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Pseudomonas aeruginosa

combattre la virulence : de nouvelles voies thérapeutiques ?



Conflits d’intérêts

• Comités de pilotage : Fresenius

• Investigateur : KaloBios, Biomérieux, Méditor, Fresenius

• Orateur : LFB, Gilead, MSD

• Meetings et congrès : Pfizer, MSD, Gilead, Astra-Zeneca, LFB, Braun



Epidémiologie : pneumopathies nosocomiales

enquête nationale de prévalence 2012

Problématique
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Résistances - France et Europe
Problématique

European Antimicrobial resistance surveillance network (Ears-Net) 2013

PIP-TAZ R

FQ R

Cefta R

Aminosides R

Carbapénèmes R



Appauvrissement de la filière R&D antibiotique
Problématique

Cooper Nature 2011
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Génome et virulence

• Gros génome > 6.3 M pdb

• Nombreux gènes de virulence 

– adhésines,   

– transport et de translocation 

de facteurs de virulence, 

– pompes d’efflux d’antibiotiques

– détecteurs de l’environnement

• 260 gènes de virulence conservés

• + gènes de virulence concentrés dans des ilôts de pathogénicité

Virulence



Arsenal de facteurs de virulence

Modifié à partir de Hauser Nat Rev Microbiol 2011

Virulence(s)



Arsenal de facteurs de virulence
Virulence(s)

Quorum-sensing dependants
(communication intercellulaire)
Pyocyanine
Elastase

LPS / Flagelle
adhésion
inflammation

SST3
“injection” de toxines

Adhésines
Pili
Lectines



Adhésion et virulence

• Cytotoxicité QS-dépendante
– activée par le contact eukaryote
– fait intervenir :
– la charge bactérienne (via LasR du QS)
– ET une protéine de surface,

• “piline” PilY1
• dans une fonction méchanodétectrice

• Activation du Système de sécrétion type III (SST3)
– par contact avec la cellule eukaryote via n’importe quelle adhésine
– mécanisme exact inconnu
– ferait intervenir : 

• les “porines” du SST3 (popB et D)
• la structure du SST3 (PcrV)
• cofacteur eukayote inconnu

Virulence(s)

Siryapron PNAS 2014

Cisz J Bact 2008 4



Adhésion et virulence
Virulence(s)

D’après Williams Respirology 2010

Adhésion Cytotoxicité
Invasion

Persistance 
en biofilm

Destruction
epithéliale

dissémination

Motilité
et/ou



Cibles et voies thérapeutiques

Lectines de P. aeurignosa



Lectines et adhésion P. aeruginosa
Lectines

Imberty Microbes Infect 2004

• Adhésines

- secrétées par P. aeruginosa

- sous la dépendance du QS

- adhèrent aux sucres de paroi

Chemani Infect Immunity 2009

Cytotoxicité directe sur A549 

- souches productrices de lectines

- lectines solubles elle-mêmes



Inhibiteurs d’adhésion : les glycomolécules

Pieters Med Res Rev 2007

Lectines

Cible : lectines Inhibiteurs = glycomolécules

• Sucres simples

- Fucose/galactose

• Complexes

- GalMe/MeFuc

• Glycomimétiques

• Glycoclusters



Inhibiteurs de lectines : saccharides
Lectines

Chemani Infect and Immunity 2009

Modèle murin de pneumonie létale

Co-instillation inhibiteurs = dérivés glycosidiques de sucres simples  



Glycomolécules inhibiteurs de lectines
Inhibiteurs de lectines

• Dérivés
- N Acetylés
- α méthylés

• Glycomimétiques

• Glycoclusters

• Sucres simples
- galactose
- fucose

• adhésion in-vitro : 10-40%
• lésion in-vivo : 20-25%
• charge in-vivo : 1 log CFU/ml

• adhésion in-vitro : 10-50%
• lésion in-vivo : 20-30%
• charge : 1-2 log CFU/ml

• adhésion in-vitro : 70-80%
• lésion in-vivo : 20-30%
• charge in-vivo : 1-2 log CFU/ml

• adhésion in-vitro : > 90%
• lésion in-vivo : 80-100%
• charge in-vivo : 3-4 log CFU/ml

Boukerb J Med Chem 2014

Chemani Infect Immunity (+ données non-publiés)



Inhibiteurs de lectines

Anti-Pyo - Comité de suivi Oséo - 2015

4 partenaires académiques 

à l’origine du brevet initial2 industriels

Elicit yl 
Conception et synthèse 

d’oligosaccharides naturels 
fonctionnalisés et synthèse de 

glycoclusters   

Université  Lyon 1  
Dr Sébast ien VI DAL 

Chimie des sucres 

Dr Benoit  COURNOYER  
Etudes d’interaction bactérie/

bactérie 

 

CERMAV-CNRS 
(Grenoble) 

