effet
délétére au cours des pneumonies a pneumocoques [123].
Ainsi, dans un modéle murin de pneumonie pneumo-
coccique de sérotype 3, I’administration intranasale d’IL10
recombinant concomitamment de [I’infection diminue,
I’expression locale pulmonaire des cytokines pro-
inflammatoires, la clairance bactérienne pulmonaire et systé-
mique, et le taux de survie du modéele. Le réle de I’interféron
gamma est protecteur ou déléteére selon les modeles [124].

Dans un modéle de pneumonie pneumococcique bactérié-
mique Iéthale, nous avons montré que I’expression pulmo-
naire locale de différentes cytokines pro-inflammatoires
(TNF, IL1 et 6) et anti-inflammatoires (IL10) était trés diffé-
rente, selon la souche inoculée (deux souches de sérotype 3,
une souche de sérotype 6 et une de sérotype 19) [125]. Les
résultats montrent qu’avec le méme inoculum, la cinétique et
I’amplitude de I’expression pulmonaire des cytokines
pro-inflammatoires sont trés différentes selon les souches
et ne sont pas dépendantes du sérotype. En revanche, pour
I’IL10, si le moment d’expression maximale varie selon les
souches, I’amplitude reste identique.

Conclusion

Au terme de cette revue : des facteurs de susceptibilité/sévé-
rité et de défense propres a I’hote ; des facteurs de virulence/
pathogénicité propres a Sp, a 1’origine d’une pneumonie,
plusieurs points semblent acquis, mais beaucoup de domai-
nes d’incertitudes demeurent.

Conflit d’intérét : les auteurs déclarent ne pas avoir de
conflit d’intérét.
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