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Introduction et objectifs

Les pathologies respiratoires constituent la premiere cause de mortalité chez les jeunes enfants. Le virus respiratoire
syncytial (VRS) humain est I'agent principal des bronchiolites des jeunes enfants. L'infection par le VRS prédispose a
'implantation pulmonaire de bactéries telles que P. aeruginosa ou S. pneumoniae, agents responsables de
complications importantes chez les patients atteints de mucoviscidose. Cette sensibilité du jeune est intrinsequement
liée aux caracteéristiques de la muqueuse pulmonaire en période néonatale qui dépendent de la mise en place de
I'immunité et de la colonisation du poumon par un microbiote bactérien. Ce processus de colonisation du poumon pose
la question de son influence sur la maturation de la barriere épithéliale et sur le développement de I'immunité, et donc
de sa contribution a la sensibilité du nouveau-né a des pathologies respiratoires. Notre hypothése est que les bactéries
commensales primo-colonisatrices du poumon participeraient a la maturation des défenses immunitaires.
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Figure 1: (A) Les souris exempts d’organisms pathogenes spécifiques (EOPS: ayant un microbiote contrélé) et axéniques (Ax: dépourvues de
microbiote) ont été anesthésiées puis instillées avec une solution saline ou le LPS (10ng/g). Les souris ont ensuite été euthanasiées a 1h30, 3h et
6h apres I'administration du LPS pour évaluer les paramétres inflammatoires. (B et C) La production de TNFa et de KC/CXCL1 a été déterminée
dans les lavages bronchoalvéolaires (LBA) et dans les lysats de poumon des souris EOPS et Ax a 1h30, 3h and 6h apres instillation. (D) Le
pourcentage des Neutrophiles a été determine dans les LBA. Le test non-paramétrique Mann-Whitney a été utilisé pour determiner la presence
d’'une difference significative entre les groupes Conv et Ax. p<0,05* et p<0,01** (B-D).

La réactivité de 'immunité innée est augmentée
dans les explants de poumon issus de souris axénigues
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Figure 2: (A) Les poumons de souris EOPS et Ax ont été collectés puis coupés, a l'aide d’'un “Krumdieck tissue slicer”, pour obtenir des explants
de poumon. 24h apres, les explants ont été stimulés avec du milieu, le Poly(l:C) (TLR3), le LPS (TLR4), 'lmiquimod (TLR7) ou le CpG (TLR9). La
production de cytokines a été mesurée dans les surnageants par ELISA a 24h et 48h aprés stimulation. (B). Les “Heatmaps” représentent les ratios
(AX/EOPS) de la production des cytokines a 24h et 48h aprés stimulation.

La réactivité de 'immunité innée est augmentée dans les explants
de poumon issus des souris axenigues apres infection par le VRS
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Figure 3: (A) Les poumons de souris conventionnelles EOPS et Ax ont été collectés puis coupés, a I'aide d’'un “Krumdieck tissue slicer”, pour
obtenir des explants de poumon. 24h apres, les explants ont été stimulés avec le surnageant des cellules non-infectées lors de la production du
VRS-Cherry (Contoéle) ou infectés avec le VRS-Cherry. La production de cytokines a été mesurée dans les surnageants par ELISA a 24h et 48h
apres infection. (B) Le “Heatmap” représente les ratios (AXEOPS) de la production des cytokines a 24h et 48h aprés infection.

Résultats 2

L'immunomodulation de la réponse immunitaire du poumon par
des bactéries primo-colonisatrices modifient la replication du VRS
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Figure 4: (A) Les poumons de souriceaux EOPS ages de 6 jours ont été prélevés puis coupés, a l'aide d’'un “Krumdieck tissue slicer”, pour obtenir
des explants de poumon. 24h apres, les explants ont été mis en contact avec 20 bactéries primo-colonisatrices du poumon (ajoutées de maniére
individuelle; 50 CFU/puits). Lors de certaines experiences, le VRS-Luc (2,90x10* PFU/puits) a été ajoutés 3h aprées les bactéries. Les surnageants
et les explants ont été récupérés 16h apres pour doser les cytokines, la lactate déshydrogénase (LDH) et la replication virale. (B) Le “‘Heatmap”
représente les ratios (Stimulé/Milieu) de la production des cytokines par les explants 16h aprés mise en contact avec les bactéries. (C) Le
pourcentage de cytotoxicité des bactéries 11 et 17 ont été mise en evidence via un dosage de la LDH. (D) La replication virale a été determinée
dans les lysats des explants par luminescence (p/s/cm?/sr). Le test non-paramétrique Kruskal-Wallis a été utilisé pour determiner la presence d’une
difference significative entre les groupes contréle vs VRS-Luc et VRS-Luc vs VRS-Luc + Bactérie 17. NS: non significatif; p<0,01**.
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