Dr Anne I MBERTY 
Lectines, Glycobiologie 

structurale, Etudes 
d’interactions  

 

 

LI SM- CNRS (Marseille) 

Dr Chr ist ophe BORDI  
Formation/inhibition de 

formation du biofilm 

Université  Lille  2  
Dr  Er ic KI PNI S              

Dr  Rodr igue DESSEI N  
Etudes biologiques in vit ro 
(adhésion cellule-bactérie) 

Etudes biologiques in vivo 
(infection pulmonaire chez la 

souris) 

SAN OFI  R& D 
Dr  Laurent  FRAI SSE 

( TSU m aladies 
in fect ieuses)  

Dr  Michael MOUREZ   
Evaluation de l’application - 

Sélection de candidats 

Anti-Pyo : 14eme AAP Fonds Unitaire Interministériel

glycoclusters inhibiteurs de lectines



Inhibiteurs de lectines en clinique

sucres « simples »

• 10 patients atteints de mucoviscidose

• fucose/galactose inhalés pendant 21j

Charge bactérienne Inflammation

Hauber Int J Med Sci 2008

inhibiteurs de lectines



Cibles et voies thérapeutiques

Système de Sécrétion Type 3 (SST3)



Translocation d’exotoxines dans la cellule eucaryote
SST3

Kipnis Med Mal inf 2006Filloux Front Microbio 2011



Pathogénicité in-vitro ~ SST3

ExoU cible les cellules épithéliales pulmonaires

SST3

Ganter AJRCMB 2009Nguyen ATS 2005 



Pathogénicité in-vivo ~ SST3
SST3

Le Berre et. al, Crit Care Med 2011

58 souches non clonales de patients atteints de PAVM
Réinstillées dans un modèle murin de pneumonie



Pathogénicité clinique ~ SST3

Hauser Crit Care Med 2002

35 PAVM à P. aeruginosa

Exotoxines
SST3 ?

OUI
27

NON
8

22 Sévères
(81%)

(ExoU + : 9/22)

SST3

5 Modérées
(62%)

3 Sévères
(38%)

5 Modérées
(19%)

(ExoU+ : 1/5)



PAVM à P. aeruginosa
n=34

25 TTSS+ 9 TTSS-

Antibiothérapie appropriée

13/25
Positifs

à P. aeruginosa
à J8

0/9 
Positifs

à P. aeruginosa
à J8

Pathogénicité clinique ~ SST3
SST3

El Solh AJRCCM 2008

Cytotoxicité in-vitro des isolatsVirulence clinique des isolats

PAVM à P. aeruginosa
n=34

25 TTSS+ 9 TTSS-



Anticorps anti-SST3 = Mab anti-PcrV
Anti-SST3

D’après Cornelis Nat Rev Microbiol 2006

Exotoxines « injectées »
Exo U

Exo S, Exo T, Exo Y

« aiguille » du SST3

Translocon
PcrV

PopB/PopD

Anticorps Anti-PcrV



Mab anti-PcrV
Anti-SST3

Shime et al, J Immunol 2001 Faure J Immune Based Ther Vaccines 2003



Anticorps monoclonaux « optimisés »

= spécifiques et peu immunogènes

Anti-SST3

Modifié d’après Brekke Nat Rev Drug Disc 2003



Anticorps monoclonal humanisé anti-PcrV

essai KB001 (Kalobios)

Francois Critical Care Medicine 2012

Essai Phase I/II chez 48 patients intubés/ventilés colonisés par P. aeruginosa
prévention des pneumonies acquises sous ventilation

Anti-SST3



Anticorps monoclonal humanisé anti-PcrV

essai KB002 (Kalobios)

Milla Pediatr Pulm 2014

Essai Phase I/II chez 12 patients muco colonisés par P. aeruginosa
impact sur inflammation et symptomes

Anti-SST3



Cibles et voies thérapeutiques

Lipopolysaccharide (LPS)



Lipopolysaccharide
LPS

Kipnis Med Mal Inf 2006



Anti-antigène O11 du Lipopolysaccharide

1: Unité de base (humaine)
2: Chaînes lourdes (humaines)
3: Chaînes légères (humaines)
4: Chaîne J anti-O (souris)
5: Ponts disulfure

LPS

LPS (Endotoxine)

• Chaîne O  (sérotype )

• noyau
• lipide A

Anticorps
Panobacumab

(Aerumab11®, Kenta Biotech)

Cible



Prévalence sérotype O11 et PAVM

56 souches cliniques de PAVM (étude Pyopneumagène)

LeBerre Crit Care Med 2011

LPS



Panobacumab anti-O11: essai phase IIa

Phase II
– 18 PAVM
– 3 administrations
– Aucun EI grave 
– > 80% de survie
– uniquement PAVM 

àSEROTYPE O11!
– Isolement/sérotypage = 48h

Lu J Antimicrob Chemother 2011

Anti-LPS



Cibles et voies thérapeutiques

Quorum-sensing (QS)



Quorum-sensing
Quorum-sensing

Ladzunski Nat Rev Microbiol 2004



Communication par Acyl Homosérine Lactones
Quorum-sensing

Ladzunski Nat Rev Microbiol 2004

Faible densité bactérienne

Peu d’AHL

Haute densité bactérienne
(= « quorum »)
Cumul d’AHL

Activation coordonnée de gènes
codant pour facteurs de virulence



Systèmes de QS de P. aeruginosa

Elastase
Exotoxine A
Protéases
Lipase

Rhamnolipide

Pyocyanine

lectines

• Système hiérarchisé
• Autoamplifié
• activent des gènes de facteurs de virulence

Quorum-sensing



Quorum-Sensing et PAVM

Van Delden Thorax 2010

Profil d’expression gènes QS
de P. aeruginosa

in-vitro

Profil d’expression gènes QS
chez des patients 

colonisés par P. aeruginosa
et développant une PAVM

= rhlA (rhamnolipide)

Quorum-sensing



Quorum-Sensing et PAVM

Van Delden Thorax 2010

Rhamnolipide (facteur de virulence QS-dépendant)
chez des patients colonisés par P. aeruginosa

Et ayant développé une PAVM ou non

Quorum-sensing



Inhibiteurs du QS
Inhibition QS

Grandclément FEMS Microbiology Reviews 2015



Inhibiteur du QS : azithromycine

Tateda Antimicrob Agents Chem 2001

Rhamnolipide Elastase

Diminution de la production de facteurs de virulence QS-dependants
In vitro, sans bactéricidie sous faible dose d’azithromycine

↘↘↘↘ par azithromycine
↘↘↘↘ par azithromycine

Inhibition QS



Inhibiteur du QS : azithromycine

Van Delden Thorax 2010

Quorum-sensing

Van Delden Intens Care Med 2012



Limites des inhibiteurs du Quorum-Sensing

o SANS azithromycine :
– expansion des mutants lasR
– « tricheurs » QS-déficients : 

profitent des ressources de la 
communauté QS,

– sans dépenses liées à la 
communication QS

o en parallèle :
– diminutinon de la virulence QS
– elastase

Inhibition QS

Kohler PLoS Pathogens 2010



Limites des inhibiteurs du Quorum-Sensing

• AVEC azithromycine :
– diminution mutants lasR qui 

perdent leur avantage

• en parallèle :
– augmentation de la virulence QS!
– séléction de mutants QS+ qui ont 

un autre avantage que le QS :
une plus grande virulence!

Inhibition QS

Kohler PLoS Pathogens 2010



Azithromycine et infection chronique

38 patients mucoviscidose (21 AZM/17 placebo)

Etude randomisée contrôlée Azithromycine vs. placebo

1 fois par semaine pdt 8 semaines

Inhibition QS

Steinkamp Resp Med 2008



Azithromycine et infection chronique
Inhibition QS

Steinkamp Resp Med 2008



Cibles et voies thérapeutiques

Cibles multiples ?



Anti-biofilm ET Anti-SST3

anticorps bi-specifique anti-Psl/anti-PcrV

Cibles multiples

Franklin Front Microbiol 2011

exopolysaccharide du biofilm Psl



Anti-biofilm ET Anti-SST3

anticorps bi-specifique anti-Psl/anti-PcrV

Cibles multiples

DiGiandomenico Science Translational Med 2015



Lien antivirulence / immunomodulation

Antivirulence Immunomodulation

HôtePathogène

Antibiotiques



Le SST3 exploite la réponse innée NLRC4 l’inflammasome

…et réprime une autre réponse innée bénéfique

Immunomodulation

Faure AJRCCM 2014

T3SS

NLRC4

IL-18

① Pyroptose massive et futile des phagocytes

② Attraction/activation PNN
excessive

Souche
extra- cellulaire

(SST3 fonctionnel *)

*mais independamment
des exotoxines

CLAIRANCE BACTERIENNE REDUITE
AGGRAVATION DES LESIONS



T3SS

NLRC4

Immunomodulation thérapeutique ?
Immunomodulation

Souche
extra- cellulaire

(SST3 fonctionnel *)

*mais independamment
des exotoxines

Faure Am J Respir Crit Care Med 2014

IL-17R

IL-17

Réponse innée muqueuse
défénsines

antipseudomonales
RETABLIE

IL-18 Binding Protein IL-17 Exogène



Antivirulence/immunomodulation

Priebe Expert Rev Vaccines 2014 



Conclusions

• Voies thérapeutiques à explorer

• Intérêt de choisir des cibles également impliquées

dans l’immunomodulation

• Intérêt d’avoir des cibles multiples

• Perspectives à explorer en utilisation adjuvante des 

antibiotiques sur des souches multirésistantes
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